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WSTEP

WSTEP

Choroby nowotworowe stanowig obecnie druga, po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego,
przyczyng zgondw we wspotczesnej populacji, ale szacuje sie, ze za kilka lat stanowi¢ beda glowna
przyczyne chorob w starzejacym si¢ spoleczefistwie. Obecnie ich leczenie pociaga za sobg bardzo
znaczne koszty finansowe, ekonomiczne, jak i spoteczne.

Wspotczesna medycyna zwraca uwage nie tylko na samo leczenie chor6b nowotworowych, ale
takze na ich profilaktyke i chemoprewencje, czyli zapobieganie transformacjom nowotworowym
W organizmie.

Jednym =z celow wzbudzajacych szczegdlne zainteresowanie zaréwno w  aspekcie
chemoprewecji, jak i terapii choréb nowotworowych jest cyklooksygenaza (COX). Enzym ten
wystepuje w organizmie czlowieka w postaci trzech izoenzymoéw: COX-1 ulegajacego ekspresji
konstytutywnej, COX-2 indukowanego na skutek procesu zapalnego oraz stabo jeszcze poznanego
COX-3 petigcego funkcje podobne do COX-1. Zainteresowanie COX-2 wzrasta z uwagi na fakt, ze
jest uwazna za kluczowy enzym bioracy udzial w procesach zapalnych oraz, w bedacej w bardzo
wielu przypadkach ich nastepstwem, transformacji nowotworowej. COX-2 uczestniczy w wielu
etapach onkogenezy, takich jak: proces inicjacji, angiogeneza, metastaza, jak rowniez procesy
hamujace indukcje apoptozy.

Od dluzszego czasu trwaja poszukiwania zwigzkéw o charakterze selektywnych inhibitoréw
COX-2. Wspoétczesna medycyna dysponuje jedak niewielkim wachlarzem tego typu zwiazkow.
Zastosowanie kliniczne znalazly jedynie syntetyczne pochodne z grupy oksykamow i koksybow, a w
szczegblnosci celekoksyb, ktory stosowany jest np. w profilaktyce ileczeniu nowotworu jelita
grubego. W odréznieniu od nieselektywnych inhibitorow COX, zwigzki te cechujg si¢ mniejsza
toksycznoscia wobec przewodu pokarmowego. Z drugiej strony ich stosowanie wiaze si¢ ze wzrostem
ryzyka powiktan sercowo-naczyniowych, co byto przyczyng wycofania np. rofekoksybu w 2004 r.

W ostatnich latach nowe $wiatlo rzucajg wyniki badan in vitro z zastosowaniem pochodnych
trans-stilbenu, naturalnego oraz syntetycznego pochodzenia, jak np. trans-resweratrolu i jego
analogéw. Jednym z takich obiecujacych zwigzkow jest piceatannol (hydroksylowa pochodna trans-
resweratrolu), w przypadku ktorego stwierdzono wilasciwosci przeciwzapalne poprzez zdolno$é
do silnego i selektywnego hamowania aktywno$ci COX-2 (poréwnywalng do celekoksybu). Ponadto,
w szeregu innych badan in vitro wykazano roznego rodzaju dodatkowe wiasciwosci tego zwigzku, jak
np. dziatanie chemoprewencyjne, indukcja apoptozy komoérek nowotworowych czy dziatanie
mikrobiobojcze. Istotnym ograniczeniem w klinicznym zastosowaniu tych zwigzkow jest jednakze ich

niska biodostepnos¢ po podaniu doustnym oraz brak wystarczajacej liczby danych przedklinicznych.



WSTEP

W niniejszej pracy doktorskiej zbadane zostaty syntetyczne pochodne trans-stilbenu i trans-
stilbazolu pod katem potencjalnych wlasciwosci przeciwnowotworowych i przeciwzapalnych,
zwigzanych z hamowaniem aktywnosci COX-2. Badane zwigzki zostaly wybrane na podstawie
przegladu pi$miennictwa. Dobor grup funkcyjnych obecnych w pierscieniach aromatycznych tych
zwigzkéw powinien tez warunkowac ich lepsza biodostgpnosé, co bedzie mozna zweryfikowaé
w dalszych badaniach. Do chwili obecnej nie byto jakichkolwiek informacji na temat ich aktywnosci
biologicznej.

Wyniki uzyskane w ramach badan podstawowych moga stanowi¢ pierwszy etap w dalszych
badaniach wlasciwosci biologicznych nowych pochodnych trans-stilbenu pod katem potencjalnego

zastosowania w terapii chorob nowotworowych, np. raka piersi.
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1. Cyklooksygenaza-2 i jej inhibitory
1.1. Budowa i funkcje COX

Cyklooksygenaza (COX), inaczej zwana syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego
(PGHS) lub syntazg prostaglandynowa G/H, nalezy do grupy oksydoreduktaz katalizujgcych
przemiany metaboliczne, ktore prowadza do utworzenia prostanoidow, czyli prostaglandyn,
prostacyklin oraz tromboksanow. W ludzkim organizmie wystgpuje w postaci trzech izoenzymow:
konstytutywnej COX-1, indukowanej COX-2 oraz najstabiej poznanej COX-3, ktérych Substratem sg
nienasycone kwasy tluszczowe: kwas arachidonowy, dihomo-y-linolenowy, a-linolenowy oraz
eikozapentaenowy (EPA), pochodzace z — katalizowanej przez fosfolipazy Az, C oraz D — hydrolizy
fosfolipidow btony komorkowej [1; 2]. COX nalezy do enzymow bifunkcjonalnych, poniewaz posiada
dwie rézne aktywnosci katalityczne, tj.: cykooksygenazowa oraz peroksydazowa. Jako
cyklooksygenaza COX katalizuje reakcje cyklizacji oraz podwdjnej oksydacji kwasu arachidonowego
z utworzeniem 15-hydroksynadtlenku prostaglandyny G.. Z kolei komponenta peroksydazowa COX
jest odpowiedzialna za redukcj¢ grupy 15-hydroksynadtlenkowej PGG, prowadzacg do powstania
prostaglandyny H., ktora in vivo jest forma nietrwala i pelni funkcj¢ prekursora prostaglandyn Do, F»
oraz E,, a takze prostacykliny PGI, oraz tromboksanu TXA; (Ryc. 1.1) [2].

Kwas arachidowy

COOH

g

P e O PGHS

- NN NN
PGHZ g ~WOH

---- > PG, PGD, PGE, PGL KA,

PGA, PGB, TXB,

PG, PGKy/PG

RYCINA 1.1

Schemat biosyntezy prostanoidow z udziatem cyklooksygenazy (alternatywne drogi oznaczono linig
przerywang) [1].

(PGHS - syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego, COX - cyklooksygenaza,
PGA:;-J; — prostaglandyny, PGI, — prostacyklina, TXA»-B, — tromboksany).
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Konstytutywna posta¢, czyli COX-1, obecna jest w niemal wszystkich ludzkich organach
i tkankach, a jej funkcja jest utrzymanie wewnetrznej homeostazy, miedzy innymi poprzez
zapewnienie wlasciwego przeplywu nerkowego oraz filtracji kigbuszkowej, Cytoprotekcje btony
sluzowej zotadka, regulacj¢ napigcia mig$nidowki gladkiej naczyn tetniczych oraz zachowanie
prawidlowej funkcji trombocytow. COX-2, jako forma indukowana, w warunkach fizjologicznych jest
w zasadzie niewykrywalna w tkankach dorostego cztowieka. Wyjatek stanowig osrodkowy uktad
nerwowy, nerki i pecherzyki nasienne. COX-2 wystepuje rowniez w tozysku oraz w sercu, nerkach,
ptucach i skorze ptodu [1; 2]. W wyniku endogennej stymulacji ekspresja indukowanej formy COX
moze jednak ulec zwielokrotnieniu. Dotyczy to przede wszystkim komorek zaangazowanych
w procesy patofizjologiczne i patologiczne zwigzane ze stanem zapalnym, bolem, goraczka, zmianami
zwyrodnieniowymi, chorobg Alzheimera czy nowotworami [3; 4].

Gen kodujacy COX-1 =zaliczany jest do genow podstawowego cyklu komorkowego.
U cztowieka znajduje si¢ on na 9 chromosomie i posiada nieliczne miejsca wigzania czynnikdéw
transkrypcyjnych, stad jego ekspresja jest stata i podlega tylko nieznacznej regulacji. Gen kodujacy
COX-2 zlokalizowany jest na chromosomie 1, a w jego obrgbie wyr6zniono kilka regionéw regulacji
transkrypcji, w tym kasete TATA (ang. TATA box), motyw NF-IL-6, dwa regiony AP-2, trzy regiony
SP1, dwa regiony NF-kB, motyw CRE oraz sekwencj¢ E (ang. E-box). Dzigki temu ekspresja genu
COX-2 moze by¢ indukowana przez rézne mediatory zapalenia oraz czynniki wewnatrzkomorkowe,
takie jak: bakteryjne lipopolisacharydy, prozapalne cytokiny IL-1B, IL-2, TNF-a oraz czynniki
wzrostowe EGF, PDGF, TGFB. Co wigcej, substancje przeciwzapalne takie jak kortykosteroidy,
IL-13, IL-10 czy IL-4 maja mozliwo$¢ hamowania ekspresji COX-2 [1; 2; 5].

Na poziomie komérkowym COX-1 i COX-2 umiejscowione sg po wewngtrznej stronie
retikulum endoplazmatycznego oraz po obydwu stronach otoczki jadrowej. Pod wzglgdem
mechanistycznym wykazuja one duzy stopien pokrewienstwa, a ponadto posiadajg podobny profil
produktowo-substratowy. Przemiany kwasu arachidonowego katalizuja z niemal identyczng kinetyka,
jednakze w stosunku do pozostatych substratow, czyli kwasu dihomo-y-linolenowego, a-linolenowego
oraz EPA, COX-2 jest bardziej wydajna [4]. Rowniez budowa czgsteczkowa obydwu izoform COX
jest zblizona, gdyz zgodnosé¢ ich sekwencji aminokwasowej siega do 63%. Ponadto, obie izoformy
zwykle wystepuja w postaci homodimerow zwigzanych ze soba za pomoca interakcji hydrofobowych,
wigzan wodorowych oraz mostkow elektrolitycznych. Szczegdlowe roznice strukturalne pomiedzy
COX-1 i COX-2 dotycza miedzy innymi dlugosci ich tancucha polipeptydowego oraz sposobu
wigzania z glikanami [1; 2; 5; 6; 7].

Ludzkie biatko COX-1 zbudowane jest z 599 aminokwasow, posiada trzy miejsca
N-glikozylacji (przy Asn67, Asn103 i Asnl47), a jego masa czasteczkowa wynosi 70 kDa. Ponadto,
wigzania dwusiarczkowe wystepuja tutaj pomigdzy nastgpujacymi resztami cysteiny: 35-46, 36-158,
40-56, 58-68 oraz 568-574 [1; 6].
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COX-2 skfada sie z 604 aminokwasow (72 kDa), wérod ktorych wyrdzniono cztery miejsca
N-glikozylacji w pozycjach Asn53, Asn130, Asn395 oraz Asn580 oraz pig¢ wigzan dwusiarczkowych
pomigdzy resztami cysteiny: 21-32, 22-145, 26-42, 44-54 oraz 555-561 [2; 7]. W ujgciu
szczegdtowym, struktura pierwszorzgdowa biatka COX-2 cechuje si¢ obecnoscia czterech regiondw,
poczawszy od N-konca [1; 5; 7]:

. peptyd sygnatowy (odcinek pomiedzy Metl a Thrl7), odcinany w trakcie obrobki
potranslacyjnej,

. domena przypominajaca naskorkowy czynnik wzrostu EGF (odcinek pomigdzy Alal8 a Ser55),
ktéra zawiera trzy konserwatywne wigzania disiarczkowe 1 uczestniczy w procesie
homodimeryzacji,

. domena blonowa, ktora tworzy prawoskretng spirale zbudowang z czterech amfipatycznych
a-helis i pelni role miejsca zakotwiczajgcego,

o domena Kkatalityczna, posiadajaca dwa niezalezne centra aktywne, tj: cykooksygenazy
i peroksydazy.

B Prostaglandyna G, . Kwas arachidonowy + O,

mﬂwﬁﬁmﬁmﬂlﬂﬁ

Swiatlo retikulum
endoplazmatycznego -, v

X
Prostaglandyna H,

AT

Cytozol
Prostaglandyna H,

RYCINAL12.Ai1.2.B

Budowa indukowanej COX-2 [5; 8; 9].

Na RYCINIE 1.2.A zaprezentowano drugorzedows strukture czgsteczki COX-2 w postaci homodimeru.
RYCINA 1.2.B przedstawia centrum aktywne cyklooksygenazy i peroksydazy w COX-2

(Mb — domena btonowa, Cx — centrum katalityczne cyklooksygenazy, Px — centrum katalityczne
peroksydazy).
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Zgodnie ze schematem, centrum cyklooksygenazy otoczone jest domeng btonowg i przyjmuje
postaé waskiego, hydrofobowego kanalu o szerokoéci okoto 8 A i diugosci 25 A, z ujsciem
znajdujacym si¢ W Dbliskim sagsiedztwie blony komoérkowej. Taka budowa umozliwia penetracje
lipofilowych czasteczek kwasu arachidonowego w giab enzymu do potozonego na dnie kanatu, §lepo
zakonczonego odcinka, bedacego wtasciwym miejscem cyklizacji. Centrum peroksydazy znajduje sig
natomiast w powierzchniowej czgséci enzymu, w szczelinie, ktora jest tatwo dostepna dla czasteczek
rozpuszczalnika. Co istotne, w odroznieniu od centrum cyklooksygenazy, posiada ono czasteczke
hemu w roli kofaktora, ktora zwigzana jest z His374 [5].

Katalityczny mechanizm konwersji kwasu arachidonowego do prostaglandyny H; z udziatlem
COX-2 moze by¢ rozpatrywany jako seria reakcji rodnikowych, ktora przebiega nastepujaco:
w poczatkowej fazie dochodzi do aktywacji enzymu w wyniku utworzenia rodnika tyrozynowego
w pozycji Tyr385 przy udziale grupy hemowej centrum peroksydazy (a doktadnie rodnika ferryl-okso-
porfirynowego). Powstaty rodnik tyrozynowy uczestniczy w przeksztatceniu kwasu arachidonowego
do aktywnego rodnika, zdolnego do interakcji z dwiema czasteczkami tlenu w pozycji C11 i C9.
Co istotne, czasteczka kwasu arachidonowego w centrum aktywnym COX-2 przyjmuje ksztatt litery
L, dzigki czemu jej grupa karboksylowa moze zosta¢ zwigzana przez reszty Argl20 i Tyr355 enzymu
tworzace z nig wigzania wodorowe, a wegiel C15 ustawia si¢ w optymalnej pozycji do interakcji
z rodnikiem tyrozynowym, ktory petni funkcj¢ akceptora protonu. W ten sposob tworzy sie labilny
15-hydroksynadtlenek, a zachodzacej reakcji cyklizacji i podwojnej oksydacji towarzyszy regeneracja
rodnika tyrozynowego. Utworzona w ten sposob prostaglandyna PGG; przemieszcza si¢ w strong
centrum peroksydazy, gdzie ulega konwersji do prostaglandyny H, w wyniku redukcji z udziatem jonu
zelaza wchodzacego w sktad hemu [2; 5]. Opisany proces endogennej syntezy PGH. przedstawiono

schematycznie na RYCINIE 1.3.
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27N
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Utlenianie hemu

RYCINA 1.3
Schemat katalitycznej przemiany kwasu arachidonowego do prostaglandyny H. przy udziale centrum
aktywnego cyklooksygenazy i peroksydazy COX-2 [2].
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Niezwykle istotnym elementem budowy centrum aktywnego COX-2 sa reszty Val523, Arg513
i Val434, ktore w COX-1 zastgpione sa aminokwasami o wickszym tancuchu bocznym — 11€523,
His513 i [le434 (RYCINA 1.4). Roznica ta warunkuje zmiang srodowiska wewnatrz kanatu na bardziej
hydrofilowe oraz zwigkszenie wymiarow kieszeni wigzacej substrat w COX-2 0 okoto 17%, co
stanowi bezposrednig przyczyng poszerzenia jej spektrum substratowego w stosunku do COX-1 oraz
uzasadnia jej odmienne zachowanie w obecnosci nieodwracalnego inhibitora COX, ktorym jest kwas
acetylosalicylowy. W tym przypadku COX-1 calkowicie traci zdolno$¢ do oksygenacji kwasu
arachidonowego w wyniku zaleznej od kwasu acetylosalicylowego acetylacji Ser530, podczas gdy
COX-2 zachowuje swa aktywnos¢ katalityczng, jednakze zmienia si¢ jej profil produktowy, gdyz
zamiast PGG; tworzy kwas 15-hydroksyeikosatetraenowy (HETE). Roznice w  sekwencji
aminokwas6w w obrebie centrum aktywnego COX-1 i COX-2 stanowig takze podstawe dla
projektowania selektywnych inhibitoréw izoformy indukowanej, ktére cechuja sie obecnoscia duzych,
bardziej hydrofilowych ugrupowan chemicznych, tatwo wpasowujacych si¢ do szerszego miejsca
aktywnego COX-2, ale nie COX-1 [2; 5; 10].

