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Stosowanie w terapii kombinacji chemioterapeutykow o roznym mechanizmie dziatania jest powszechne w leczeniu onkologicznym. W niektorych typach
nowotworow ciggle istnieje potrzeba przezwyciezenia ograniczen w leczeniu, rowniez w przypadku stosowania celowanej terapii skojarzonej. W przypadku

raka trzustki nawet wprowadzenie w 2011 r. terapii wielolekowej Folfirinox (kwas folinowy, S-fluorouracyl,

irynotekan, oksaliplatyna) nie przyniosto

zadowalajacych wynikow w zakresie wskaznika przezycia. Badanie zwiazkow hybrydowych jest jedng ze skuteczniejszych strategii w obszarze poszukiwania
nowych lekow. Hybrydy te mozna zaklasyfikowac do jednego z trzech podstawowych typow: polaczonych linkerem (linked), bezposrednio potaczonych (fused)

lub o nakladajacych sie strukturach (merged).

naturalnymi kwasami hydroksycynamonowymi, modulatorami ROS.

Biorac pod uwage powyzsze przestanki, zaprojektowano, otrzymano, zbadano metodami in silico oraz w
testach in vitro nowe amidowe koniugaty 5,11-dimetylo-5SH-indolo[2,3-b|chinoliny (DiMIQ, 6)

(interkalator DNA, analog neokryptolepiny) z wybranymi
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Rysunek 1. Warunki reakc;ji:
(iv) TBTU, DIPEA, DMF, r.t.; (v) Et3S1H Pd(PPh )4, DMF, r.t.;
DCM, pirydyna, -20 do -5°C, nastepnie do r.t; (ix) K,CO,, DMF r.i

Synteza koniugatow

Zabezpieczone pochodne O-acetylowe oraz O-allilowe kwasow
hydroksycynamonowych otrzymano w standardowych warunkach (Rysunek
1): O-acylowe pochodne HCA w reakcji z bezwodnikiem octowym w
pirydynie, pochodne O-allilowe w trzyetapowe] procedurze obejmujace]
estryfikacje metanolem, allilowanie bromkiem allilowym 1 hydrolize w
warunkach zasadowych. Pochodne O-allilowe sprzegano nastepnie z 9-
amino-DiIMIQ w obecnosel odczynnika sprzegajacego TBTU otrzymujac
zabezpieczone koniugaty z wydajnoscia 68-73%. Sprzeganie pochodnych O-
acetylowych  przebiegalo 2z nizsza wydajnoscia. Z tego wzgledu
przeksztalcono je ilosciowo w odpowiednie chlorki kwasowe za pomoca
chlorku tionylu 1 poddano reakcjyi N-alkilowania® 2z 9-amino-DiMIQ.
Zabezpieczenia z otrzymanych =~ koniugatow @ usunieto w warunkach
zasadowych w reakcji z K,CO; otrzymujac zwiazki 1, 3, 5. Zabezpieczenia
typu eterow allilowych usuwano za pomoca tetrakis(trifenylofosfino)palladu,
w obecnosci trietylosilanu — akceptora wolnych rodnikow — otrzymujac
zwiazki 2, 4. Zwiazki posrednie_i . koncowe oczyszczano chromatograficznie,
potwierdzajac wszystkie struktury metodami spektroskopowymi: HRMS oraz
H, 13C, 2D NMR [1].

