Tomasz Deptuta

Autoreferat

przedstawiajacy wyniki badan opisane w rozprawie doktorskiej
pod tytutem:
,WPLYW PODSTAWNIKOW POLIETEROWYCH
NA AKTYWNOSC BIOLOGICZNA KURKUMINY”

Wydziat Chemii, Uniwersytet Warszawski



Zasadniczym celem mojej pracy bylo otrzymanie rozpuszczalnych w wodzie analogow
kurkuminy z hydrofilowymi podstawnikami policterowymi oraz zbadanie otrzymanych zwigzkéw pod
katem aktywnos$ci cytotoksycznej wzgledem komorek nowotworowych i prawidlowych, a takze pod
katem wyst¢powania apoptozy i obecnosci bialek pro- i antyapoptotycznych. Innym celem mojej pracy
byta synteza analogdéw kurkuminy o potencjalnych wlasciwosciach mezogenicznych.

Kurkumina ton alezacy do polifernoli roslinnych zo6tty barwnik wyizolowany z korzenia ostryzu
dtugiego Curcuma longa.

Kurkumina w komorce gromadzi si¢ glownie w blonie komoérkowej, cho¢ w niektorych rodzajach
komorek stwierdza si¢ jej obecnos¢ takze w obrgbie jadra komorkowego [40].

Sposrod znanych wilasciwosci kurkuminy najwazniejsze to aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
(indukowanie apoptozy w komoérkach nowotworowych, hamowanie przerzutoewania) i chemoprewencja:
Dodatkowo kurkumina wykazuje dziatanie: dziatanie przeciwzapalne [6, 12-16],przeciwutleniajace [4, 6,
16-18],immunosupresyjne [13, 16, 19],antymutagenne [20],neuroprotekcyjne, [5, 17, 21-23],
solwatowanie toksycznych metali [5, 17, 22-24], oraz przeciwpierwotniakowe .

Dodatkowym atutem kurkuminy jako zwigzku o potencjalnym znaczeniu w medycynie jest jej
nietoksyczno$¢ [13, 24, 25]

Wsréd wad kurkuminy, ktére utrudniajg jej wykorzystanie w terapii nalezy wymienic stabg
rozpuszczalno$¢ w wodzie, a co za tym idzie niskg biodostgpno$¢ oraz szybki metabolizm w
organizmie.

Celem mojej pracy bylo zaprojektowanie i synteza serii analogdw kurkuminy mozliwie dobrze
rozpuszczalnych w wodzie oraz bardziej stabilnych w organizmie. Oba warunki wydawaly si¢ spetniaé
podstawniki polieterowe. Wzory otrzymanych hydrofilowych analogéw kurkuminy zamies$citem na

rysynku 1

- Rysunek 1 Polieterowe analogi kurkuminy.



Zwiazek R1 R2 R3
kurkumina CH;0- HO- H-
Analog 1 CH;0(CH,),0- CH;0(CH,),0- H-
Analog 2 CH;0(CH;),0(CH,),0- | CH30(CH;),O(CH;),0O- | H-
Analog 3 CH;0- CH;0(CH;),0(CH,),0- | H-
Analog 4 CH;0(CH;),0O(CH,),0- | CH;0- H-
Analog 5 H- CH;0(CH,),0(CH,),0O- | H-
Analog 6 CH;0(CH;),0(CH,),0- | CH;0(CH,),O(CH;),0O- | CH;0(CH,),0O(CH,),0-

Wszystkie otrzymane przez zwigzki nie byly dotychczas opisywane w literaturze. W niniejszej pracy
zostala zastosowana metoda opracowana przez Pabona [124]. Pochodne aldehydow zostaty
zsyntetyzowane metodg Wiliamsona. i metoda Vilsmeiera- Haacka. Zostaty tez zbadane potencjalne
wlasciwosci ciektokrystaliczne otrzymanych analogéw kurkuminy.

