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W ramach pracy przeprowadzono synteze pegylowanych aldehydow (1-3), ktére zostaty nastepnie wykorzystane do otrzymania
kompleksow kurkuminoidowych z BF, (4, 6, 8) oraz wolnych kurkumin (5, 7).

Pegylacja aldehyddw przeprowadzona zostata metodg syntezy eterow Williamsona tj. reakcji bromku alkilowego i fenolu w
obecnosci zasady uzywajgc DMF jako rozpuszczalnika w temperaturze 80°C. Otrzymane pegylowane aldehydy zostaty
wykorzystane w reakcji kondensacji z kompleksem BF, acetyloacetonu w srodowisku toluenu w temperaturze 65°C. Katalizatorami
reakcji byty boran tributylu oraz n-butyloamina. Dekompleksacja do wolnych kurkumin przebiegata w reaktorze mikrofalowym w
srodowisku metanolu i wody (4:1) oraz szczawianu disodu w temperaturze 140°C w ciggu 20 minut.

Wydajnosci reakcji alkilowania miescity sie w zakresie 79-83%, komplekséw kurkuminowych w zakresie 71-81%, natomiast wolnych
kurkumin w zakresie 25-28%.
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Dane NMR wykazaty, ze wszystkie badane czgsteczki kurkuminy istniaty w przewazajacej ilosci w formach enolowych. Strukture
chemiczng zwigzku 5 potwierdzita obecnos¢ dwdch sygnatéw z integracjg jednego protonu dla kazdego z nich: pierwszy singlet
pojawit sie przy 5,81 ppm reprezentujgc pozycje centralng z grupg CH, a drugi (szeroki) przy 16,03 ppm odpowiadat grupie OH
(wynik tautomeryzacji). Sygnat protonowy reprezentujacy grupe CH w pozycji centralnej kompleksu 4 pojawit sie przy 6,04 ppm.
Enolowa grupa hydroksylowa jest w tym przypadku nieobecna.
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Aby zbadacg, czy pegylacja kurkuminy moze poprawicC przenikanie zwigzku do komorek, komorki 5637 inkubowano z kurkuming i
zwigzkiem 5 w stezeniu 10 uyM przez 0,5 h, 2 h, 4 h i 8 h i analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej. W przypadku
kurkuminy zaobserwowano, ze po 0,5 godziny okoto 30% komorek byto pozytywnych i wzrosto podczas inkubacji, aby osiggngc¢
plateau dla dtuzszego czasu inkubacji, z 80-90% pozytywnych komoérek po ok. 2 godzinach. W przeciwienstwie do tego, dla
zwigzku 5 liczba pozytywnych komorek jest znacznie nizsza niz w przypadku kurkuminy. Zaobserwowano rowniez zalezny od
czasu wzrost sygnatu fluorescencyjnego. Po inkubacji z kurkuming trwajgcej 8 godzin, stwierdzono ponad 85% pozytywnych
komorek. W przypadku zwigzku 5 liczba pozytywnych komoérek w tym czasie wynosita 36%.
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2 1.0 Zaobserwowano rowniez, ze obecnosC ptodowej surowicy
i 0.84" bydlecej (FBS) jest wazna dla skutecznego wychwytu
3 [],6-5 komoérkowego. Wykazano rowniez, ze FBS moze chronic
s 0.4-: kurkumine przed degradacjg w srodowisku wodnym. To samo
\‘2“ 0.24: zachowanie zaobserwowano réwniez dla zwigzku 5. Po 8
> 0.0-= godzinach fluorescencja zmniejszyta sie w pozywce bez FBS.
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Wyniki te mogg wskazywac, ze FBS moze rowniez stabilizowac
zwigzek 5. Chociaz wchtanianie pegylowanej kurkuminy byto
mniejsze niz kurkuminy, to efekt cytotoksyczny byt wiekszy.
Pegylacja zwieksza mase czgsteczkowg, zmienia liczbe
akceptorow wigzan H (12 dla zwigzku 5 i 6 dla kurkuminy), a