RyciNA 14
Réznice w budowie centrum aktywnego cyklooksygenazy pomiedzy COX-1 i COX-2 [2].

1.2.  Prostaglandyny i tromboksany

Prostaglandyny i tromboksany, jako gtéwne produkty aktywnosci COX, stanowig duzg rodzine
endogennych zwigzkow regulatorowych, zwanych inaczej eikozanoidami. Chemicznie naleza one do
grupy prostanoidéw, zaznaczy¢ jednak nalezy, ze prostaglandyny sa kwasami cyklopentanowymi,
a tromboksany sa kwasami tetrahydropiranowymi. Obydwa rodzaje zwiazkéw powstaja w wyniku
biosyntezy z tego samego prekursora — kwasu arachidonowego. Biosynteza prostaglandyn

I tromboksanéw odbywa si¢ w niemal wszystkich tkankach organizmu, przy czym rézne komorki
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w zaleznosci od stanu fizjologicznego mogg syntezowaé rdzne prostanoidy. Prostaglandyna D-
powstaje przede wszystkim w komodrkach tucznych oraz w mozgu, prostaglandyna F, w macicy,
prostaglandyna I, (prostacyklina) w komoérkach endotelialnych, prostaglandyna E; jest syntezowana
w calym organizmie, atromboksany wystepuja w plytkach krwi i makrofagach. Prostaglandyny
i tromboksany maja bardzo krétki czas biologicznego pottrwania, dlatego dziatajg miejscowo
W sposob auto- oraz parakrynny poprzez interakcje ze specyficznymi receptorami, odpowiednio
prostaglandynowymi i tromboksanowymi, przede wszystkim w obrebie uktadu pokarmowego,
Sercowo-naczyniowego, centralnego i

obwodowego uktadu nerwowego, wydalniczego oraz

rozrodczego. Najwazniejsze efekty biologiczne wynikajace z dziatania prostaglandyn i tromboksanéw

zestawiono w TABELI 1.1 [4; 11; 12].

TABELA 1.1

Biologiczne efekty prostaglandyn i tromboksanow [4; 11; 12].

Lokalizacja Mediator Efekt biologiczny

Zenski uktad rozrodczy | PGEa, PGFa, Skurcz mieéni gtadkich macicy

Meski uktad rozrodczy | PGE2, PGF2, Regulacja ptodnosci

Uktad PGE, PGl,, TXA1> | Hamowanie / pobudzenie procesow krzepnigcia

Sercowo-naczyniowy

I agregacji ptytek krwi

TXA; Przepuszczalnos$¢ naczyn
PGE..3, PGI; Wazodilatacja naczyn tetniczych
TXA;, PGEy.3, PGF,, | Wazokonstrykcja naczyn zylnych
PGE,, PGl; Droznos¢ przewodu tetniczego Botalla u ptodu
Uktad oddechowy PGE1., PGl Rozkurcz oskrzeli
PGF2,, TXA: Skurcz oskrzeli
Uktad wydalniczy PGE;, PGl Regulacja przeptywu nerkowego, filtracji
kigbuszkowej oraz wydalania sodu i wody,
uwalnianie reniny
Uktad pokarmowy PGE;, PGl Cytoprotekcja btony sluzowej zotadka,

PGE2, PGFy,, PGl

hamowanie wydzielania kwasu solnego i pepsyny
Regulacja kurczliwosci miesni gtadkich jelit

Uktad immunologiczny | PGEqs, PGl Inhibicja proliferacji limfocytow T i B
Osrodkowy PGE1- Goraczka
uktad nerwowy PGD, Sen

PGE;, PGl Bol, stan zapalny

Prostaglandyna PGE; jest najwazniejszym produktem reakcji katalizowanych przez COX-2.

Oprocz wymienionych powyzej funkcji, zwigzanych z mediacjg stanu zapalnego oraz bolu,

posredniczy ona takze w procesach dotyczacych regulacji mechanizmow proliferacyjnych komérki,

23



1. CYKLOOKSYGENAZA-2 | JEJ INHIBITORY

a takze apoptozy oraz metastazy w przebiegu rozlicznych nowotworéw, w tym raka jelita grubego,
ptuca oraz piersi [12; 13]. Na komorki docelowe dziata ona za posrednictwem swoistych btonowych
receptorow: EPi, EP;, EPs; iEP4, ktore nalezg do rodziny siedmio-transblonowych receptoréw
sprzezonych z biatkami G [14]. Kazdy z nich uruchamia inne $ciezki sygnatowe w komorce. Receptor
EP1 jest sprzgzony z biatkiem Gg, a jego wtornym przekaznikiem sg utworzone przez aktywowang
fosfolipazg C — inozytolo-1,4,5-trifosforan (IPs) i diacyloglicerol (DAG), odpowiedzialne za
mobilizacj¢ wapnia w komorce. EP, i EPs sa natomiast sprzezone z biatkiem Gs, ktore stymuluje
cyklazg  adenylowa do  nasilonej  syntezy  wewnatrzkomoérkowego — 3',5'-cyklicznego
adenozynomonofosforanu (CAMP), wykazujacego wiasciwosci stymulujace kinaze biatkowa A
(PKA), kinaze fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K) oraz kinaz¢ 3 syntazy glikogenu (GSK-3). Co istotne,
aktywno$¢ tych ostatnich zwigzana jest z szlakiem beta-kateniny, odgrywajacym rol¢ w proliferacji
komoérkowej. Receptor EP, jest takze zwiazany z, zalezna od PGE,, indukcja biatek odpowiedzi
wczesnego wzrostu komorki (EGR-1, z ang. early growth response protein 1), a receptor EPs, bedac
sprzezonym z biatkiem Gi, powoduje inhibicje¢ dzialania cyklazy adenylowej i spadek zawarto$ci
CAMP [12].

Niewlasciwa ekspresje receptoréw EP postulowano migdzy innymi w przebiegu raka piersi,
gdzie, zgodnie z wynikami badan eksperymentalnych, odnotowywano mig¢dzy innymi zwigkszony
poziom receptorow EPi1, EP, i EP4 oraz zmniejszony poziom receptora EPs. Dlatego tez zwigkszona
rola receptorow EP w modulacji proceséw wzrostowych komorek nowotworowych, a zaburzenia ich
ekspresji dajg podstawy do wykorzystania antagonistow COX-2 lub receptorow EP w terapii chorob
nowotworowych [15-17].

1.3.  Inhibitory COX-2

Inhibitory COX, inaczej zwane niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ), wykazuja
dziatanie przeciwbodlowe, przeciwzapalne i przeciwgorgczkowe. W medycynie nalezg do najszerzej
wykorzystywanej grupy srodkow farmaceutycznych, gtownie w terapii choréb zwyrodnieniowych
stawow, w chorobach reumatoidalnych, metabolicznych, zaburzeniach sercowo-naczyniowych oraz
w innych chorobach, ktorym towarzyszom objawy bolowe i procesy zapalne.

W obrgbie wymienionej klasy terapeutycznej najstarsza generacje stanowia nieselektywne
(nieswoiste) inhibitory COX, posiadajace porownywalne powinowactwo do formy konstytutywnej
COX-1, jak i formy indukowanej COX-2. Pierwszym lekiem tego typu, produkowanym od 1898 roku,
byta aspiryna (kwas acetylosalicylowy), ktorej dzialanie polega na nieodwracalnej inhibicji enzymu
docelowego w wyniku acetylacji Ser530 (zgodnie z nomenklaturg COX-1). Pozostate, dostgpne dzis,
nieswoiste inhibitory COX dziataja na zasadnie kompetycyjnej inhibicji, poprzez konkurencje
z kwasem arachidonowym 0 miejsca wigzania w centrum aktywnym enzymu [2]. Naleza do nich

miedzy innymi: diklofenak, indometacyna, ketoprofen, naproksen, ibuprofen, meklofenamat czy
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fenylobutazon. W grupie nieswoistych inhibitoréw COX istnieje roéwniez podgrupa preferencyjnych
inhibitorow COX-2, do ktorej naleza: nabumeton, etodolak, nimesulid i meloksykam, a ich cecha
charakterystyczna jest silniejsza inhibicja COX-2 niz COX-1 w zakresie dawek terapeutycznych.
Farmakologiczna korzy$¢ ptynaca z nieselektywnej inhibicji COX, zwigzana z efektem
przeciwbolowym, przeciwzapalnym i przeciwgoragczkowym, jest istotnie ograniczona znaczng
toksycznoscia zotadkowo-jelitowa oraz nerkowa wymienionej grupy lekow. W Kkonsekwencji
hamowanie COX-1 powoduje zmniejszenie syntezy prostaglandyn o dziataniu hemo-
i homeostatycznym, w tym cytoprotekcyjnym, co prowadzi do uszkodzen przewodu pokarmowego,
owrzodzen zotadka oraz krwawien. W nerkach natomiast inhibicja COX-1 przyczynia si¢ do
nadmiernej retencji wody i sodu oraz zmniejszenia przeptywu krwi [1-4; 10]. Co istotne, zjawiska te
znacznie komplikujg proces leczenia oraz podwyzszaja jego koszty, a takze moga stanowi¢ zagrozenie

dla zdrowia cztowieka.

1.3.1. Koksyby

Doktadny opis mechanizméw zwigzanych z powstawaniem i rozwojem ognisk zapalnych
w organizmie doprowadzil do rozwoju nowszej generacji lekéw z grupy NLPZ, selektywnie
hamujacych forme¢ indukowang COX-2 (ponad 50-krotnie silniej niz COX-1), czyli ta, ktora jest
odpowiedzialna za syntezg¢ prostaglandyn o dziataniu prozapalnym. Pierwsze selektywne inhibitory
COX-2, zaliczane do grupy koksybow, zostaty wprowadzone do lecznictwa na przetomie 1998 i 1999
roku, a byly to celekoksyb irofekoksyb [4; 18; 19]. Obecnie znane sg réwniez inne koksyby, np.
waldekoksyb, parekoksyb, lumirakoksyb i etorikoksyb [20].

Z chemicznego punktu widzenia zwigzki te mozna podzieli¢ na 2 zasadnicze grupy [20]:
. heterocykliczne diarylopochodne: celekoksyb, rofekoksyb, waldekoksyb, parekoksyb sodu,

etorikoksyb;

° pochodne kwasu fenylooctowego: lumirakoksyb (podobny w budowie do diklofenaku).

Zwiazki te, jako bardzo stabe inhibitory COX-1 oraz bardzo silne inhibitory COX-2, nie
wplywajg na synteze prostaglandyn o fizjologicznym dzialaniu ochronnym na $luzéwke zoladka.
Dlatego tez majg mniejszy zakres dziatan niepozadanych w obrebie przewodu pokarmowego i nerek
w poréwnaniu z nieswoistymi NLPZ. Ich stosowanie natomiast zwigzane jest ze zwigkszonym
ryzykiem powiktan sercowo-naczyniowych (np. zawat serca, udar), co prawdopodobnie wynika
z zachwiania roéwnowagi hemostatycznej organizmu [4]. Teoretycznie zjawisko to przypisuje si¢
zmniejszaniu, zaleznej od COX-2, syntezy przeciwzakrzepowej prostacykliny PGl> w naczyniach
krwiono$nych bez kompensacyjnego zmniejszania st¢zenia prozakrzepowych tromboksanow
wytwarzanych przez COX-1 [20]. Z tego powodu zwigkszone ryzyko incydentow

sercowo-naczyniowych bylo bezposrednig przyczyng wycofania z lecznictwa rofekoksybu w 2004
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roku [21] i waldekoksybu w 2005 roku [22]. Lumirakoksyb natomiast zostal wycofany z powodu
nadmiernej hepatotoksycznosci w 2007 roku [23].

Podstawa procesu projektowania i rozwoju selektywnych inhibitorow COX-2 byly opisane
W ROZDZIALE 1.1 rdéznice w budowie centrow aktywnych obydwu izoform cyklooksygenazy — przede
wszystkim charakterystyczne dla COX-2 zwigkszenie wymiarow hydrofobowego ,,kanatu” wigzacego
substrat oraz obecnos¢ bocznej ,kieszeni” hydrofilowej [10]. Stad oczywistym kierunkiem
poszukiwan selektywnych inhibitorow COX-2 stalo si¢ wprowadzanie do czasteczki inhibitora
zawady sterycznej w postaci grupy sulfonamidowej (celekoksyb i parekoksyb) lub metylosulfonowej
(rofekoksyb i etorikoksyb), uniemozliwiajacej interakcje z COX-1, przy jednoczesnym silnym
oddziatywaniu z ,kieszenig” hydrofilowa w COX-2 [2; 24]. Prototypem wymienionych powyzej
inhibitorow COX-2 byt zwigzek o nazwie DuP-697 z grupy diarylowych heterocykli, zawierajacych
ugrupowanie cis-stilbenu, ktore w badaniu SAR okazalo si¢ niezbednym elementem budowy
warunkujacym selektywnos¢ wobec COX-2 (RYCINA 1.5) [25; 26]. Co wigcej, dodatkowemu
zwigkszeniu powinowactwa do COX-2 sprzyjala obecno$¢ podstawnikow stanowigcych zawade
steryczng dla COX-1 w pierScieniu aromatycznym w pozycji para oraz odpowiedni stopien utlenienia
siarki w podstawniku sulfonowym, przy czym wykazano, ze sulfony i sulfonamidy sa selektywne

W przeciwienstwie do sulfonotlenkéw i sulfidow [26].

RYCINA 1.5
Struktura zwiazku DuP-697 [25].

Br

Na podstawie krystalicznej struktury przestrzennej kompleksu COX-2-celekoksyb stwierdzono,
ze selektywno$¢ oraz powinowactwo tego inhibitora wynika z szeregu interakcji pomiedzy nim
a resztami aminokwasowymi enzymu. Zwigzek ten przyjmuje konformacje podobng do cis-stilbenu,
dzigki czemu oddziatuje z trzema regionami miejsca aktywnego COX-2. Atomy tlenu grupy
sulfonamidowej celekoksybu tworza wigzania wodorowe z aminokwasami bocznej ,.kieszeni”
hydrofilowej: His90, GIn192 oraz Arg513. Pierscien pirazolu wraz z grupa trifluorometylowa reaguje
natomiast za pomoca oddziatywan elektrostatycznych i wigzan Van der Waals’a z aminokwasami
znajdujacymi si¢ U podstawy gtownego kanatu hydrofobowego oraz budujagcymi boczny kanat
hydrofobowy, tj.: Argl20, Tyr355 oraz Leu352, Ser353, Val523 i Gly526. Pierscien benzenu
podstawiony grupa metylowg w pozycji para oddziatuje wigzaniami Van der Waals’a z aminokwasami

tworzgcymi gtéwny kanat hydrofobowy, m.in. Ser530 i Tyr385 [8; 9; 27-29]. Przedstawiona ponizej
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RYCINA 1.6 wygenerowana za pomocg programu PoseView przedstawia pozostale interakcje

w kompeksie celekoksybu z COX-2 [30].

R

Hr;:(

5 ~~NH
) Ser353
P

s RYCINA 1.6
e Glys26 Schemat wigzania celekoksybu z COX-2
g Y - P Jleuss2 . . )
\/ Vals23 (linie czarne, przerywane — wigzania wodorowe,

Ala527

linie ciggte, zielone — oddziatywania hydrofobowe) [30].

1.3.2. Pochodne trans-stilbenu

Oprécz koksybow istniejg inne selektywne inhibitory COX-2, ktérych aktywno$¢ wykazano
w badaniach in vitro i ex vivo, ale obecnie nie sg one wykorzystywane w medycynie jako leki. Wérod
tych zwiazkdéw wyrdznia sie rowniez pochodne trans-stilbenu.

Impulsem do poszukiwania nowych inhibitorow COX, naturalnego jak i syntetycznego
pochodzenia, byto odkrycie biologicznych wiasciwosci resweratrolu, ktory in vitro wykazuje
nieselektywng zdolno$¢ do hamowania aktywnosci COX-1 (ICso ~ 0,5 pmol/l) i COX-2
(ICso ~ 1 umol/l) [31; 32]. Zwigzek ten wystepuje w réoznych gatunkach roslin, ajego szczegdlnie
bogatym zroédlem sg owoce winogron i czarnej porzeczki oraz orzeszki ziemne. Wsrdd jego wielu
wlasciwosci  biologicznych mozna wymieni¢ dzialanie przeciwzapalne, przeciwgrzybicze,
przeciwbakteryjne, cytotoksyczne oraz kardioprotekcyjne [32]. Z chemicznego punktu widzenia
resweratrol jest pochodng stilbenu i moze wystegpowa¢ w formie dwoch izomerdéw: cis oraz trans.
Aktywnos$¢ biologiczng wykazuje jednakze jedynie naturalnie wystepujacy trans-resweratrol
(3,4’,5-trihydroxy-trans-stilben) (RYCINA 1.7) [31; 32].