W zwigzku z tym, ze zaden z otrzymanych polieterowych analogéw kurkuminy z zachowaniem
uktadu B— diketonowego nie wykazywal wtasciwosci ciektokrystalicznych, celem otrzymania
mezogenicznych analogéw kurkuminy otrzymywatem odpowiednie ich pochodne pirazolowe i
izoksazolowe z podstawnikami alkoksylowymi .Wzory otrzymanych analogéw przedstawia rysunek 2.

Struktury otrzymanych zwigzkow udowodniono za pomocg widma NMR oraz analizy elementarne;.
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Rysunek 2 . Analogi kurkuminy: pochodna pirazolu (a) oraz izoksazolu (b).)
Badania aktywnos$ci cytotoksycznej zwiazkow wykonatem przy uzyciu testu EZAU. na linii
limfocytarnej prawidtowej (GMM14467) i nowotworowej (HL60) Moje badania potwierdzity, opisywang
w literaturze, istotng rol¢ grupy metokyslowej dla aktywnosci cytotoksycznej[12, 127, 137]. Najwigksza



aktywnos$¢ wykazywal zwigzek, w ktorym grupa metoksylowa w tym samym miejscu co w kurkuminie
zostata zachowana (analog 3). Kryterium wyboru sposréd nowych analogow zwigzkoéw bardziej
aktywnych od kurkuminy stanowity: nizsza w stosunku do zwigzku referencyjnego wartos¢ IC50 oraz
wspotczynnik opornosci RF (IC50 GM14467//1C50 HL60) > 1

Po analizie wynikow zamieszczonych w tabeli 1 , mozna stwierdzié¢, ze obu warunkéw nie speinit
zaden z badanych analogéw. Na podstawie uzyskanych wynikoéw w tej cze$ci pracy, mozna wskaza¢ dwa
zwigzki wyrdzniajagce si¢ spelnieniem przynajmniej pojedynczych z dwoch wymienionych wyzej
warunkow, tj. analog 3, o istotnie wickszej w porownaniu do kurkuminy aktywnosci cytotoksycznos$ci
wzgledem komorek biataczki i analog 6, ktorego RF wyniost ok. 1,8 (IC50.GM14467 > 50 uM). Do
dalszych badan nad aktywno$cig biologiczng wybraliSmy analog 3, aby przesledzi¢ porownawczo
potencjalne mechanizmy zwigkszonej w stosunku do kurkuminy aktywnos$ci cytotoksycznej wobec
komoérek nowotworowych.

W oparciu o przeprowadzone badania mozna wskaza¢ kierunki dalszych prac nad modyfikacjami
czasteczki kurkuminy, aby uzyska¢ zwiazek bardziej od niej cytotoksyczny i1 zarazem selektywny
wzglgdem komoérek nowotworowych. .Najbardziej odpowiednimi zwigzkami bazowymi do dalszych
modyfikacji struktury wydajg si¢ analog 3 (wykazujacy najwigkszg aktywno$¢ cytotoksyczng) i analog 6
(najwigksza selektywno$¢ w stosunku do komodrek nowotworowych).tj. wprowadzenia formy
pierscieniowej podstawnikow polieterowych, z ukierunkowaniem na podstawnik 3,6-dioksoheptylowy
(selektywnos$¢ dzialania) i pozostawienie grupy metoksylowej w pozycji meta-, (stosunkowo wysoka

aktywnosc¢ cytotoksyczna).

Nazwa/numer GM 14667 HL60

analogu ICso+ SD [uM] ICso+ SD [uM]
Kurkumina 28+4 24 + 1

1 329 >50

2 121 >50

3 9+1 15£2

4 29+8 26+2

5 >50 >50

6 >50 28+0

7 40+ 1 >50

Tabela nr.1 Wyznaczone wartosci ICsy dla kurkuminy i jej analogoéw

Do badania morfologicznych oznak apoptozy wykorzystatem metode mikroskopowa z uzyciem
barwnika fluorescencyjnego DAPI. Na podstawie obserwacji mikroskopowych, morfologiczne cechy
apoptozy zanotowalem jedynie w hodowlach komérek GM 14467 poddawanych dziataniu kurkuminy lub
analogu 3 w stezeniach rownych wlasciwym wartosciom ICsy .