. 1500- -FBS("') FBSH lipofilowosS¢ moze wptywac¢ na wspotczynniki przepuszczalnosci,
3 ‘5 . ! Kurkumina zmniejszajgc w ten sposob wchtanianie; jednak ta modyfikacja
—~ : i 3 moze zapewnic¢ ochrone przed szybkg degradacjg, a tym samym
-5~ 1000+ ostatecznie osiggng¢ lepszg aktywnos¢ cytotoksyczng. Biorgc
§ pod uwage, ze PEG moze wchodzi¢ w interakcje z roéznymi
2 : biatkami obecnymi w surowicy, zwigzek 5 moze nie przechodzi¢
§ 500_5 przez btone pasywnie, a bardziej wyspecjalizowany transport
= ; btonowy moze by¢ zaangazowany w ten proces.
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Potencjalnie nowy mechanizm dziatania syntetyc
pegylowanych kurkumin w warunkach hipoks
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Zwiazek inkubacii[h] Normoksja Hipoksja
s 5637 SCaBER MRC-5 5637 SCaBER

: 24 3,31+0,34 4,18 + 1,30 >10 2,58 + 0,11 2,42 + 0,23

48 3,27 + 0,45 4,57 + 2,07 >10 2,96 + 0,23 2,86 + 0,62

24 8,40 + 0,21 8,53 + 0,16 510 6,43 + 0,26 7,27 + 0,20

_ 48 7,91 + 0,46 7,97 + 0,40 510 5,02 + 1,06 7,58 + 0,91
24 2,60 + 0,99 4,11 + 1,40 >10 2,37 £ 0,19 5,85 + 1,98

_ 48 2,63 + 0,77 4,35 + 1,97 9,34 + 0,76 2,66 + 0,07 7,28 + 1,81
24 2,25 + 0,08 2,59 + 0,16 >10 1,96 + 0,47 2,35+ 0,22

“ 48 2,17 + 0,24 2,71 + 0,34 7,84+ 0,15 2,12 + 0,33 2,60 = 0,03
A e 24 12,65 + 3,03 13,14 + 0,68 70,35 + 12,45 12,14 + 0,16 11,60 + 0,83
48 12,86 + 2,35 12,57 + 0,62 45,33 + 3,18 13,29 + 0,54 11,33 + 0,19
24 2,48 + 0,55 2,28 + 0,13 9,63 + 2,61 2,32 + 0,29 3,26 + 1,05
48 2,40 + 0,45 2,21+ 0,17 5,80 + 0,77 2,64 + 0,54 4,25 + 1,94

24 10,85 + 3,46 14,66 + 0,88 >20 13,09 + 2,89 14,17 + 0,23
48 6,71 + 1,70 14,26 + 0,41 >20 10,12 + 3,12 11,94 + 0,09

W naszych badaniach zwigzki testowane byty w zakresie stezen 0,3-10 yM w celu okresle
zastosowano stezenia 0,6-20 yM, a zakres stezen dla kurkuminy, w oparciu o dane literatura
Nasze wyniki wykazaty, ze zwigzkiem najbardziej aktywnym wobec obu linii komorek nowc
pochodna izokurkuminy z ugrupowaniem BF, byta rowniez jednym z najbardziej cytotoksyc
linii komorkowej MRC-5, z wartosciami 1C., wynoszgacymi 9,63 pM i 5,80 yM dla inkubac
Badanie zaleznosci struktura-aktywnos¢ wykazato, ze zamiana potozenia grup metoksylowyc
(pochodne 10 i 12) nie zmienita znaczgco aktywnosci cytotoksycznej wobec nowotworad
obecnos¢ ugrupowania -BF, moze zmniejszaC selektywnos¢ wobec komorek nienowot
posiadajgce tancuchy PEG zamiast grupy hydroksylowe] wykazywaty nizszg aktywnosSc cyitc
przypadku komplekséw BF,, jednoczesnie nadal wywierajgc silniejsze dziatanie przeciwnowot
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wiazek 5 6 uM

Hipoksja

Normoksja

Interesujgce wtasciwosci zaobserwowano dla pochodnej kurkuminy 5. Zwigzek ten wykazuje podobny wpt
jednoczesnie nie zmniejszajgc przezywalnosci komérek MRC-5. Co wiecej, w warunkach hipoksji wartc
nizsze niz w normoksji. Aby uzyskac¢ bardziej precyzyjne dane na temat aktywnosci cytotoksycznej zwigz
warunkach normoks;ji i hipoksji dla wagskiego zakresu stezen. Komorki linii 5637 inkubowano ze zwigzkiem
UM, 7 uM, 8 uM, 9 yuM i 10 yM (warunki normoks;ji - A) oraz 3 yM, 4 uM, 5 yM, 6 uyM, 7 uM i 8 uM (warunki
48 h. Zywotnosé komorek okreslono za pomocg testu MTT. Panel C przedstawia reprezentatywne obrazy
traktowaniu zwigzkiem 5 w stezeniu 6 uM przez 24 godziny zaréwno w warunkach hipoksiji, jak i normoksiji.