RYCINA 1.7
Struktura trans-resweratrolu [31].
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W oparciu o uzyskane wyniki rozpoczeto badania réznorodnych pochodnych trans-resweratrolu
i trans-stilbenu, ktore moglyby wykazywaé selektywna zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
indukowanej formy COX-2. Zwiazki te poszukiwano zaréwno wsrdd naturalnych pochodnych, jak
réwniez syntezowano nowe analogi w oparciu o wczesniejsze doswiadczenia oraz analizy QSAR
in silico.

Szczegolnie istotng grupe nowych zwigzkow stanowia hydroksylowe pochodne
trans-resweratrolu, z ktérych najwicksza selektywno$¢ wobec COX-2 w warunkach in vitro
stwierdzono dla 3,3’,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilbenu (3,3°,4,4°,5,5’-HHS) oraz piceatannolu
(3,3’,4’,5-tetrahydroksy-trans-stilbenu). Za pomoca immunoenzymatycznego testu in vitro wykazano,
ze 3,3°,4,4°,5,5°-HHS ponad 700 razy silniej hamuje COX-2 niz COX-1, a piceatannol cechuje si¢
ponad 400 razy silniejszym dziataniem wobec COX-2. Tak znaczny wzrost aktywno$ci w porownaniu
do nieselektywnego trans-resweratrolu wynika¢ moze z obecnosci wielu grup hydroksylowych (-OH)
W pierscieniach aromatycznych obydwoch zwigzkow, szczegodlnie w pozycji 3°. Z kolei badania
dotyczace dokowania wykazaly, ze zwigzki te (w przeciwienstwie do koksybow) nie zajmuja
hydrofilowej bocznej ,,kieszeni” utworzonej w wyniku zastapienia Ile523 przez Val523. Mozna zatem
wnioskowaé, ze wigksza ilos¢ grup -OH skutkuje utworzeniem dodatkowych wigzan wodorowych
oraz innym sposobem wigzania si¢ tych zwigzkoéw z centrum aktywnym COX-2 [32]. Warto
nadmieni¢, ze szereg badan in vitro wykazalo roéwniez réznorodne biologiczne wiasciwosci
piceatannolu, od aktywnosci przeciwzapalnej i cytotoksycznej po dzialanie mikrobiobdjcze, co
zwigzane jest zoddzialywaniem tego zwigzku na wiele enzyméw i komorkowych szlakow
sygnatowych [33].

Inng grupe zwigzkéw w warunkach in vitro stanowia metylowe pochodne trans-resweratrolu,
ktore, za wyjatkiem jednego z nich, okazaly si¢ stabymi i nieselektywnymi inhibitorami COX-2.
Jedynie 3,3’,4,4°,5,5’-heksametoksy-trans-stilben cechowat sie umiarkowanie silnym i selektywnym
dziataniem wobec COX-2, ok. 45 razy wigkszym niz wobec COX-1 (TABELA 1.2) [32].

W kolejnym badaniu wykonano synteze i oceniono wiasciwosci biologiczne 16 roznych
pochodnych trans-stilbenu pod katem zdolnosci do hamowania COX-1 i COX-2. Byly to grupy
zwigzkow, ktérym do pierscieni aromatycznych wprowadzono nastepujgce podstawniki w pozycje
meta lub para: -OH, -OCHs, -N(CHa)a2, -F, -CF3, -NO> lub jeden z pierscieni fenylowych zastgpiono
naftylowym. Ponadto, w niektorych zwiazkach dokonano modyfikacji struktury w mostku
etylenowym taczacym oba pier§cienie poprzez zastapienie atomu wodoru grupa -CHs, -C>Hs lub -CFa.
Najwigksza aktywno§¢ wobec COX-2 stwierdzono dla kilku zwigzkow (ICso <2 umol/l), ktore
W pozycji 4’ posiadaja grupe -OH lub -CFs. Prawie wszystkie posiadaty rowniez grupg -OH lub
-OCHs; w pozycjach 3 i 5 oraz grupe -CHs lub -C:Hs w mostku etylenowym. Jeden zwiazek
(oznaczony jako 1M13) nie posiadatl podstawnikow w pozycjach 3 i 5, ale w pozycje 4 miat
wprowadzong grupe -N(CHs)2. Jedynie ten zwiazek okazat si¢ nie tylko silnym, ale i umiarkowanie

selektywnym inhibitorem COX-2 (prawie 80 razy silniejszym niz wobec izoformy konstytutywnej).
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Na podstawie uzyskanych rezultatow mozna przypuszczaé, ze silne dziatanie wobec COX-2 wynikaé
moze z obecnosci roznych podstawnikow bogatych w elektrony w jednym z pierscieni aromatycznych
—w pozycjach 3, 4 i 5. Z kolei podstawnik alkilowy w mostku etylenowym stanowi zawade steryczng
dla ptaskiej konformacji pochodnych trans-stilbenu i zmienia przestrzenng orientacj¢ obydwoch
pierscieni aromatycznych w stosunku do ptaskiej struktury mostka, co moze mie¢ rowniez znaczenie
w lepszym dopasowaniu si¢ tych zwigzkéw do miejsca aktywnego COX-2 [34]. Szczegotowe dane
przedstawiono w TABELI 1.2.

Cickawa, aczkolwiek niewielka, grup¢ inhibitorow COX stanowig pochodne
trans-1,1,2-triaryloetenu, wsrod ktorych cztery zwiazki cechuja si¢ silng inhibicjg (ICso < 1 umol/l)
i wysoka selektywnoscig (> 100-krotng) wobec COX-2. Na szczegdlng uwagg zashuguje zwiazek
0 nazwie: 4-sulfonmetylo-4’-fluoro-a-fenylo-trans-stilben (oznaczony jako 10c), ktory wykazuje
selektywnos¢ rzgedu >3000, czyli ponad 6-krotnie wyzsza niz celekoksyb. Co istotne, struktura
przestrzenna tych zwigzkéw w pewnym zakresie przypomina budowa koksyby — w obu przypadkach
wystepuja trzy pierscienie aromatyczne oraz grupa sulfonmetylowa w pozycji para w jednym
Z pierscieni. Rezultaty dokowania ww. zwigzkéw z miejscem aktywnym COX-2 wskazuja na,
analogiczne jak w przypadku koksybow, oddziatywania z trzema regionami, tj.:

° hydrofilowa boczng ,kieszenig” (His90, Arg513 oraz GInl192) za pomoca pierscienia
podstawionego grupa -SO,CHa,

o bocznym kanatem hydrofobowym (Arg120, Leu359 i Tyr 355) za pomoca pierscienia benzenu,

. gltéwnym kanatem hydrofobowym (Ser530, Ala527 i Val349) za pomoca pier§cienia benzenu
podstawionego fluorem, chlorem lub grupa metylowa w pozycji para.

Taki sposob interakcji sugeruje przyjecie konformacji cis badanych zwigzkéw w miejscu aktywnym

COX-2, co moze ttumaczy¢ tak wysoka selektywnos¢ tych zwigzkéw wobec badanego enzymu.

Nalezy réwniez stwierdzi¢, ze kluczowym elementem budowy warunkujacym wysoka
selektywno$¢ analizowanych zwigzkow jest obecno$¢ podstawnika w pozycji para w pierScieniu
oddzialujacym z gtdéwnym kanatem hydrofobowym, dlatego Zze podstawnik ten reaguje wigzaniem
wodorowym z grupg -OH Ser530. W tym przypadku najsilniejszg interakcje obserwuje sie dla fluoru,
mniejszg dla chloru i grupy metylowej (TABELA 1.2). Brak podstawnika w tym miejscu catkowicie
znosi selektywnos$¢ wobec COX-2. Dokowanie najsilniejszego zwigzku 10c przedstawiono na

RYCINIE 1.8 [35].
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Schemat dokowania zwigzku 10c w miejscu aktywnym COX-2 [35].

TABELA 1.2
Pochodne trans-stilbenu selektywnie (>50x) i/lub silnie (ICso <2 pmol/l) hamujace aktywno$¢ COX-2.
N hemi i k
azwa chemiczna | struktura COX-11Cs0 | COX-11Cso Wskaznik selektywnosci
h j -stil
pochodnej trans-stilbenu (umol/l) (umoll) | (COX-1 1Cso/ COX-2 ICs0)
(w nawiasie podano oznaczenie zwigzku w publikacji)
>100 0,0316 >3164
4’-fluoro-4-sulfonmetylo-a-fenylo-trans-stilben
(10c) [35]
o >100 0,1138 >878
\\S
gl
4’-chloro-4-sulfonmetylo-a-fenylo-trans-stilben
(10e) [35]
o >100 0,12 >833
\S
mc” |l
o
4’-metylo-4-sulfonmetylo-a-fenylo-trans-
stilben (10b) [35]
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Nazwa chemiczna i struktura

COX-11Cso | COX-11Cso Wskaznik selektywnosci
hodnej trans-stilb
pochodney trans-stifbenu (umol/l) (umoll) | (COX-1 ICso/ COX-2 ICs0)
(w nawiasie podano oznaczenie zwigzku w publikacji)
HO N ‘ on
- O 0,748 0,00104 719,23
3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben
(3,3°,4,4°,5,5°-HHS) (12) [32]
o 9
4,713 0,0113 417,08
3,3’.4°,5-tetrahydroksy-trans-stilben
(3’-hydroksy-trans-resweratrol,
piceatannol) (10) [32]
>100 0,97 >103
3’,4’-difluoro-4-sulfonmetylo-a-fenylo-trans-
stilben (10d) [35]
36,3 0,47 77,23
4-(N,N-dimetylo)amino-4’-hydroksy-p-metylo-
trans-stilben (1M13) [34]
OH
Oy
o O 2,072 0,04537 45,67
OH
4-hydroksy-trans-resweratrol (8) [32]
CH, F
HO. \
10,7 1,74 6,15

HO

3,4-dihydroksy-4’-trifluorometylo-a-metylo-
trans-stilben (2M16) [34]
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Nazwa chemiczna i struktura
COX-11Cso | COX-11Cso Wskaznik selektywnosci

ochodnej trans-stilben
P ) tbend (umol/l) (umoll) | (COX-1 ICso/ COX-2 ICs0)

(w nawiasie podano oznaczenie zwigzku w publikacji)

19 1,57 1,21

B-metylo-trans-resweratrol (1M2) [34]

OH
CH,
oYY
O 1,9 1,78 1,07

OH

a-metylo-trans-resweratrol (2M1) [34]

PSS
O 4,84% 1,19% 4,07%

o 0,70% 0,823 0,85%

cH,

3,5-dimetoksy-4’-hydroksy-trans-stilben
(pterostilben) (1H6) [32; 34]

W oparciu o0 dane literaturowe nalezy stwierdzi¢, ze w badaniach in vitro przeanalizowano jak
dotad niewielkg grupe pochodnych trans-stilbenu (ok. 100 zwigzkéw) pod katem zdolnosci do
hamowania aktywnos$ci cyklooksygenazy oraz wlasciwosci przeciwnowotworowych. Sposrod nich
wyr6zni¢ mozna kilka zwigzkow, ktore preferencyjnie lub wysoce selektywnie oddziatywaly na
izoform¢ COX-2. Przyktadami tych zwigzkow sa: 3,3°,4,4°,5,5’-HHS, piceatannol [32], 1M13 [34]
oraz 10b-d [35]. Na szczegélng uwage zastuguja réznorodne wiasciwosci biologiczne (w tym
chemoprewencyjne) naturalnej pochodnej trans-resweratrolu — picetannolu [33]. Z kolei pozostate
zwigzki mogg stanowi¢ obiecujacy material do dalszych analiz in vitro z udziatem komorek
nowotworowych. Powyzsze informacje stanowig takze impuls do poszukiwania nowych inhibitorow

COX-2 w obrgbie pochodnych trans-stilbenu / trans-resweratrolu.
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2. Stan zapalny a rozwoj nowotworow — na przykladzie nowotworow
piersi

Reakcja zapalna jest ztozonym procesem biochemicznym oraz immunologicznym o zasi¢gu
lokalnym badZz ogbélnym, zachodzacym w naczyniach krwionosnych i tkankach, oraz bedacym
wyrazem swoistej i ukierunkowanej odpowiedzi organizmu na dziatanie czynnikow uszkadzajacych
struktury tkankowe lub narzadowe, do ktérych naleza patogeny, wadliwe komorki lub substancje
draznigce. Pierwotnymi mediatorami procesu zapalnego s3a miedzy innymi prostaglandyny
wytwarzane na skutek aktywnosci katalitycznej COX-2, poniewaz te zwiazki hormonalne pojawiaja
si¢ W duzych ilosciach w miejscu dziatania czynnika uszkadzajacego w wyniku zmian lokalnych
struktur komorkowych oraz wywoluja odpowiedZz naczyniowa odpowiedzialng za inicjacje oraz
utrzymanie zapalenia [36]. Z tego tez wzgledu prostaglandyny zaliczane sa takze do mediatoréw
zapalenia przewlektego, co sprawia, ze ich chroniczna nadprodukcja moze prowadzi¢ do rozwoju
ognisk o charakterze nowotworowym. Tego rodzaju obserwacje potwierdzone sg rowniez danymi,
ktore wskazujg ze diugotrwale utrzymywanie si¢ Stanu zapalnego w organizmie jest powigzane
z etiologia ponad 15% wszystkich nowotworow ztosliwych. Korelacje pomiedzy czynnikiem o
charakterze prozapalnym a indukcja onkogenezy potwierdzono w nastepujacych przypadkach [37-39]:
. zakazeniem Helicobacter pylori a predyspozycja do rozwoju raka zotadka,

. chronicznym wirusowym zapaleniem watroby a rozwojem nowotworow watroby,

° zakazeniem Human papilloma virus (HPV) a rozwojem raka szyjki macicy,

o zakazeniami pasozytniczymi, jak np. Schistosoma haematobium, a rozwojem raka pgcherza
moczowego,

. przewlekta obturacyjng chorobg ptuc (POChP), spowodowang gtéwnie paleniem tytoniu,

a rozwojem raka ptuca,

. chronicznym zapaleniem jelit (np. wrzodziejace zapalenie jelita grubego, choroba

Lesniowskiego-Crohna) a nowotworami jelita grubego,

. rakiem wewnatrzprzewodowym (przedinwazyjna forma raka piersi), charakteryzujacym si¢

wysokim poziomem COX-2 a inwazyjnym rakiem piersi.

Przypuszcza sig, ze miejscowe ogniska zapalne, ulegajace stopniowemu uogodlnieniu, tworzg si¢
juz na etapie inicjacji kancerogenezy. Z kolei promocji i progresji nowotworu sprzyja utrzymywanie
sie pierwotnego stanu zapalnego, gdyz w jego obecnosci dochodzi do lokalnej, nadmiernej produkcji
reaktywnych form tlenu. Te ostatnie natomiast uszkadzajgc DNA prowadzg do akumulacji mutacji
w materiale genetycznym komorki, destabilizujgc go i utatwiajgc komorce ostateczne wylamanie sie
spod rygoru podziatlowego i nabycie cech nieSmiertelnosci. Proces zapalny przyczynia si¢ takze do
uwalniania czynnikéw wzrostu, takich jak EGF lub FGF, ktore stymulujg proliferacje komorek

nowotworowych 1 dzigki temu odgrywaja wazng role na etapie promocji kancerogenezy. Co wigcej,
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w obrgbie mikrosrodowiska guza obserwowano obecno$¢ réznorodnych komorek uktadu
odpornosciowego, w tym komorek dendrytycznych, limfocytow oraz makrofagéw, uwalniajacych
cytokiny prozapalne, takie jak TNFa, IL-1B, IL-6 oraz IL-8, ktore wtornie indukuja proces zapalny

oraz przyczyniajg si¢ do powstania komorek o fenotypie zto§liwym [12].

2.1.  Nowotwory piersi — epidemiologia, etiologia oraz leczenie

Rak piersi jest najczgséciej wystepujacym nowotworem ztosliwym w populacji kobiet w Polsce
i stanowi gtdéwng przyczyne umieralnosci z powodu nowotwordéw zlosliwych w strukturze tej plei
(rocznie okoto 5000 zgondw). Ocenia si¢, ze odsetek zachorowan na nowotwory piersi w wymienionej
grupie wynosi okoto 20,5% wszystkich nowotworow ztosliwych (zapadalnos¢ rzedu 61,2 na 100 tys.)
[40]. W Wielkopolsce rak piersi byt nowotworem o najwigkszej zachorowalnosci u kobiet w 2010
(zachorowalno$¢ rzedu 23%, tj. 1583 zarejestrowanych przypadkéw), co oznacza 31% wzrost
w stosunku do roku 2001. Co istotne, ponad 81% wszystkich przypadkow raka piersi rozpoznano
w populacji kobiet w grupie wiekowej 50+. Liczba zgonéw wyniosta 13% (466 przypadkow) i byta
druga co do wielkosci w strukturze zgondéw na nowotwory ztosliwe u Wielkopolanek w 2010 roku,
ustepujac tylko nowotworom ptuca [41]. Co istotne, wykazano, ze liczby bezwzgledne zgonow
wzrastajg liniowo z wiekiem.