W niniejszej pracy ocenialem st¢zenie trzech biatek apoptotycznych, tj.: antyapoptotycznych

BCL-2 i surwiwiny i proapoptotycznego biatka BAX. Analiza Western blot wykazata obecno$¢



wszystkich trzech biatek w komorkach GM 14467, z najwigkszym stezeniem biatka BCL-2 .Komorki
biataczkowe HL60 charakteryzowata w tym zakresie jedynie obecno$¢ i znaczne stezenie biatka BCL-2
(Fot. 12).

Kurkumina w komorkach GM 14467 w st¢zeniu rownym ICso. wyraznie indukowata pojawienie
si¢ biatek, BCL-2 i BAX, Odmienny profil stezen wspomnianych biatek uksztattowat si¢ pod wptywem
analogu 3. Stezenie analogu 3 zwiazku rowne %2 1Csqjako jedyne okazalo si¢ efektywne w indukcji BAX,
BCL-2 i surwiwiny. Stezenie zwigzku rowne ICsy powodowato jedynie niewielki wzrost stezenia
antyapoptotycznego biatka BCL-2.

W przypadku komoérek HL60 nie zaobserwowalem wyraznych zmian ekspresji badanych biatek
ani pod wptywem kurkuminy, ani analogu 3.

Wiasciwosci  cieklokrystaliczne oznaczatem za pomocg mikroskopu polaryzacyjnego,
kalorymetru réznicowego oraz rentgenografu.. Sekwencje fazowe otrzymanych zwigzkéw przedstawia
ponizsza tabela nr 2. Wzory strukturalne otrzymanych analogéw znajduja si¢ na Rysunku 2.

Niezaleznie od obecnosci czy braku tacznika winylowego pochodne pirazolowe wykazuja szerszy
zakres faz smektycznych niz pochodne izoksazolowe. Moze mie¢ to zwigzek z mozliwoscig tworzenia
miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych przez czasteczki pirazolu, co prowadzi do dimeryzacji.
Tworzenie takich wigzan sprzyja uporzadkowaniu $srodkéw cigezkosci molekut. Nie ma natomiast wplywu

na trwatos¢ faz kolumnowych analogow posiadajacych po trzy tancuchy oktyloksylowe w pierscieniach
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Rysunek 10 Dimery pirazolowe

aromatycznych.

Powyzsze wyniki pozwalajg zaproponowaé dalsze kierunki badan nad cieklokrystalicznymi
analogami kurkuminy. Jednym z nich byloby sprawdzenie czy wydtuzenie grup mostkowych o kolejne
fragmenty winylowe spowoduje dalsza poprawe wlasciwosci ciektokrystalicznych analogéw kurkuminy.

Innym kierunkiem bylaby synteza i badanie tychze wtasciwosci ich komplekséw z kationami metali.

Analog Sekwencja fazowa

1I-1 Cr126.0(9.1) SmC 222.5(0.5) SmA 230.9(4.4) 1
11-4 Coly 37.12.5) 1

Iv-1 Cr 123.1(38.1) SmC189.8(2.2) N 209.5(1.6) 1
v-4 Col, 34.92.6)1




Tabela nr 2. Przejscia fazowe badanych zwigzkow, temperatura °C entalpia (w nawiasach) w klJ/mol, 1
oznacza faze izotropowa, SmA —smektyk A, SmC smektyk C, N- nematyk, Colh — faze kolumnowa

heksagonalng, Cr — krysztat. Zwigzki 1-4 i I1I-4 sg cieczami w temperaturze pokojowe;.