Badania in vitro

Koniugaty 1-S5 oraz zwigqzek referencyjny (DiMIQ) zostaly zbadane pod
katem aktywnosci cytotoksycznej in vitro przeciwko przerzutowemu AsPC-1
1 pierwotnemu rakowi trzustki BxPC-3, linii komorkowej raka piersi MCE-7,
linii komorkowej raka szyjki macicy HeLa. Dwa z zaprojektowanych oraz
zsyntetyzowanych zwiazkow (1 1 2) wykazaly podobna lub wyzsza od DiMIQ
aktywnosScC cytotoksyczng wobec obu badanych linii komorkowych raka
trzustki (Tabela 1), reagujac w sposob zalezny od dawki w zakresie stezen
250 - 4000 nM. W przypadku 2 zaobserwowano rowniez hamowanie
wzrostu komorek nowotworowych w hormonozaleznej linii raka piersi MCEF-
7 oraz linii raka szyjki macicy HeLa (Rysunek 2). Dodatkowo, zwiazek 3,
mniej aktywny wobec linii komorkowych BxPC-3 1 AsPC-1 niz DiMIQ,
wykazal znaczna aktywnosc przy 2000 nM wobec komorek HelLa.
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o Tabela 1. IC., oraz wskazniki selektywnosci (SI) zwiazkow 1 1 2
wobec linii raka trzustki wyznaczone za pomocq testu MTT.
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Rysunek 2. Dzialanie cytotoksyczne koniugatow 1-5 oraz
referencyjnego DiMiQ (6) na linie komorkowe HelLa Wyniki
wyrazono jako % zywotnosci.

Normalne ludzkie fibroblasty skory NHDF zostaly wykorzystane jako
komorki modelowe do oceny cytotoksycznosci in vitro zwigzkow 1-2.
Zwiazek 2 wpltywal na zywotnosS¢ komorek normalnych w mniejszym
stopniu niz na zywotnesc linii raka trzustki (SI ok. J), dziatal tez bardziej
selektywnie od referencyjnego DiMIQ. Zbadano wplyw 1 oraz 2 na ludzkie
krwinki czerwone w stezeniu 1000 nM, wykazujac ich znikoma aktywnosc
hemolityczng tj. 0,5% 1 1,5% (odpowiednio dla 1 i 2).

Obliczenia in silico

Koniugaty 1-5 miescily sie w limicie masy czasteczkowej 500 Da, ktory
charakteryzuje uklady o dobrej biodostepnosci po podaniu doustnym.
Obliczone profile ADMET koniugatow wykazaly, ze speilniaja one regule
pieciu Lipinskiego [2]. W przypadku regutly trzech Jorgensena naruszony
zostat warunek zwigzany z wartosciami rozpuszczalnosci logS. Dodatkowe
przewidywania toksycznosci przy uzyciu ProTox-II wykazaly stosunkowo
wysokie wartosei LD:,, potencjalng immunotoksycznoSCc (z wysokim
poziomem ufnosci) i mutagennoSc¢ (z umiarkowanym poziomem ufnosci).

W badaniach bioinformatycznych wykazano, ze wszystkie koniugaty maja o
ok. jeden rzad wielkosci silniejsze wigzanie z DNA oraz o ok. dwa rzedy
wielkosci silniejsze wigzanie z kompleksem topoizomeraza I[—DNA niz
referencyjny DiMIQ (6).

Podsumowanie

Otrzymano amidowe  koniugaty naturalnych  kwasow  hydroksy-
cynamonowych ze znanym cytostatykiem DiMIQ (6) uzywajac dwoch
strategii syntetycznych (protekcja-deprotekcja). Koniugaty kwasow para- (1)
oraz orto-kumarowego (2) wykazaly zalezna od dawki aktywnoSc przeciwko
liniom PDAC. Koniugat 2 okazal sie tez selektywny wzgledem NHDF z
indeksem selektywnosci 5 oraz kompatybilny z komorkami ludzkie; krwi.
Profile ADME wykazaty, ze zwiazki 1-8 spelniaja regule pieciu Lipinskiego.
W badaniu dokowania molekularnego oszacowano roznice w swobodnej
energii Gibbsa wigzania 1-5 z DNA jako -8,6 a -9,3 kcal/mol. Byly one o
1-2 kcal/mol wyzsze od przewidzianych dla DiMIQ. Dokowania do
kompleksow topoizomeraza II-DNA wykazaly, ze w przeciwienstwie do
DiMIQ zwiazki 1-5 tworza szereg silnych oddzialywan z resztami biatkowymi
topoizomerazy II, co skutkuje wysokimi stalymi wigzania. Dane in silico oraz
in vitro, wskazuja zwiazek 2 jako kandydata do dalszych badan
biologicznych.
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