W wiegkszosci przypadkow raka piersi, etiologia choroby pozostaje nieznana. Jednakze do
najwazniejszych czynnikoOw ryzyka zachorowania naleza: czynniki stylu zycia (np. alkohol, zta dieta,
otytos¢, brak aktywnosci fizycznej), rak piersi w wywiadzie, obcigzenie rodzinne, czynniki
dziedziczne (mutacje BRCAL i BRCA2), pte¢ zZenska, starszy wiek, czas aktywnosci hormonalnej
przekraczajacy 30 lat (wczesna pierwsza miesigczka, pozna menopauza), stosowanie hormonalnej
terapii zastepczej, pézny wiek pierwszego porodu lub nierddztwo, ekspozycja na promieniowanie
jonizujace, niektore tagodne choroby piersi [40—42].

Rak piersi nalezy do nowotworow dobrze rokujgcych. Jego wskaznik zachorowania/zgony
ogdtem w Wielkopolsce w 2010 wynidst 3,4. Jednakze w grupie wiekowej 35-39 lat osiggnat on
warto$¢ rowng 25. Podstawg skutecznej terapii jest wczesne wykrycie, a leczenie chorych jest
procesem wieloetapowym i obejmuje postepowanie chirurgiczne, radioterapi¢ oraz leczenie
systemowe [41]. W ramach leczenia systemowego stosuje si¢ hormonoterapie, chemioterapie oraz
leczenie celowane, przy czym lekami z wyboru sa [40]:

. antyestrogeny (tamoksyfen, idoksyfen, toremifen, droloksyfen),
. inhibitory aromatazy (letrozol, anastrozol, eksemestan),

. analogi gonadoliberyny (goserelina, buserelina),

. progestageny (octan megestrolu, medroksyprogesteron),

. analogi pirymidyn (5-fluorouracyl, kapecytabina),

. analogi kwasu foliowego (metotreksat),
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. leki alkilujgce (cyklofosfamid),

. inhibitory topoizomerazy (antracykliny),

° leki zaburzajace funkcjonowanie mikrotubul (taksany — paklitaksel, docetaksel),
° przeciwciata monoklonalne (trastuzumab, bewacyzumab),

. inhibitory kinaz tyrozynowych (lapatynib).

Dobor odpowiedniego schematu terapeutycznego u chorych z rakiem piersi uwarunkowany jest
indywidualnym fenotypem komorek nowotworowych, zwigzanym z ich statusem receptorowym,
a wigc stopniem ekspresji receptorow estrogenowych (ER), progesteronowych (PG) oraz receptorow
HER2. | tak, wykazano, ze odsetek odpowiedzi na leczenie hormonalne jest $ci$le zwigzany
Z obecnoscig 1 iloscig receptorow ER i PG, przy czym im jest ona wicksza, tym wigksze
prawdopodobienstwo skutecznosci hormonoterapii. Z kolei, obecnos¢ receptora HER2 (20-30%
wszystkich nowotworow piersi) Stwarza mozliwos¢ wdrozenia leczenia celowanego molekularnie

[43; 44].

2.2.  Ekspresja COX-2 w nowotworach piersi

Juz w latach 80-tych XX wieku zwroécono uwage na podwyzszone st¢zenie prostanoidow PGE;
i TXA; w komorkach raka piersi, wskazujgc jednoczesnie, ze dlugotrwate stosowanie lekéw z grupy
NLPZ koreluje ze zmniejszonym ryzykiem rozwoju tej choroby. Pdzniejsza analiza ekspresji COX-2
istotnie potwierdzita te obserwacije, wykazujac podwyzszony poziom badanego enzymu w raku piersi,
podobnie jak w wielu innych ludzkich nowotworach litych, w tym w raku jelita grubego, ptuca,
przetyku, zotadka, trzustki, pecherza moczowego, endometrium oraz stercza [45]. Wykazano mig¢dzy
innymi, ze w warunkach fizjologicznych nie stwierdza si¢ obecnosci COX-2 w tkance nabtonkowe;j
piersi, jednakze juz w stanach poprzedzajacych rozwdj raka piersi, takich jak nieinwazyjny rak
przewodowy in situ (ductus carcinoma in situ), obserwowano ekspresj¢ tego enzymu W 63-85%
przypadkow, podobnie jak w okoto 40% przypadkéw inwazyjnych ludzkich nowotwordéw piersi, przy
czym czgstos¢ ta wahata sie w granicach 17-84% w zaleznosci od zaakceptowanej metodyki badan.
Oproécz tkanki nabtonkowej, zwigkszona ekspresja biatka COX-2 dotyczy takze tkanki przylegajacej
do guza oraz $roédbtonka naczyniowego [46]. Co wiecej, nadmierng aktywnos¢ COX-2 w raku piersi
indukowanym kancerogenami, takimi jak dimetylobenz[a]antracen (DMBA),
N-nitrozometylomocznik ~ (NMU),  2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]pirydyna  (PhIP),
potwierdzono w toku licznych badan eksperymentalnych na szczurach, gdzie podobnie jak
w przypadku ludzkich nowotworow wykazano COX-2 w nabtonku piersi. Badania z wykorzystaniem
myszy transgenicznych wykazujacych nadekspresje¢ HER2 réwniez potwierdzity wzmozong

aktywno$¢ COX-2 w obrgbie guza w piersi [44].
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Nadeskpresja COX-2 dotyczy przede wszystkim raka piersi 0 pozytywnym statusie receptora
HER2 oraz komorek z mutacjg genu Ras, podczas gdy nowotwory HERZ2 negatywne rzadziej
wykazuja wzmozong aktywno$¢ tego enzymu [44]. Efekt ten zwigzany jest najprawdopodobniej
z inicjacja transkrypcji COX-2 w wyniku pobudzenia $ciezki Ras/Raf/Mek/ERK, a takze kinaz JNK
i p38 MAPK, ktore sa sprzgzone wlasnie z receptorem HER2 [47].

Z uwagi na fakt, ze wzrostowi poziomu COX-2 towarzysza zaburzenia w szlakach
sygnalizacyjnych prostaglandyn zwigzanych z proliferacja, nadekspresja tego enzymu w raku piersi
koreluje z bardziej agresywnym charakterem guza, ktorego takie cechy jak: wigksze rozmiary, wysoka
aktywno$¢ mitotyczna, negatywny status receptora estrogenowego (ER-), nadekspresja HER2 oraz

zwickszona gestos¢ mikronaczyn przemawiaja za gorszym rokowaniem dla pacjentki [48].

2.3. Wplyw COX-2 na rozwdj nowotworow piersi

Doniesienia z rozlicznych badan eksperymentalnych na modelach mysich jednoznacznie
potwierdzajg, ze inhibicja enzymu COX-2 powoduje zahamowanie rozwoju guza piersi. Ponadto,
z badan genetycznych wiadomo, ze wyciszenie ekspresji genu COX-2 u myszy transgenicznych typu
HER2/neu skutkuje zmniejszeniem iloSci ognisk nowotworowych w piersi, W porownaniu
do osobnikow typu dzikiego. Co wigcej, nadekspresja COX-2 jest czynnikiem wystarczajacym
do inicjacji procesu kancerogenezy u myszy transgenicznych po wielokrotnych okresach
gestacji. Przytoczone dane ostatecznie potwierdzaja, ze COX-2 odgrywa wazng rolg w procesie
kancerogenezy w przypadku omawianego typu nowotworu u myszy. Oprocz tego, dalsze badania na
modelach zwierzgcych potwierdzajg rowniez, ze COX-2 wptywa nie tylko na powstawanie guza, ale
takze na jego rozrost oraz unaczynienie. Obserwowano bowiem obnizenie ggstoSci naczyn
krwiono$nych u zwierzat doswiadczalnych z wyciszona ekspresja genu COX-2, a efekt ten korelowat
ze zmniejszong ekspresja genow odpowiedzialnych za proces angiogenezy, w tym VEGF, Angl,
Ang2, FIK1, Flt-1. Godnym uwagi w tym zakresie jest rowniez fakt, ze nadmiernej ekspresji COX-2
wraku piersi towarzyszy takze wzrost stezenia prostaglandyn, gtdownie PGE,, ktorych obecnosé
wplywa na nasilenie procesu przerzutowania do kosci, w wyniku indukcji IL-8, IL-11, wzmozone;j
produkcji RANKL i stymulacji osteoklastow powodujgcych lize ko$ci, co ostatecznie stanowi
negatywny czynnik rokowniczy [45; 49]. Z pozostatych danych literaturowych wynika natomiast, ze
gen COX-2 w komorkach raka piersi stanowi jeden z czterech podstawowych genéw, ktorych
wzmozona ekspresja jest niezbedna dla progresji choroby i utworzenia przerzutow do innych organdéw
[50].

Zidentyfikowano kilka prawdopodobnych mechanizméw, na drodze ktorych COX-2 moze
stymulowaé rozwoj i progresj¢ nowotworow piersi. Nalezg do nich: dzialanie antyapoptotyczne,
dziatanie proangiogenne, indukcja aktywnosci metaloproteinaz macierzy komorkowej, nasilenie

syntezy biatek adhezyjnych, dziatanie immunosupresyjne, stymulacja aktywno$ci aromatazy P450
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oraz udziat w tworzeniu mutagenéw in vivo [45-50]. Szczegdtowa analiza udziatu poszczegodlnych
typow aktywnosci COX-2 w procesie kancerogenezy zostata przedstawiona w dalszych rozdziatach

niniejszej pracy.

2.3.1. Apoptoza

Apoptoza to naturalny, zlozony proces zaprogramowanej $mierci komoérki w organizmie
zwierzecym. Jest ona niezb¢dna dla prawidtowego funkcjonowania organizmu, gdyz jej celem jest
eliminacja komorek uszkodzonych, zainfekowanych lub zbednych. Indukcja apoptozy odbywa sie
gtéwnie na drodze wewnatrz- oraz zewnatrzpochodne;.

W szlaku zewnatrzpochodnym sygnal proapoptotyczny pochodzi z otoczenia komorki
w wyniku aktywacji btonowych receptorow $mierci przez odpowiednie cytokiny (np. TNFa, FasL),
co powoduje aktywacje¢ kaskady kaspaz oraz liz¢ komorki.

Natomiast apoptoza wewnatrzpochodna (inaczej mitochondrialna) zwigzana  jest
z uszkodzeniem DNA oraz ekspresja cytoplazmatycznych biatek proapoptotycznych takich jak BID,
BAX i BAK, ktore za zycia komoérki pozostaja w rownowadze z biatkami antyapoptotycznymi
(Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1), i ktore bedac w nadmiarze zaburzajg integralno$¢ btony mitochondrialne;j,
przez co powoduja uwolnienie do przestrzeni cytoplazmatycznej cytochromu c. Ten ostatni natomiast
taczac si¢ z ATP, enzymem Apaf-1 oraz prokaspaza 9 formutuje apoptosom, w ktorym dochodzi do
aktywacji kaspazy 9. Tak utworzony kompleks aktywuje wykonawcze kaspazy — 3, 6 i 7.
W nastepstwie  dochodzi do fragmentacji DNA oraz degradacji biatek strukturalnych
i enzymatycznych komorki, co prowadzi do jej smierci (RYCINA 2.1).

Z uwagi na fundamentalne znaczenie, apoptoza podlega bardzo precyzyjnej regulacji ze strony
organizmu, a wszelkie nieprawidlowosci mechanizméw jej kontroli prowadza do stanow
patologicznych. Brak apoptozy w komorce powoduje, ze staje si¢ ona niesmiertelna i dzigki temu

moze przeksztalci¢ si¢ w komorke nowotworowa [51; 52].

Szlak Szlak
zewnatrzkomorkowy wewnatrzkomérkowy
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FasL/TNFa
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(aktywator apoptozy)
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I\ el Y
Jadro () o) (T Vot
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RYCINA 2.1
Uproszczony schemat apoptozy indukowanej droga zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowa [52].

37



2. STAN ZAPALNY A ROZWOJ NOWOTWOROW — NA PRZYKtADZIE NOWOTWOROW PIERSI

W przypadku nowotwordw piersi, nieSmiertelnos¢ komoérek tworzacych mase¢ guza wynika
mi¢dzy innymi z zaleznej od COX-2, PGE; i PGl, podwyzszonej ekspresji antyapoptotycznych biatek
z rodziny Bcl-2 oraz z obnizonego poziomu biatek proapoptotycznych — charakterystycznych dla
sciezki mitochondrialnej apoptozy — BAX i BAK. Oprocz tego, nadekspresja COX-2 w raku piersi
powoduje takze aktywacje kinazy serynowo-treoninowej Akt oraz $ciezki sygnalizacyjnej
PI3K/Akt/mTOR, ktora jest znanym szlakiem promujacym przezycie komorki. Zjawisko to
potwierdzone zostalo mi¢dzy innymi w komorkach raka piersi o fenotypie ER(-) HER2(+) [53]. Co
wigcej, w przeprowadzonych badaniach in vitro i in vivo na myszach wykazano, ze selektywny
inhibitor COX-2 — celekoksyb powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego komorek gruczolakoraka w
fazie G1 oraz zmniejszenie ilosci komorek w fazie S oraz G2/M. Efekt ten wynika bezposrednio z
istotnego wzrostu potencjatu apoptotycznego komoérek gruczolakoraka w obecnosci celekoksybu, co
objawia si¢ nasilong aktywnoscig kaspazy 3 i kaspazy 9, ale nie kaspazy 8. Te dane sugeruja, ze W
analizowanym modelu dziatanie tego leku zwigzane jest ze stymulacja wewnatrzpochodnej $ciezKi
apoptozy [45].

Alternatywnie, znang substancja promujacg apoptoze jest kwas arachidonowy, czyli glowny
substrat COX-2. Zatem obecno$¢ i nadmierna aktywno$¢ indukowanej cyklooksygenazy w komorkach
gruczolakoraka (np.raka piersi) moze prowadzi¢ do zmniejszenia wewnatrzkomorkowej puli
endogennej substancji proapoptotycznej, czemu towarzyszy zmniejszenie zdolnosci komorki

do ulegania programowanej $mierci [44; 54].

2.3.2. Proliferacja

Proliferacja komorek zwigzana jest z cyklicznymi procesami ich wzrostu oraz podziatu droga
przemian biochemicznych i biofizycznych zachodzacych w ramach cyklu zyciowego, zwanego
cyklem komérkowym, na ktory sktadajg si¢ cztery fazy: faza G1, faza S i faza G2 (zwane tacznie
interfazg) oraz faza M (mitoza lub mejoza). Faza G1 jest etapem intensywnego rozwoju wynikajacego
z syntezy biatek i lipidow, dzieki ktorej komorka silnie powigksza swoje rozmiary. Faza S natomiast
obejmuje replikacje DNA oraz podwojenie ilosci chromatyny w jadrze komorkowym, podczas gdy
w fazie G2 dochodzi do dalszej syntezy biatek, gtownie tubuliny, a takze odbywa si¢ naprawa
uszkodzen DNA oraz ostateczne przygotowanie komorki do mitozy lub mejozy. Wiasciwy podziat
nastepuje w fazie M, ktora obejmuje podziat jadra, czyli kariokinez¢ oraz podzial cytoplazmy, czyli
cytokinezg. Utworzone w wyniku tego procesu komorki potomne rozpoczynajg od nowa swdj cykl
zyciowy, wchodzac w fazg G1, a po przekroczeniu punktu kontrolnego moga go kontynuowac albo
przej$¢ w faze spoczynkowg GO, podczas ktdrej nie nastgpujg wzrost, replikacja DNA ani podziaty
[55]. Co istotne, powrdt komoérki zfazy GO do fazy G1 mozliwy jest w obecno$ci czynnikow
wzrostowych. Prawidlowy przebieg cyklu komoérkowego ma kluczowe znaczenie dla zachowania

endogennej homeostazy, stad proces ten podlega wielokierunkowej i precyzyjnej regulacji, zaleznej od
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aktywnos$ci enzymow zwanych kinazami cyklinozaleznymi (CDK), ktérym towarzyszg biatka
regulatorowe — cykliny. Funkcja wymienionych enzyméw CDK jest nadzor nad skoordynowanym
procesem przejscia migdzyfazowego drogg fosforylacji prowadzacej do uaktywnienia badz
dezaktywacji podstawowych biatek cyklu komorkowego [56]. Ponadto, kluczows rolg w regulacji
przebiegu cyklu zyciowego komorki odgrywa takze biatko regulatorowe p53, zwane straznikiem
genomu, ktorego zadaniem jest kontrola integralnosci materialu genetycznego. Rowniez COX-2 oraz
jej produkty, w tym PGE; i PGl,, uczestnicza w procesach proliferacji komorkowej poprzez wptyw na
wzmozong syntez¢ DNA w procesie regeneracji tkanki, co potwierdzono m.in. w badaniach
z wykorzystaniem linii komorkowej hepatocytow szczura [54].