Normoksja

B Normoksja 0 uM Hipoksja 0 uM

o0 ee a8
> .o
e e

HIF-2a
Phospho-HSP27
Phospho-p38a
CA-9

Cited-2
HSP60

HSP70

PON1

PON2

COX-2
Cytochrome C
IDO
Phospho-]NK
PON3
Thioredoxin-1
Dkk-4

FABP-1
NF-xB1
p21/CIP1
SIRT2

SOD2

HIF-1a

p27

- A I
ee e 2% 50» L
e .e

1.5

Normokjsa 8§ uM Hipoksja 4 uM

ADAMTS | ADAMTS1 | B2 B2 | CAS | CA9 | Cited2 Cited2 | CON2 CON2| Cpto€ | CytoC | Dkked | DRkd |FABP-1 FABP1 | HiFta | HiFla
HIF2n | HIF2a  FhosphoHSPYPhospho-HiSPr HSP0 | HSPED | HSPY | HSPR | IDO | IDO PhosphoNK Phosphe/NK| NEKBI | NFABI [p2UCIP) p21CIPY | 797 | ¢
Phospho-piiaPhospho-pisa Fhospho-ps3 | Phosphe-psd | PONT | PONT | PON2  PON2  PON3 PON3 | Thel Thel || SIRT2 | SIRT2 | SOD2 | SOD2

)

(C

]

3=
W 5N

[14uM

L
1

ey
L

R P Wy J NI PO S O g PC.
PSP IRPELID L PLPEFSFS LS SLES TN
¥ & CH YT s e es“d\ “0&&’*‘ Ffs y‘c & L
b

T & & &

Zwielokrotnienie ekspres

(\=

N
o

'1,"}
%y
“

N

T

8 UM 4 UM

,

Poniewaz zaobserwowano spadek przezywalnosci komérek na réznym poziomie dla normoksiji i hipo
eksperymenty w celu wyjasnienia, czy zwigzek 5 moze wptywac¢ na rozktad cyklu komorkowego.
spowodowat znaczny wzrost liczby komorek w fazie G2/M w sposob zalezny od dawki, w porow
zarowno w warunkach niedotlenienia, jak i normoksji. Interesujgcy wzor zaobserwowano poro
normoksji. Na przyktad, obecnosc¢ 6 uM zwigzku zwiekszyto populacje komorek G2/M do 38% w |
w normoksji w tym stezeniu, 24% komorek, nie zaobserwowalisSmy statystycznie istotnego
potwierdzity, ze zwigzek 5 indukowat zalezne od dawki zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie
jest modulowane przez stezenie tlenu. Nastepnie wykorzystana zostata macierz przeciwciat P.
wglad w aktywnosc¢ przeciwnowotworowg zwigzku 5 w warunkach normoksji i hipoksji. W eks
5 w stezeniu 8 yM, podczas gdy w eksperymentach hipoksji uzyto nizszego stezenia 4
przeanalizowano panel 26 biatek i stwierdzono, ze zwigzek 5 w warunkach hipoksji zwieks
1, fosfo-INK, p21 i fosfo-HSP27 w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Sg to biat
aktywnosci kinaz i czynnikow transkrypcyjnych, funkcje chaperonowe, metalopeptydazov

Nasze badania wykazaty, ze w zaleznosci od stezenia, pegylowana kurkumi
indukowata ekspresje biatek zaangazowanych w regulacje cyklu komoérkowege
niedotlenienia. Zwigzek 5 wytgcznie w warunkach hipoksji, zwiekszat ekspres
sygnalizacjg kinazy c-Jun N-koncowej, angiogenezg, modelowaniem ECM i s
zwigzek 5 jest interesujgcym zwigzkiem wiodgcym do dalszych badan, kig
pozwoli¢c nam lepiej zrozumie¢ ten mechanizm dziatania przeciwnowotworow,
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