Fundamentalny charakter procesow zwigzanych z namnazaniem komorek powoduje,
ze wszelkie nieprawidlowosci w funkcjonowaniu biatek uczestniczacych w jego kontroli prowadza do
powstania wielu anomalii, w tym zmian o charakterze nowotworowym. Z danych literaturowych
wynika miedzy innymi, ze zaburzenia ekspresji COX-2 w komorkach raka piersi stanowia jeden
zZ elementow warunkujacych ich niekontrolowang proliferacje. Wzrost aktywnosci COX-2 przyczynia
si¢ bowiem do zwigkszenia wewnatrzkomérkowego stezenia cykliny D1, ktora jest podstawowym
regulatorem przejscia z fazy G1 do fazy S [57]. Stad inhibicja COX-2 za pomoca celekoksybu
skutkuje zatrzymaniem cyklu komoérkowego w fazie G1, zmniejszeniem ilosci komorek w fazie S
i G2/M oraz spowolnieniem lub zahamowaniem podzialow komoérkowych w raku piersi [45; 58].
Zjawisko to potwierdzono w wielu innych badaniach z wykorzystaniem modeli zwierzgcych, a takze
w randomizowanym badaniu klinicznym Il fazy na grupie pacjentek z pierwotnym rakiem piersi.
Wykazano, ze podawanie celekoksybu powoduje zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M
w wyniku aktywacji biatka pS53 i wzrostu poziomu proteiny GADD45A, ktora hamuje cykling B1 oraz
cykling B2, odgrywajace istotng role w przejsciu migdzyfazowym pomiedzy faza G2 i M [59; 60].
Ponadto, nadmierna proliferacja komorek raka piersi moze tez by¢é wynikiem zaleznej od PGE:
stymulacji EGFR oraz nastepczej aktywacji kaskady kinaz MAP, ktore sg waznymi przekaznikami

sygnatu mitogennego w komorce [12].

2.3.3. Angiogeneza

Angiogeneza, jako element patologicznego obrazu nowotwordw, jest ztozonym procesem
wytwarzania nowych naczyn krwionosnych na podtozu istniejacej sieci zyt i tetnic, ktorych zadaniem
jest promocja wzrostu guza poprzez doprowadzenie krwi oraz substancji odzywczych, a takze poprzez
wymiang¢ metabolitdw. Nowopowstate naczynia oprocz funkcji odzywcezych petnig takze role ,,wrét
inwazji” nowotworu oraz umozliwiajg mu utworzenie przerzutu. Fizjologicznie, regulacja procesu
angiogenezy zalezy od zachowania endogennej rownowagi pomig¢dzy substancjami pro-angiogennymi,
takimi jak: VEGF, PDGF, TGFa i B, bFGF i IL-8, HIFa oraz anty-angiogennymi, do ktorych naleza
angiostatyna, endostatyna i trombospondyna [61]. Nadmierne stezenie tych pierwszych

w mikrosrodowisku nowotworu powoduje, ze pobliskie komorki $roédbtonka zaczynaja silnie
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proliferowa¢, anastepniec migrowa¢ w kierunku guza w wyniku trawienia macierzy
zewnatrzkomorkowej przez metaloproteinazy MMP [56]. Godnym uwagi jest fakt, ze jednym
z czynnikow warunkujacych postep angiogenezy w przebiegu wielu nowotworow, w tym raka jelita
grubego, piersi, pluca, prostaty, trzustki oraz nowotworow glowy i szyi, jest podwyzszona
— w stosunku do zdrowej tkanki — ekspresja COX-2, ktora powigzana jest z wytwarzaniem Sieci
patologicznych naczyn [62]. Obecno$¢ wymienionego enzymu powoduje bowiem wzmozong
aktywnos¢ MMP w ztozonym procesie z udziatem NF-kappaB, a takze wptywa na migracje komorek
endotelialych za posrednictwem TXA, [63; 64]. Co wigcej, podwyzszonej aktywnosci COX-2
towarzyszy takze wydzielanie substancji pro-angiogennych, zaréowno w epitelialnych komorkach
nowotworowych, jak rowniez w komorkach endotelialnych naczyn guza oraz w fibroblastach
i makrofagach [63-65]. Stad uwaza si¢, ze mechanizm angiogenezy zaleznej od COX-2 jest $cisle
powigzany z interakcja pomiedzy wyzej wymienionymi elementami $rodowiska guza. CykKl
odpowiednich przemian rozpoczyna si¢ produkcja pro-angiogennych prostaglandyn (przede
wszystkim PGE) przez komoérki neoplastyczne, w wyniku czego dochodzi w nich do wtornego
wzrostu poziom VEGF i bFGF, ktore dalej bezposrednio stymuluja COX-2 w fibroblastach.
Zwigkszone stgzenie prostaglandyn, stymulacja receptora EP, oraz pobudzenie $ciezki PKA
w fibroblastach powoduje natomiast uwalnianie z nich VEGF, ktory w sposob parakrynny oddziatuje
na komorki endotelialne. W wyniku tych zmian dochodzi do stymulacji COX-2 w komorkach
srodbtonka naczyn, wzrostu ich przepuszczalnosci, proliferacji oraz morfogenezy. Przebieg opisanego

powyzej procesu przedstawiono schematycznie na RYCINIE 2.2 [65]

komorki neoplastyczne komaérki endotelialne

fCOXfZ

Prostaglandyny

l

Przepuszczalnosé naczyn
Neowaskularyzacja

Prostaglandyny

N

VEGF
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VEGF

Prostaglandyny
tcox2

fibroblasty

RYCINA 2.2
Rola COX-2 w procesie angiogenezy nowotworowej [65].
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Prostaglandyny w $rodowisku guza, oprocz bezposredniego dziatania pro-angiogennego,
wykazujg takze zdolnos$¢ do stymulacji monocytoéw, infiltrujgcych tkanke nowotworowsa, do produkcji
czynnikoéw prozapalnych, tj. IL-2. Powoduje to dalszy naptyw makrofagow do wytworzonego ogniska
zapalnego, ktore jest przez nie rozpoznawane jako obszar uszkodzenia tkanki. Makrofagi indukuja
w nim proces gojenia, ktory polega m.in. na doprowadzeniu do niego tozyska naczyniowego,
wytworzeniu tkanki gcznej podporowej oraz na stymulacji procesu regeneracji, co ostatecznie
umozliwia utworzenie guza i jego progresje.

Jak juz wcze$niej wspomniano, w nowotworach piersi obserwuje si¢ pozytywna korelacje
pomigdzy zwigkszong aktywnosciag COX-2 i PGE; a poziomem VEGF oraz TGFf [57; 65]. Ponadto,
wymienionym zmianom przewaznie towarzyszy zwickszenie gestosci mikronaczyn w obrebie guza
oraz wigkszy potencjal metastatyczny komorek nowotworowych, co warunkuje zte rokowanie
[65; 66]. PGE> moze takze bezposrednio wptywaé na nasilenie angiogenezy juz we wczesnych
stadiach tego procesu — poprzez aktywacj¢ receptora EPs oraz jego wtornego przekaznika PKA
w komorkach endotelialnych, co wykazano w badaniu na zwierzgcym modelu raka piersi [67; 68].
Z kolei we wspomnianym wyzej badaniu Klinicznym Il fazy, stosowanie preoperacyjnej terapii
adjuwantowej z wykorzystaniem celekoksybu w grupie pacjentek z rakiem piersi skutkowato poprawa
stabilno$ci macierzy zewnatrzkomorkowej oraz zahamowaniem aktywnosci MMP-2 i MMP-9, ktore
sa odpowiedzialne za degradacje macierzy zewnatrzkomorkowej, a efekt ten wynikat z zaleznej

od celekoksybu aktywacji antagonistow ww. enzymow, a wiec TIMP1, TIMP2, TIMP3 i RECK [60].

2.3.4. Immunosupresja

Omowione wezesniej dziatanie mitogenne prostaglandyn wytwarzanych przez COX-2 nie
dotyczy wszystkich komoérek. W stosunku do komorek uktadu odpornosciowego, w tym limfocytow T
oraz B, a takze komoérek NK i komoérek dendrytycznych moze wystepowaé dziatanie wrecz
przeciwstawne, a wiec anty-proliferacyjne, powodujac w ten sposob immunosupresj¢. Utrwaleniu tego
efektu sprzyja zalezne od PGE> zmniejszenie produkcji TNFa i nasilenie dziatania IL-10. Opisane
zjawisko sprawia, ze komorki nowotworowe raka piersi moga tatwo ,,wytamaé si¢” spod nadzoru
uktadu odpornosciowego gospodarza i namnazac si¢ w sposdb nieograniczony [69]. Potwierdzeniem
znaczenia enzymu COX-2 w procesie immunosupresji raka piersi jest fakt, ze w mikrosrodowisku
guza z zahamowang jego aktywnos$cig obserwowano zwigkszong infiltracje i aktywno$¢ limfocytow T
cytotoksycznych (CD8") niszczacych te komorki. Ponadto, selektywny inhibitor COX-2 pozytywnie
wptywal na zwigkszenie naptywu roéznych komoérek immunologicznych, w tym komorek

prezentujacych antygeny do wnetrza ludzkiego guza piersi [60; 69].
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2.3.5. Wplyw COX-2 na aromataze P450

Aromataza P450 nalezy do grupy bialek zwigzanych z uktadem cytochromu P450 i odpowiada
za konwersj¢ androgennych steroidow do estradiolu i estronu. Odgrywa rowniez istotng role
w miejscowej produkcji wymienionych hormondéw w patogenezie estrogeno-zaleznych nowotworow
piersi, ktére stanowig okoto 60—-70% wszystkich nowotworow wodzacych si¢ z tego organu [70].
Podstawa rozwoju i progresji nowotworéw estrogeno-zaleznych jest interakcja estrogenow
z odpowiednimi receptorami blonowymi w komoérkach neoplastycznych, gdyz stanowi ona impuls
pobudzajacy je do wzrostu i podziatéw. Nadmierna aktywno$¢ aromatazy P450 jest zatem waznym
czynnikiem warunkujagcym postep procesu chorobowego. Co istotne, ekspresja genu kodujacego
aromataze P450 — CYP19 zalezy od auto- i parakrynnego dziatania PGE,, ktora stymulujac EP> i EP,4
prowadzi do akumulacji cAMP, PKC i PKA [70]. Nalezy rowniez zaznaczyé, ze W ludzkich
nowotworach piersi wykazano pozytywna korelacje pomiedzy ekspresjg genu CYP19 a ekspresja
genu COX-2 w obrebie guza [44]. Ponadto, w badaniach eksperymentalnych na modelach
zwierzecych stwierdzono istotnie zmniejszong czynno$¢ aromatazy u myszy z wyciszong ekspresja
COX-2, podczas gdy u myszy transgenicznych z nadekspresja COX-2 obserwowano zwigkszong
ekspresje i aktywno$¢ aromatazy P450 [39].

Godnym uwagi jest rowniez fakt, ze wplyw COX-2 na lokalng synteze estrogenow w duzej
mierze moze tlumaczy¢ chemoprewencyjne wiasciwosci lekow z grupy NLPZ w przypadku
postmenopauzalnego raka piersi, przy czym ten korzystny efekt dotyczy tylko nowotwordéw piersi
Z ekspresja receptor6w hormonalnych. Negatywny status receptorow steroidowych natomiast jest
czynnikiem powodujacym zanik zaleznosci pomiedzy leczeniem przeciwzapalnym a czestoscia

wystepowania choroby nowotworowej piersi [39].

2.3.6. Produkcja mutagenéw in vivo

Mutagenem jest kazda substancja endo- lub egzogenna, ktora w sposob bezposredni powoduje
uszkodzenie DNA przyczyniajac sie¢ do rozwoju nowotworu ztosliwego. Do mutagendéw endogennych
zaliczany jest miedzy innymi malonodialdehyd (MDA) tworzacy sie¢ w wyniku enzymatycznej lub
nieenzymatycznej degradacji PGH,, czyli jednego z podstawowych produktéw reakcji katalizowanych
przez COX-2. Szkodliwe dziatanie MDA polega na tworzeniu adduktow z deoksynukleotydami oraz
powodowaniu mutacji punktowych i zmian ramki odczytu. Ponadto COX-2, bedac peroksydazg, moze
takze katalizowa¢ oksydacje takich zwigzkéw jak aminy aromatyczne, aminy heterocykliczne,
pochodne dihydrodiolu oraz wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, prowadzac do utworzenia

aktywnych kancerogenow [44].
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2.4. Farmakologiczna warto$¢ selektywnych inhibitorow COX-2 w raku piersi

Podstawg wykorzystania inhibitorow COX-2 w raku piersi sg ich wlasciwo$ci
chemoprewencyjne, z ktorych korzy$¢ odnoszono, zarbwno w profilaktyce pierwotnej, jak i wtorne;j.
Odpowiednie badania na modelach zwierzecych wykazaty skuteczno$¢ tego typu strategii
terapeutycznych, potwierdzong migdzy innymi zmniejszong czesto$cig powstawania nowotworow
piersi indukowanych kancerogenami, takimi jak DMBA w wyniku stosowania flurbiprofenu
i indometacyny. Ponadto, dziatanie chemoprewencyjne obserwowano takze u selektywnych
i preferencyjnych inhibitorow COX-2, w tym celekoksybu, nimesulidu i rofekoksybu, ktoérych
dodatkowg zaleta jest zdolno$¢ do hamowania tempa wzrostu komorek raka piersi o fenotypie ER(+),
ale rowniez ER(-) HER2(+). Ciekawym spostrzezeniem jest rowniez fakt, ze celekoksyb wykazuje
wigkszg skuteczno$¢ w opdznianiu rozwoju nowotworéw piersi stymulowanych DMBA
w porownaniu do nieselektywnego ibuprofenu [44]. Ponadto, dostepne dane epidemiologiczne
potwierdzaja, ze dlugotrwate stosowanie lekéw z grupy NLPZ korzystnie wptywa na obnizenie
czestosci wystgpowania nowotwordow piersi. Efekt ten wykazano juz w 1980 roku na grupie 4876
pacjentek przyjmujacych indometacyne oraz w 1996 roku, kiedy to oszacowano, ze stosowanie NLPZ
trzy razy w tygodniu przez co najmniej rok obniza ryzyko rozwoju raka piersi o 66%. Podobne wyniki
uzyskano takze w dwoch innych badaniach z roku 1994 i 2000. Co wigcej, W przeprowadzonym
w 2006 roku badaniu kliniczno-kontrolnym stwierdzono 71% redukcj¢ ryzyka rozwoju raka piersi
wsrod kobiet stosujacych selektywne inhibitory COX-2 (celekoksyb i rofekoksyb) w standardowych
dawkach przez okres co najmniej dwoch lat [71]. Niestety doniesienia z innych badan
epidemiologicznych pozostaja w sprzeczno$ci z danymi zaprezentowanymi powyzej, gdyz sugerujg
brak zaleznosci pomigdzy stosowaniem NLPZ a czgstoScia wystepowania raka piersi.
Niejednoznaczno$¢ dostgpnych wynikow ttumaczy si¢ zroznicowana ekspresja COX-2 w przypadku
réznych podtypoéw omawianego rodzaju nowotworu [44].

Oprocz profilaktyki, inhibitory COX-2 moga by¢ takze wykorzystywane w leczeniu
nowotworow  piersi. Uzasadnieniem takiej koncepcji terapeutycznej s3 wyniki badan
eksperymentalnych na szczurach, u ktérych guzy piersi indukowano podaniem DMBA, a nastepnie,
po 100 dniach rozwoju nowotworu, podawano placebo lub ibuprofen przez 5 tygodni. Stwierdzono
niemal 40% pomniejszenie rozmiaréw guzow piersi po zastosowaniu leku z grupy NLPZ, podczas gdy
W grupie zwierzat otrzymujacej placebo ogniska nowotworowe powickszyty sie o 180%. Celekoksyb
stosowany przez 6 tygodni, po uprzedniej indukcji guzow przez DMBA i ich 4-miesigcznym rozwoju,
réwniez wywotywat podobne efekty, powodujgc zmniejszenie objetosci guzow o 32%, podczas gdy
w grupie placebo ich rozmiary zwigkszyly si¢ o ponad 500% [44].

Alternatywna mozliwoscia wykorzystania inhibitorow COX-2 w leczeniu raka piersi jest terapia
adjuwantowa. W tym zakresie korzystnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ skojarzenie tych lekow

z taksanami, poniewaz cytostatyki te dzialaja jak induktory transkrypcji genu cyklooksygenazy typu 2,
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w wyniku czego moze dojs¢ do obnizenia ich sity dziatania. Dlatego tez, kombinacja inhibitora
COX-2 z taksolem potencjalnie moglaby przyczyni¢ si¢ do poprawy aktywnoSci
przeciwnowotworowej tego cytostatyku [44]. Inng mozliwoscia jest takze potaczenie inhibitora
COX-2 z inhibitorem aromatazy (np. letrozolem) w terapii nowotworéw hormonozaleznych lub

z trastuzumabem w nowotworach z nadekspresja HER2 [60].
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3. Analiza QSAR i dokowanie — opis metod i zastosowanie
3.1.  Wprowadzenie

Wspotczesne metody poszukiwania i badania nowych lekéw obejmuja analize zwiazkéw
chemicznych oraz substancji biologicznych pod katem wlasciwosci farmakologicznych,
toksykologicznych i fyzyko-chemicznych, ocenianych poprzez zastosowanie wielu roznorodnych
technik badawczych. Przez wiele lat ubieglego stulecia dominujace zastosowanie miaty badania
in vitro oraz in vivo. Z uptywem czasu, od drugiej potowy XX-tego wieku coraz wigksza rolg zaczety
odgrywa¢ rowniez metody badawcze in silico, okreslane czgsto jako komputerowe wspomaganie
projektowania lekow (CADD, z ang. Computer-Aided Drug Design) [72; 73].

Ciagly 1 intensywny postep inzynierii komputerowej, chemio- i bioinformatyki oraz rozwdj
strukturalnych baz danych dla biatek i malych molekut spowodowaty, ze metody CADD sg coraz
lepsze, doktadniejsze i wydajniejsze oraz stanowig coraz czgsciej wykorzystywane narzedzie pracy
w wielu przyrodniczo-$cistych dziedzinach wspoétczesnej nauki, np. w farmacji, toksykologii, biologii
molekularnej, rolnictwie czy chemii [72—74].

Wspotczesne metody in silico utatwiaja i przyspieszaja opracowanie docelowej struktury
nowych, potencjalnych ,kandydatow” na leki sposrod milionéw zwigzkow dostepnych w bazach
danych poprzez optymalizacj¢ ich budowy pod katem oddziatywania z receptorem. Etap ten pozwala
obnizy¢ koszty i czas trwania dtugiego procesu projektowania nowego leku.

Metody CADD wykorzystujg réznego typu zaleznos$ci migdzy wlasciwosciami biologicznymi
i fizyko-chemicznymi potencjalnych lekow, tzw. ligandéw oraz ich terapeutycznych celow, czyli
receptorow, ktorymi sa makromolekuly zaangazowane w dany proces chorobowy np. enzymy,
receptory na btonach komérkowych.

Powszechnie stosowang metoda CADD w farmacji i toksykologii jest analiza QSAR
(ang. Quantitative Structure — Activity Relationships). Jest to metoda polegajgca na analizie zalezno$ci
miedzy aktywno$cia biologiczng ligandow dla danego receptora, a ich wiasciwosciami fizyko-
chemicznymi (RYCINA 3.1) [73; 75]. Za poczatek rozwoju tej metody in silico uwaza si¢ publikacje
21962 roku autorstwa Hanscha iwsp. =zatytutowang: Correlation of Biological Activity of
Phenoxyacetic Acids with Hammett Substituent Constants and Partition Coefficients (Nature 1962;
194: 178-180) [73; 76].

Dzigki analizie QSAR mozliwe jest okreslenie, ktore wlasciwosci ligandow maja najwigkszy
wplyw na ich aktywno$¢ oraz wyznaczenie matematycznego modelu tej zaleznosci — w postaci

réwnania o dwoch lub wigcej zmiennych.

Ogo6lny wzor tego rownania jest nastepujacy:

aktywnos¢ biologiczna = f (struktura i/lub wlasciwosci fizyko-chemiczne)
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Inng, ogodlng postac tego rownania mozna przedstawic jako:

Y =a Xy +axXo +asXz+.. .+ aXp+ C

gdzie:

Y — aktywnos¢ biologiczna liganda (zmienna zalezna)

a — wspolczynnik

X — parametr fizyko-chemiczny (deskryptor) liganda (zmienna niezalezna)
C —stata

QSAR

| Wiasciwosci fizyko-chemiczne ligandow wzorcowych i badanych (deskryptory) |

| T

| strukturalne | |topologiczne | | elektrostatyczne || termodynamiczne| | przestrzenne |

!

| Aktywno$¢ biologiczna ligandow wzorcowych wobec receptora — wyznaczona doswiadczalnie |

Model treningowo - testowy
(zbidr ligandow wzorcowych
— zwiazki o znanej aktywnosci biologicznej)

| Analiza zaleznosci aktywnos¢ — deskryptory (ligandy wzorcowe) i wyznaczenie rownania |

Okreslenie warto$ci predykcyjnych
na podstawie rownania i deskryptorow
dla ligandéw badanych (nowe zwiazki)

| Predykcyjna aktywno$é biologiczna ligandow badanych wobec receptora |

Synteza chemiczna
+ badania empiryczne in vitro i in vivo

| Doswiadczalna weryfikacja aktywnosci biologicznej ligandow badanych |

RYCINA 3.1
Ogolny schemat idei badania QSAR.

W badaniach eksperymentalnych aktywno$¢ biologiczna ligandow oznaczana jest z reguly jako
[73-75; 77]:

° C (stezenie liganda, przy ktérym wykazuje okreslong aktywnos¢ biologiczng wobec receptora),
. Ki (stala inhibicji, stopien powinowactwa liganda do receptora),
. ICso (stezenie inhibitorowe liganda, ktore powoduje 50% zahamowanie aktywnos$ci receptora),

. ECso (stezenie efektywne liganda, ktore powoduje 50% zmiane aktywnosci receptora),
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. EDso (dawka efektywna ligandu, ktora powoduje 50% zmiang aktywnosci receptora),

. Kmn (stata Michaelisa: stezenie liganda, przy ktorym aktywnos$¢ receptora wynosi 50%
aktywnosci maksymalnej);

- lub jako logarytmy tych wartosci (log C, log K, log 1Cso, log ECso, log EDso, log Knm),

- lub jako logarytmy z odwrotnosci tych wartosci (log 1/C, log 1/K;, log 1/1Cso, log 1/ECsy,
log 1/EDso, log 1/Km),

- lub jako ujemne logarytmy z tych wartosci (pC, pKi, pICso, PECso, PEDso, pKm).

Parametry fizyko-chemiczne przedstawiane sa natomiast w postaci liczbowej za pomoca

odpowiednich deskryptorow, ktorych opis przedstawiono w ROZDZIALE 3.4.
3.2. Wady i zalety analizy QSAR

Analiza QSAR, jak kazda metoda badawcza, ma swoje zalety oraz wady, ktore nalezy

uwzglednia¢ podczas wykorzystywania tej metody jej w codziennej pracy badawcze;j.

Zalety analizy QSAR [75; 78]:

. utatwia wyciaga¢ wnioski w zakresie mechanizméw interakcji ligandéow z receptorem,

. pozwala przewidywaé aktywno$¢ niezbadanych jeszcze zwiazkéw oraz ulatwia wybor
potencjalnie najlepszych ligandow do syntezy chemicznej i analizy eksperymentalnej in vitro
i invivo,

. dostarcza informacji o najkorzystniejszych modyfikacjach struktury ligandow w celu
zwickszenia ich aktywnosci,

. porzadkuje i grupuje ligandy pod wzgledem ich aktywnos$ci oraz cech fizyko-chemicznych,

. ilosciowe okreslenie zalezno$ci miedzy struktura a aktywnoscia pomaga zrozumieé¢ wplyw
zmian struktury ligandow na ich aktywno$¢ wobec danego receptora, co nie jest proste przy
zwyklej analizie matematycznej duzej liczby wygenerowanych danych,

. umozliwia redukcje kosztow oraz przyczynia si¢ do przyspieszenia rozwoju nowych lekdéw
(aspekt ekonomiczny),

. zmniejsza konieczno$¢ i ilo$¢ analiz eksperymentalnych in vitro i in vivo na liniach
komorkowych i zwierzetach, a niekiedy daje mozliwosc ich zastgpienia badaniem in silico
(aspekt etyczny),

. poprzez zmniejszenie ilo$ci analiz eksperymentalnych nastepuje redukcja zuzycia odczynnikow

chemicznych i materialow biologicznych (aspekt srodowiskowy i ekologiczny).
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Wady analizy QSAR [75; 78]:

3.3.

mozliwo$¢ uzyskania fatszywej zaleznosci struktura-aktywno$¢ poprzez zbyt silne uzaleznienia
wynikow od danych biologicznych, ktore ze swej natury sg przedmiotem znacznego bledu
doswiadczalnego,

badania do$§wiadczalne, na wynikach ktorych oparta jest analiza QSAR, moga by¢ nie w pehni
prawidtowo zaprojektowane i wykonane, przez co uzyskane wyniki moga nie odzwierciedla¢
faktycznej aktywnosci ligandow. Moze to prowadzi¢ to fatszywych wynikow prognozowania
aktywnosci dla nowych ligandow,

w przypadku zastosowania zbyt matego zbioru zwiazkdéw treningowych (wzorcowych) istnieje
ryzyko, ze uzyskanych wynikéw nie bedzie mozna z duza pewnoscia wykorzysta¢ do wskazania
nowych zwigzkoéw o najwickszej aktywnosci,

wiele parametréw fizyko-chemicznych jest ze soba silnie skorelowanych krzyzowo, dlatego
zastosowanie zmiennych lub kombinacji zmiennych o niskiej korelacji wzglgdem siebie moze
prowadzi¢ do uzyskania nieprawdziwych wynikow,

analiza dwuwymiarowa (2D QSAR) jest niewystarczajaca do ustalenia struktury nowych
zwigzkow o wyzszej aktywnosci, gdyz moga one mie¢ takg samg wartos¢ kluczowych
deskryptorow,

w przypadku stosowania technik trojwymiarowych (3D QSAR) obliczone parametry moga by¢
niedoktadne, szczegdlnie gdy nie jest znana struktura przestrzenna oddziatywania wzorcowych
ligandow z receptorem,

konieczno$¢ stosowania specjalistycznego oprogramowania, czgsto wymagajacego wykupienia

licencji oraz sprzgtu komputerowego o wysokiej wydajnosci obliczeniowe;.

Zastosowanie analizy QSAR we wspoélczesnej nauce

Jak wspomniano wyzej, analiza QSAR znajduje coraz wigksze i szersze zastosowanie w wielu

dziedzinach nauki. W przypadku farmacji, toksykologii i chemii wykorzystuje si¢ ja do roznych
celow, jak np. [74; 75; 78]:

przewidywanie aktywnosci biologicznej nowych zwigzkéw o optymalnych wiasciwosciach
farmakodynamicznych i farmakokinetycznych,

przewidywanie zakresu i sily interakcji nowych zwiazkow z receptorami, enzymami,
przewidywanie parametrow farmakokinetycznych nowych zwigzkéw, a w szczegodlnosci
mozliwych szlakow ich metabolizmu pod wptywem izoform cytochromu P450,

pomoc w okreslaniu interakeji in vivo migdzy lekami a nowy zwiazkami,

przewidywanie wlasciwosci mutagennych i cytotoksycznych nowych zwigzkow,
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. przewidywanie wlasciwosci toksycznych wobec ludzi oraz stopnia narazenia, w tym narazenia
zawodowego,

. przewidywanie wlasciwosci toksycznych wobec roznych gatunkow zwierzat i roslin,

. identyfikacja zwigzkéw szkodliwych i niebezpiecznych dla ludzi i $rodowiska na wczesnym

etapie projektowania nowych lekow,

. udziat rozwoju réznego typu nowych zwigzkow o réznorodnym zastosowaniu, np. zwigzkow
powierzchniowo czynnych, barwnikow, aromatow,

. przewidywanie wlasciwosci biobdjczych nowych pestycydoéw lub herbicydow,

. przewidywanie losow nowych zwigzkéw po uwolnieniu do srodowiska.

3.4.  Deskryptory molekularne

Kluczowymi elementami warunkujacymi przeprowadzenie analizy QSAR sa:

. znajomo$¢ aktywno$ci Dbiologicznej zwiazkow wzorcowych, uzyskana w badaniach
empirycznych i wyrazona za pomoca odpowiednich warto$ci,

oraz

. znajomos$¢ wilasciwosci fizyko-chemicznych zwiazkow wzorcowych i zwigzkow badanych,

ktére opisane sa w postaci tzw. deskryptoréw molekularnych.

Deskryptor molekularny stanowi matematyczne (liczbowe) przedstawienie danej wlasciwosci
fizyko-chemicznej zwigzku, otrzymane w wyniku okreSlonego sposobu postepowania
wykorzystujacego budowe zwigzku lub okreSlone badanie eksperymentalne. W zwigzku z tym
deskryptor molekularny jest wynikiem logicznej i matematycznej procedury przetwarzajacej
chemiczne dane zakodowane w strukturze i wlasciwosciach zwigzku w uzyteczng liczbe lub jest
wynikiem doswiadczen [79; 80].

Inaczej moéwiac, szereg cech zwiazku jak np.: masa czasteczkowa, rozmiar czasteczki, moment
dipolowy, polaryzowalnos$¢ czy rozpuszczalno$¢ w wodzie i thuszczach jest przestawione w formie
liczb wraz z odpowiednimi jednostkami.

Znajomos$¢ wartosci deskryptorow molekularnych jest niezbedna do przeprowadzenia analizy
statystycznej i stworzenia réwnania ilo$ciowo opisujacego zalezno$¢ struktura-aktywnos¢, czyli
QSAR.

Za pierwsze deskryptory molekularne uwaza si¢ liczbg Platt’a (Platt number, F) oraz wskaznik

Wiener’a (Wiener index, W), ktore zostaly zdefiniowane w 1947 roku [80; 81-83].
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3.4.1. Podzial deskryptoréw molekularnych

Zgodnie z przedstawiona definicja, deskryptory molekularne dzieli si¢ na dwie grupy [75]:
doswiadczalne (eksperymentalne), np. logP, logD, elektryczny moment dipolowy,
refraktywnos¢ molowa, wspotczynnik refrakcji, stata Hammetta, parametr steryczny Tafta;
teoretyczne (wyliczone na podstawie symbolicznego przedstawienia czasteczki), np. masa
czasteczkowa, liczba atoméw danego typu, liczba wigzan rotowalnych, wskaznik Wiener’a,

topologiczna polarna powierzchnia czasteczki, polaryzowalnos$¢ czasteczkowa.

Inny podziat deskryptorow obejmuje cztery zasadnicze grupy ze wzgledu na charakter

wilasciwosci, ktore opisuja [79; 80]:

strukturalne i topologiczne — liczbowo opisuja struktur¢ i budowg plaska (2D) czasteczki

zwigzku, jej masg, utozenie wigzan wzgledem siebie, ilos¢ wigzan wodorowych,

np.: liczba atoméw, masa czasteczkowa, liczba pierScieni aromatycznych, liczba atoméw
wodoru 1 heteroatoméw, liczba wigzan pojedynczych (rotowalnych), ilos¢ grup
funkcyjnych, wskaznik Wiener’a, ilo$¢ donoréw i akceptoréw wigzan wodorowych, parametr
steryczny Tafta Es topologiczne pole powierzchni polarnej TPSA,

elektronowe — liczbowo opisuja rozmieszczenie elektrondéw i tadunku w czgsteczce zwigzku,

np. tadunek catkowity, elektryczny moment dipolowy, polaryzowalno$¢, energia orbitali
molekularnych HOMO i LUMO, stata Hammetta o, wspotczynniki indukcyjne i rezonansowe;

termodynamiczne — liczbowo opisujg energie czasteczki zwiazku i jej konwersje, wlasciwosci

hydrofilowe i hydrofobowe,

np.: wspotczynnik podziatu n-oktanol : woda logP, rozpuszczalnos¢ w wodzie logs,
hydrofobowos¢ podstawnikow zx, refraktywno$¢ molowa MR;

geometryczne — liczbowo opisujg budowe ptaska (2D), ksztatt i budowe przestrzenng (3D)
czasteczki zwigzku,

np.: objetos¢ molekularna, moment bezwladnosci, pole powierzchni, pole powierzchni
dostepnej dla rozpuszczalnika SASA, tréjwymiarowe pole powierzchni polarnej 3D PSA, pole
powierzchni Van der Waals’a VAWSA.

Oprocz podanych powyzej podstawowych deskryptorow stosowanych jest jeszcze wiele tysiecy

innych, w tym réwniez ztozonych deskryptoréw, opartych m.in. na analizie konformacyjnej, utozeniu

i oddzialywaniu przestrzennym czasteczek wzgledem siebie lub zastosowaniu teorii grafow w

odniesieniu do polgczen migdzyatomowych. Deskryptory tego typu stosowane sg gldwnie

w trojwymiarowej analizie QSAR (3D QSAR).
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3.4.2. Opis podstawowych deskryptoréw molekularnych stosowanych w analizie QSAR

Masa czasteczkowa (MW, z ang. molecular weight)

Jest to masa jednej czasteczki zwigzku chemicznego, obliczana jako suma mas atomowych
tworzacych ja atomow.

Jednostkg bezwzglednej masy czasteczkowej w uktadzie SI jest kg. Jednakze znacznie powszechniej,
rowniez w analizie QSAR, masa czasteczkowa wyrazana jest w postaci wzglednej w jednostkach
masy atomowej U (z ang. unit; réwnej /1, masy atomu izotopu wegla *2C) lub Da (daltonach).
Liczbowo masa czasteczkowa i masa molowa sa takie same, ale masa molowa jest wyrazana w g/mol

[80; 84].

Ilo$¢ donoréw wiazan wodorowych (HBD) / ilo$¢ akceptoréw wiazan wodorowych (HBA)

(z ang. H-bond donors / H-bond acceptors)

Parametr okre$la ilo$¢ ugrupowan zdolnych do tworzenia mostkéw wodorowych w kompleksach. Jest
to parametr bezwymiarowy.

Donorami protonu wodoru (HBD) w wigzaniach wodorowych moga by¢ np. grupa hydroksylowa
(-OH), aminowa (-NHy), tiolowa (-SH), halogenowodor (XH) oraz ugrupowanie (-CHy).

Z kolei akceptorami protonu wodoru (HBA) moga by¢ wszystkie atomy silnie elektroujemne takie jak
np. fluor, azot, tlen, a takze siarka i pozostale atomy z grupy chlorowcéw, a takze uklady
n-elektronowe wystepujace w nienasyconych zwiazkach organicznych.

Klasyczne, silne wigzanie wodorowe posiada dhugo$é ok. 1,5 A, stabsze mogg mie¢ dlugoéé nawet

do 3,0 A [80; 84].

Wspétczynnik podziatu (logP, z ang. partition coefficient)

Jest to logarytm stosunku stgzen rownowagowych niezjonizowanych form danego zwigzku
chemicznego w dwoch niemieszajacych si¢ cieczach (fazach). Zazwyczaj do wyznaczania wartoSci

logP stosowane sa woda i n-oktanol [80; 84]:

[stezenie niezjonizowanej formy zwiazkul p—akranol
|OgP - |Og ( L n—o ano)

[stezenie niezjonizowanej formy zwiazkul ywoda

logP jest miarg hydrofobowosci (liofilowosci) zwigzku i koreluje z jego zdolnoscig do przenikania
przez btony biologiczne, w tym przez barier¢ krew-mozg, co ma istotne znaczenie W odniesieniu
do lekow stosowanych w schorzeniach osrodkowego uktadu nerwowego [85].

logP jest to parametr bezwymiarowy. Jego warto$¢ wyznaczong doswiadczalnie mozna poréwnac
z warto$cig obliczong za pomoca algorytméw wykorzystywanych przez programy do analizy QSAR,

ktore szacuja jego warto$¢ w oparciu o budowe chemiczng danego zwigzku, rodzaj i ilo$¢ atomow
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roznego typu czy rodzaj grup funkcyjnych obecnych w czgsteczce (RYCINA 3.2). Parametr logP
uzyskany w wyniku takich obliczen, w zaleznosci od uzytej metody, nosi nazwe np. AlogP, ClogP,

MlogP lub milogP [86; 87].

10 ¢

logP (wartos$¢ predykcyjna)
n

logP (warto$¢ do$wiadczalna)

n = 12202 zwiagzkéw, r> = 0,944, r = 0,972, odchylenie standardowe dla logP = 0,428

RYCINA 3.2
Poréwnanie korelacji migdzy logP (warto$¢ do§wiadczalna) a logP (warto$¢ predykcyjna) [87].

Reguta Lipinskiego (,,reguta pieciu”) [84]

Wymienione wyzej cztery deskryptory (MW, HBD, HDA, logP) wiaze ze soba tzw. ,regula pigciu”
stworzona przez Lipinskiego i wsp. W 1996 roku, ktéra powszechnie wykorzystywana jest przy
projektowaniu i ocenie nowych zwigzkow chemicznych jako potencjalnych kandydatow na leki
podawane droga doustna. ,,Reguta pieciu” stuzy do jako$ciowego przewidywania stopnia wchianiania
i przenikalno$ci zwigzkéw chemicznych, co miedzy innymi warunkuje ich pozadane wiasciwos$ci
farmakokinetyczne. Reguta ta nie okresla stopnia i sity aktywnos$ci farmakodynamicznej przysztych
lekow.

Reguta Lipinskiego sformutowana zostala w oparciu o analize wiasciwosci fizyko-chemicznych
i farmakokinetycznych lekow podawanych doustnie i stwierdzenie, ze wigkszo$¢ z tych lekow to mate
i lipofilowe czasteczki. Na tej podstawie okreslono graniczne warto$ci czterech deskryptorow, jakimi

powinny charakteryzowac¢ si¢ nowe czasteczki, tj:
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° masa czasteczkowa: MW < 500 Da

. wiasciwosci lipofilne: ClogP <5 (MlogP < 4,15)

° suma donorow wigzan wodorowych (suma wigzan -NH i -OH): HBD <5

. suma akceptoréw wigzan wodorowych (suma atoméw N i O): HBA <10

Przewiduje sig, ze zwiazki cechujace si¢ takimi wartosciami powinny wykazywa¢ doba wchtanialnosé
i przenikalno$¢ przez btony biologiczne.

Dopuszcza si¢ przypadki, gdy warto$¢ nie wigcej niz jednego z parametrow jest przekroczona.
Obecnie istnieja rowniez modyfikacje tej reguly, uwzgledniajace zmiang wartosci
czterech podstawowych deskryptoréw oraz dodanie innych deskryptoréw jak MR, TPSA, ilo$é

atomoOw [88] oraz ilos¢ wigzan rotowalnych [89].

Wspétezynnik dystrybucji (logD, z ang. distribution coefficient)

Jest to logarytm ze stosunku sumy stezen wszystkich form zwigzku (zjonizowanej i niezjonizowanej)
w kazdej z dwoch niemieszajacych si¢ cieczy (faz), zalezny od wartosci pH fazy wodnej. Zazwyczaj
do wyznaczania wartosci logD stosowane sg woda i n-oktanol. Dla substancji nie ulegajacych jonizacji
wspotczynnik dystrybucji logD réwny jest wspotczynnikowi podziatu logD.

logD jest to parametr bezwymiarowy [80]:

[stezenie niezjonizowanej formy zwiazkul ;—akranol
IogDzlog( T )

[stezenie niezjonizowanej + zjonizowanej formy zwiazku] 1oda

Refraktywno$é molowa (MR, z ang. molar refractivity)

Parametr ten wigze wspotczynnik zatamania swiatta (wlasciwosci elektronowe) z objetoscia czasteczki
(wlasciwosci  strukturalne) i okresla wielkos¢ polaryzacji jednego mola substancji w polu
elektromagnetycznym. Parametr ten jest zdefiniowany przy pomocy réwnania Lorentza-Lorentza
[80; 90]:

gdzie:

N — wspotczynnik zatamania $wiatta (wspolczynnik refrakcji)
M — masa molowa

d — gestos¢ osrodka (cieczy)

Jednostkg refraktywnosci molowej w uktadzie SI jest m*kmol. Dla wigkszo$ci znanych zwiazkow
chemicznych jej warto§¢ zawiera si¢ w granicach 10-50 cm*/mol. Dla zwigzkéw polarnych lub o

wysokiej polaryzowalnosci warto$¢ MR jest duza.
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W analizie QSAR warto$¢ MR czesto dzielona jest przez 10 w celu zblizenia zakresu jej wartosci do
zakresu warto$ci logP i innych klasycznych deskryptorow [90].

Parametr ten jest wielkoscia addytywna, dla zwiazku chemicznego refraktywnos$¢ jest suma
refraktywnosci poszczegélnych atomow oraz refraktywnosci grup atomow i wigzan. Zalezy on
rowniez od sposobu rozmieszczenia i rodzaju wigzan migdzy atomami, temperatury, cisnienia, rodzaju
i gestosci o$rodka przez ktory przechodzi promieniowanie $wietlne oraz dtugosci fali $wietlnej, dla

ktorej jest wyznaczana warto$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta [80].

Elektryczny moment dipolowy (u, Z ang. electric dipole moment)

Jest to wektorowa wielko$¢ fizyczna, ktora okresla wartos¢ iloczynu tadunku i odlegtosci miedzy
biegunami w czasteczce dwubiegunowe;.
Elektryczny moment dipolowy obrazuje neutralny uklad wielu tadunkéw w przestrzeni, ktérego

tadunek wypadkowy jest zerowy: »; q; = 0. Momentem dipolowym takiego uktadu jest wektor [80]:
H=2i0:T

gdzie:
r; jest wektorem potozenia tadunku q;

Jednostka elektrycznego momentu dipolowego w uktadzie SI jest C-m. Z kolei do opisu momentu
dipolowego czasteczek w analizie QSAR stosuje si¢ jednostke debaj D (1 D = 3,33564 * 10°%° C-m)
[80].

Liczba wigzan pojedynczych (rotowalnych) (RBN, z ang. number of rotatable bonds)

Jest to parametr topologiczny, ktory wskazuje na stopien gigtkosci i rozgatezienia czasteczki. Wyraza
on ilo$¢ wigzan pojedynczych pomiedzy nie-terminalnymi atomami ciezkimi (tj. nie-wodorami). Przy
zliczaniu wiagzan rotowalnych pomijane sa wigzania amidowe (rezonans chemiczny miedzy atomami
O=C-N <« "O-C=N" nadaje wigzaniu C-N cze$ciowo charakter wigzania podwdjnego o wysokiej
energii, co uniemozliwia rotacj¢) oraz wigzania w pier§cieniach aromatycznych. Jest to parametr
bezwymiarowy [80; 89; 91]

Stanowi bardzo dobry deskryptor dla biodostepnosci lekéw podawanych doustnie [89].

Polaryzowalno$¢ czasteczkowa (o, z ang. molecular polarizability)

Jest to wielko$¢ wyrazajaca zdolno$¢ do zaburzenia rozktadu gestosci elektronowej wokodt jader
atomowych oraz zmiany geometrii czasteczek pod wptywem zewngtrznego pola elektrycznego, czego
konsekwencja jest tworzenie elektrycznych dipoli elektrycznych.

Stanowi ona wspotczynnik proporcjonalnosci migdzy natezeniem zewnetrznego pola elektrycznego

a indukowanym przez to pole elektrycznym momentem dipolowym:
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R
Il
= E

gdzie:

o, — polaryzowalnos$¢ czasteczki

u — elektryczny moment dipolowy czasteczki

E — natezenie zewngtrznego pola elektrycznego

W jednostkach SI polaryzowalno$¢ czasteczkowa wyraza sie w C-m?-V?1 = A2-s%kg? ale czesciej,
rowniez w analizie QSAR stosuje si¢ jednostki objetosci cm® lub AS. Zwiazki o wiekszej
polaryzowalnosci wykazujg lepszg rozpuszczalnos¢ w wodzie.

Deskryptor ten koreluje z MR [80].

Suma polaryzowalnos$ci atomow (APOL, z ang. sum of atomic polarazabilities)

Analogicznie jak w przypadku polaryzowalno$ci czasteczkowej — jest to suma polaryzowalnosci
atomow w czasteczce, wlaczajac atomy wodoru. W odrdznieniu od polaryzowalnosci czasteczkowej
parametr ten nie uwzglednia polaryzowalnosci wigzan migdzy atomami.

W jednostkach SI polaryzowalno$é atomowa wyrazana jest w C-m?-V?! = A2s*kg? ale czesciej,

rowniez w analizie QSAR stosuje sie jednostki objetosci cm?® lub A3 [80].

Topologiczna polarna powierzchnia czasteczki (TPSA, z ang. topological polar surface area)

Zdefiniowana jest jako suma polarnych powierzchni Van der Waals’a atomow w czasteczce (zwykle
tlenéw 1 azotéw wraz z odpowiadajacymi im wodorami) i obliczana jest za pomoca metodologii
opracowanej przez Ertla i wsp. [92].

TPSA stanowi bardzo dobry deskryptor charakteryzujacy wchianianie lekow przez przewod
pokarmowy, ich biodostgpno$¢ oraz przenikalnos$¢ przez bariere krew-mozg [80].

Warto$¢ tego deskryptora wyrazana jest jednostce powierzchni A% Uwaza sig, ze zwigzki posiadajgce
TPSA <140 A% powinny wykazywa¢ dobrg przenikalnoéé przez btony biologiczne oraz wchtanialno§é
z przewodu pokarmowego. W przypadku wickszosci lekow dziatajacych na osrodkowy uktad

nerwowy warto$¢ tego parametru nie przekracza 70 A? [89].

Wskaznik Wiener’a (W, z ang. Wiener index)

Definiowany jest jako suma najkrotszych potaczen (tzw. $ciezek) miedzy wszystkimi mozliwymi
parami cigzkich atomoéw znajdujacych si¢ w czasteczce. Charakteryzuje on stopien przestrzennego
rozgalezienia zwiazku, np. dla czasteczki n-butanu W=10, a dla izobutanu W=9 [80].

Parametr ten koreluje m.in. z VAWSA oraz temperaturami wrzenia n-alkanow [81-83; 93].

Powierzchnia VVan der Waals’a (VdWSA, z ang. Van der Waals surface area)

Stanowi sume teoretycznych powierzchni atoméw w czasteczce, wyliczang w oparciu o promienie
Van der Waals’a dla poszczeg6lnych atomow (RYCINA 3.3) [94].

Warto$¢ tego deskryptora wyrazana jest jednostce powierzchni A2 [80].
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promien czasteczki
rozpuszczalnika
(np.woda =14 A

N
N

\
. VdWSA SASA
rozpuszczalnik

(np. woda)

RYCINA 3.3

Obrazowe przedstawienie ro6znicy miedzy sposobem wyznaczania powierzchni czasteczki,
powierzchni Van der Waals’a (VAWSA) — kolor czerwony oraz powierzchni dostepnosci
rozpuszczalnika (SASA) — kolor zielony [94].

3.5.  Analiza 2D QSAR

Intensywny rozwoj analizy QSAR trwa juz ponad 50 lat. Przez ten czas doszto do ewolucji
stosowanych metod komputerowych oraz podejscia do problematyki zwigzanej z projektowaniem
nowych lekow o coraz lepszej aktywnosci biologicznej i wigkszym bezpieczenstwie stosowania.

Nadal istotnym i podstawowym, ale nie jedynym, sposobem wyznaczania zalezno$ci miedzy
aktywnoscig biologiczng a strukturg i wlasciwosciami fizyko-chemicznymi zwigzkow chemicznych
jest klasyczna analiza QSAR, zwana tez dwuwymiarowa analiza QSAR (2D QSAR).

Glownym zadaniem analizy 2D QSAR jest wygenerowanie rownania, ktére najdoktadniej jak to
mozliwe begdzie opisywac zalezno$¢ aktywnos$ci biologicznej ligandéw od wartosci poszczegdlnych
deskryptorow opisujacych ich jedno- i dwuwymiarowa strukture oraz podstawowe wlasciwosci.

Najczesciej poszukuje sie rownania liniowego — tzw. rownania Hanscha, ktérego ogdlng postac

zaprezentowano w ROzDZIALE 3.1, tj:
Y =a Xy +axXo+asXzs+...+aXp+ C

Niezbednym elementem w tej analizie jest wyznaczenie wartosci wspotczynnikow a; dla

poszczegdlnych deskryptorow Xi wspottworzacych rownanie.

Ponadto nalezy okresli¢ inne parametry robwnania prostej, tj. [75; 95; 96]:
. R? lub r? (squared correlation coefficient):
— kwadrat wspotczynnika korelacji (pozadana warto§¢ wynosi >0,75)

— opisuje jako$¢ dopasowania modelu QSAR
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° Q? lub g? (squared cross-validation correlation coefficient):
- kwadrat wspotczynnika korelacji wyznaczony za pomocg krzyzowej walidacji (pozadana
warto$¢ wynosi >0,5),
— opisuje moc predykcyjng modelu QSAR,;
o F (Fisher value):
Fm:or 005 = (DF *R?)/[(1 - R?) *m]
m —ilo$¢ deskryptorow/zmiennych

DF — ilo$¢ stopni swobody

- warto$¢ wyznaczana z testu Fishera (pozadana warto$¢ jak najwyzsza),
- okresla poziom istotnosci statystycznej modelu QSAR,
— jej wartos¢ maleje wraz ze zwigkszeniem ilo$ci deskryptorow/zmiennych,
— okresla stopien mozliwos$ci ,,przenoszenia” uzyskanych wynikow QSAR do innego
zestawu danych;
o p (probability value):
- warto$¢ prawdopodobienstwa dla wspolczynnikow poszczegélnych deskryptorow
(z reguty wyznaczana dla 95% poziomu istotnosci statystycznej);
° DF (number of degrees of freedom)
— ilo$¢ stopni swobody (z reguty prezentowana jako ilo$¢ obserwacji lub ilo$¢ analizowanych
zwiazkoéw — 2, n-2);
. Residual (Reszty):

- réznica miedzy wartoscig eksperymentalng a predykcyjng.

Istnieje kilka metod wyznaczenia réwnania liniowego 2D QSAR. Najczesciej stosowane sg

dwie metody regresji opisane ponize;j.
3.5.1. Prosta regresja liniowa

Prosta regresja liniowa (SLR, z ang. simple linear regression) jest najprostsza i najszybsza
metoda pozwalajacg okresli¢ iloSciowo zalezno$¢ SAR. W metodzie tej pod uwage brany jest
pojedynczy parametr opisany przy pomocy deskryptora (zmienna niezalezna) oraz aktywnos¢
biologiczna (zmienna zalezna) badanych zwiazkow. Calos¢ ma posta¢ roéwnania liniowego 2D QSAR
[75; 76; 96; 97]:

Y=aX+C
gdzie:

Y — aktywnos¢ biologiczna liganda (zmienna zalezna)

a — wspolczynnik

X — parametr fizyko-chemiczny (deskryptor) liganda (zmienna niezalezna)
C —stata

57



3. ANALIZA QSAR | DOKOWANIE — OPIS METOD | ZASTOSOWANIE

Na podstawie wyznaczonej krzywej liniowej okresla si¢ stopien korelacji migdzy zmienng X
i Y. Roéwnanie takie wykonuje si¢ osobno dla kazdego uzytego deskryptora. W ten sposob mozna
wytypowac, ktory deskryptor ma najwyzsza korelacje, a co za tym idzie moze najsilniej determinowac

aktywnos¢ biologiczna.
3.5.2.  Wielokrotna regresja liniowa

Wielokrotna regresja liniowa (MLR, z ang. multilinear regression) stanowi rozszerzenie metody
SLR. Jest podstawowym sposobem postgpowania matematycznego pozwalajacym na wygenerowanie
rownania liniowego 2D QSAR. MLR znana jest rowniez pod nazwa analizy Hanscha. W metodzie tej
liczba szukanych wspotczynnikoéw (a wiec i liczba zastosowanych deskryptoréw) wynosi co najmniej
dwa i musi by¢ znacznie mniejsza niz liczba zwigzkéw o znanej aktywnosci, do ktorych
dopasowywane sa obliczane dane. W praktyce jeden wspotczynnik/deskryptor powinien przypadac na
co najmniej pig¢ zwiazkdw, przy czym laczna ilo$¢ stosowanych wspotczynnikdéw/deskryptorow
Z reguty wynosi od 2 do 12. W ten sposdb mozna wytypowac, ktora kombinacja deskryptorow ma
najwyzsza korelacje, a co za tym idzie moze najsilniej determinowac aktywno$¢ biologiczng [75; 79;
96] .

Jednakze nalezy uwzgledni¢ uwage fakt, ze warto$ci wielu deskryptoréw moga by¢ ze soba
skorelowane, zatem nalezy unika¢ ich jednoczesnego stosowania, gdyz nie wplywa to istotnie na
zwigkszenie dokladno$ci obliczen. Problemy te mozna czg$ciowo oming¢ dzigki metodzie
pomocniczej (np. analizie czynnikow glownych), opisanej na kolejnych stronach.

Rownanie liniowe 2D QSAR wyznaczone metoda MLR ma posta¢ rownania Hanscha
(ROZDZIAL 3.5).

Rownanie Hanscha pozwala w warunkach in silico oceni¢ aktywno$¢ biologiczng zwigzkoéw
jeszcze niezbadanych w warunkach in vitro. Pozwala takze zaplanowaé synteze nowych zwigzkow
0 najbardziej pozadanych wiasciwosciach fizyko-chemicznych i biologicznych, gdyz utatwia doboér

podstawnikow celem uzyskania struktury nowych zwigzkow przed rozpoczgciem etapu syntezy.

3.5.3. Analiza czynnikow gléwnych

Problemy wtasciwego zastosowania metod regresji moga by¢ zwigzane z obecno$cia silnie
skorelowanych deskryptoréw, co moze utrudnia¢ wyznaczenie jak najlepszej zaleznosci aktywnosé-
struktura. Z tego wzgledu wykorzystuje si¢ dodatkowo inne metody matematyczne, ktore wspomagaja
obliczenia réwnan regresji. Do tych metod zalicza si¢ np. analiz¢ czynnikéw gldwnych.

Za pioniera metody zwanej Analiza czynnikéw gtéwnych (PCA, z ang. Principal Component
Analysis) uwaza sie Pearsona [97]. Istota metody PCA jest redukcja ilo$ci deskryptoréw opisujgcych

ilosciowo zalezno$¢ SAR poprzez zgrupowanie ich w tzw. czynniki gtowne (,,nowe” deskryptory).
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W tym celu tworzy si¢ macierz korelacji deskryptoréw, a nast¢pnie wyznacza si¢ z niej warto$ci
wiasne 1 wektory wlasne dla poszczegoélnych czynnikow gtownych, ktore sg liniowymi kombinacjami
oryginalnych deskryptoréw. Utworzona macierz korelacji stanowi iloczyn dwoch nowych macierzys, tj.
macierzy wynikow, T, i wag, P. Zawieraja one odpowiednio informacje o wlasciwosciach badanych

zwiazkach i zmiennych eksperymentalnych okreslajacych ich aktywnos¢ (RYCINA 3.4) [97-100].

n parametry n

a)

prébki

3

macierz danych X,

n

b)
X = X + X~
m
dane analityczne prawdziwy sygnat analityczny btad pomiarowy
c)
1 T2 . Tim ™
Ta1 1 e T T2
R= ™| Ry =
Tml Tm2 1 T'm

RYCINA 3.4

Schemat tworzenia i analizy macierzy korelacji danych [98; 99]

a) graficzne przedstawienie macierzy danych o m wierszach (nazywanych obiektami, prébkami lub
badanymi zwigzkami) i n kolumnach (nazywanych zmiennymi, deskryptorami lub parametrami),

b) poszczegodlne sktadowe macierzy danych X: prawdziwy sygnat analityczny i btagd pomiarowy,

¢) ogdlny wzor macierz korelacji X

d) schemat dekompozycji macierzy X na macierz wynikow T i macierz wag P z ewentualnym
uwzglednieniem macierzy bledow E.

W oparciu o uzyskane dane wybiera si¢ te czynniki gitowne, ktéore odpowiadajg kilku
najwickszym warto$ciom wilasnym i wariancjom dla macierzy korelacji. W praktyce wykorzystuje si¢
te czynniki, ktore tacznie wyjasniajg co najmniej 70-80% wariancji wszystkich deskryptordéw.
Czynnik glowny o najwigkszej wariancji jest reprezentantem tej grupy i nie wykazuje Korelacji
Z nastgpnymi czynnikami. Kolejne czynniki:

. sg rowniez wzajemnie nieskorelowane (majg ortogonalny charakter),
. sa definiowane tak, aby zmaksymalizowa¢ zmienno$¢, ktéra nie zostala wyjasniona przez

poprzedni czynnik.
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Wyniki przedstawiane sg tabelarycznie oraz graficznie w postaci uktadu wspotrzednych

[98; 99].

Ogolny model PCA przedstawiono ponize;j:

n n n n n
[ 1 —
P4 P2 Ps
= + + .., + +
m m m m m
Dane wyjsciowe t, t, t; Macierz reszt
X[m nj E[m.n]
n
= + + ., + +
m m
Dane wyjsciowe x[m.n](1 ) X[m‘n](Z) x[m‘n]{f) Macierz reszt
x[m n] S A E[m.n]
~
dane wyjsciowe zrekonstruowane z 1, 2, ..., f czynnikami giéwnymi

RYCINA 3.5
Model PCA o f czynnikach gtéwnych [98; 99].

Glowne zastosowania analizy czynnikéw glownych to [98-100]:

. redukcja liczby deskryptorow (zmiennych niezaleznych),

. wykrywanie zalezno$ci migdzy deskryptorami,

. weryfikacja wykrytych prawidtowosci 1 powiazan migdzy aktywno$cia a struktura
i wlasciwos$ciami fizyko-chemicznymi badanych zwigzkow,

. klasyfikacja badanych zwigzkéw w nowych przestrzeniach zdefiniowanych przez utworzone

czynniki.
3.5.4. Podsumowanie 2D QSAR

Analiza 2D QSAR nadal stanowi wazny element badan QSAR, ale w toku intensywnego
rozwoju nauk bioinformatycznych stracita pierwszenstwo na rzecz potilosciowej analizy SAR, jak
réwniez analizy 3D QSAR oraz jej dalszych rozszerzen, tj. 4D, 5D i 6D QSAR.

Obecnie stosowane regresyjne metody biomatematyczne, pozwalajace na wyznaczenie
zaleznosci migdzy biologiczna aktywnoscia a dwuwymiarowa strukturg zwigzkéow chemicznych,
traktowane sg jako element uzupehiajacy dla trojwymiarowych analiz SAR.

Zaletami tych metod jest dos¢ szybka mozliwos$¢ przetwarzania danych i okreslenie zaleznos$ci
SAR w odniesieniu do podstawowych danych dotyczacych struktury 2D i wtasciwosci fizyko-
chemicznych badanych zwigzkow. Obecne mozliwosci obliczeniowe komputerow sg znacznie
wigksze 1 wydajniejsze niz w przypadku sprzetu stosowanego jeszcze w XX wieku, co sprawia, ze
wspotczesne analizy 2D QSAR sg bardzo rozbudowane i obejmujg analiz¢ wielu setek i tysigcy
deskryptorow dla danego zestawu zwigzkow. Pozwala to na znalezienie ilosciowego SAR dla

deskryptorow wczesniej pomijanych w klasycznych analizach QSAR.
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Ponadto, na podstawie wyznaczonego réwnania Hanscha mozna okresli¢, ktore deskryptory i w
jakim stopniu mogg mie¢ najistotniejszy wplyw na aktywno$¢ biologiczng nowych zwiazkow
przeznaczonych do syntezy i weryfikacji w warunkach in vitro.

Jak kazda metoda badawcza, 2D QSAR ma rowniez wady, z ktorych najistotniejszg jest brak
uwzgledniania tréjwymiarowej struktury badanych zwigzkéw, ktora ma kluczowe znaczenie przy
okreslaniu przestrzennej interakcji ligandow z receptorem i jest nieoceniona przy ustalaniu struktury
przestrzennej nowych ligandéw, stad tak intensywny rozwdj metod 3D QSAR od lat 80-tych
ubiegtego wieku [75; 78; 101; 102].

3.5.5. Walidacja i kryteria akceptacji modelu 2D QSAR

Parametry predykcyjne modelu 2D QSAR oraz réwnanie Hanscha uzyskane dla badanych
zwigzkoéw treningowych wymagaja rowniez walidacji celem potwierdzenia poziomu dopasowania
wynikéw eksperymentalnych i prognozowanych oraz sily przewidywania aktywno$ci biologicznej
danego modelu. W tym celu stosuje si¢ metodg¢ statystyczna — tzw. krzyzowa walidacj¢ (ang. cross-
validation) [103; 104].

Metoda ta pozwala odpowiednio oceni¢ trafno$é prognostyczng dla utworzonego modelu 2D
QSAR. Jest ona szczegblnie uzyteczna, gdy model konstruowany jest z matego zestawu zwigzkoéw
treningowych (N < 20). Najpowszechniej stosowana jest walidacja krzyzowa 5-krotna lub typu
,wyrzu¢ jeden obiekt”, zwana rowniez LOO (ang. leave-one-out). Bez jej zastosowania nie mozna by¢
pewnym czy uzyskany model bedzie dobrze przewidywat wartosci prognostyczne dla nowych
zwigzkow, ktore nie sg wykorzystywane do jego konstruowania [103-105].

Przystepujac do walidacji krzyzowej, nalezy zestaw badanych zwigzkéw treningowych
podzieli¢ na k podgrup — zwigzki ,,uczace si¢” (k-1 podgrup) i zwigzki testowe (1 podgrupa). Laczna
ilo§¢ grup i walidacji czastkowych odpowiada krotno$ci zastosowanej walidacji, np. pie¢ podgrup
poddaje si¢ tacznie 5-krotnej czastkowej walidacji krzyzowej, wydzielajac na kazdym etapie
cztery podgrupy zwigzkow ,,uczacych sie” i jedng podgrupe zwigzkow testowych (RYCINA 3.6).

Walidacja czastkowa nr 1 -I | | | |
Walidacja czastkowanr2 [ [N | | |
Walidacjaczastkowanrd [ [ [N [ |

Walidacja czastkowa nr4 | | | ] || | podgrupa treningowa
Walidacja czastkowa nr5 | | | | [ [ podgrupa testowa

Laczna ilo$¢ podgrup =5

RYCINA 3.6
Schemat procedury walidacji krzyzowej 5-krotnej [105].
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Etapy postepowania dla k-krotnej walidacji krzyzowej sg nastepujace [103; 104]:

W pierwszym etapie wydziela si¢ jedng grupe zwiazkow testowych, dla ktorych oblicza sig
przewidywang aktywno$¢ — stuzg one do testowania modelu 2D QSAR.

Pozostate grupy tworza zestaw zwiazkoéw ,,uczacych si¢”, dla ktorych generowany jest model
i rownanie 2D QSAR.

w kolejnym etapie wydziela si¢ nastepng grupe zwigzkow testowych.

Pozostale grupy tworza nowy zestaw zwiazkow ,,uczacych sie”.

etapy powtarzane sg k-krotnie, a uzyskane wyniki sg usredniane w celu wyznaczenia ogdlnego
modelu i rownania 2D QSAR.

obliczane sg parametry statystyczne:

PRESS - przewidywana suma kwadratow reszt (z ang. predicted residual sum of squares)

PRESS = Efil(yi,test(pred] ~ Vitest(obs) )2

gdzie,
Vitestpred) —  przewidywana aktywno$¢ biologiczna dla i-tego zwigzku testowego
(nie tworzacego modelu), wyznaczona z rownania 2D QSAR
Vitestobsy — doswiadczalnie wyznaczona aktywno$¢ biologiczna dla i-tego zwigzku testowego

(nie tworzacego modelu)

R%pred — przewidywany wspolczynnik determinacji, inaczej kwadrat wspolczynnika korelacji (z
ang. squared correlation coefficient, coefficient of determination)

2
E?]::_{}’i(pred) - l-’i(obs})

R2pred =1- =
E;q:j_{yil:ohsj —f’njohs)}

gdzie,

Yipred)— Przewidywana aktywnos¢ biologiczna dla i-tego zwigzku treningowego, wyznaczona
z réwnania 2D QSAR

Yiobs) — doswiadczalnie wyznaczona aktywno$¢ biologiczna dla i-tego zwigzku treningowego

Jobs) — doswiadczalnie wyznaczonej aktywnosci biologicznej dla wszystkich zwigzkoéw
treningowych

Q? — kwadrat wspotczynnika korelacji dla réwnania modelowego uzyskanego metoda
krzyzowej walidacji (z ang. squared cross-validation correlation coefficient)

PRESS

Q2:1_

z
E;q:j_{yil:ohsj —f’njohs)}

gdzie,

Yiobs) — doswiadczalnie wyznaczona aktywnos¢ biologiczna dla i-tego zwigzku treningowego

Jobs)y — Srednia arytmetyczna do§wiadczalnie wyznaczonej aktywnosci biologicznej dla
wszystkich zwigzkow treningowych
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Kryteria akceptacji predykcyjnego modelu 2D QSAR [103; 104]:
1. Wspotczynnik determinacji R%preq:
. okresla w jakim stopniu model 2D QSAR wyjasnia zmienng zalezng Y (aktywnos$¢
biologiczna) za pomocg zmiennych niezaleznych X (deskryptory) ;
. jego warto$¢ miesci sie w zakresie 0 < R%yea< 1;
. im wyzsza warto§¢, tym model jest lepiej dopasowany pod katem rodzaju i ilosci
deskryptorow, ktore objasniaja aktywnos¢ biologiczna,
. stanowi wskaznik jako$ci dopasowania predykcyjnego modelu 2D QSAR;

. pozadana dolna warto$¢ w badaniach QSAR wynosi 0,5.

2. Kwadrat wspotczynnika korelacji Q?:

o okresla zdolno$¢ i moc prognozowania modelu 2D QSAR w odniesieniu do nowych

zwiazkow;

o jego warto$¢ miesci sie w zakresie Q?< 1;

. im wyzsza warto$¢, tym prognoza aktywnos$ci biologicznej nowych zwigzkow jest
silnigjsza;

. pozadana dolna warto$¢ w badaniach QSAR wynosi 0,5;
. warto$¢ ujemna $wiadczy o ztych parametrach modelu — konieczno$¢ dokonania zmiany

deskryptorow i ich liczby oraz wykonania ponownych obliczen.

3. Roéznica miedzy warto$cig R%yreq @ Q? nie powinna przekraczaé 0,3.

Wigksza rdznica wskazuje na zbyt duzg liczbe deskryptorow uzytych do stworzenia modelu.

3.6. Inne metody QSAR

Klasyczna analiza QSAR data podstawy do dalszego, intensywnego rozwoju kolejnych technik
obliczeniowych, ktore uwzgledniaja rzeczywistg, trojwymiarowsg strukture czasteczek, ich
przestrzenng zmienno$¢ oraz sposob oddzialywania z receptorem i czgsteczkami rozpuszczalnika,
gtownie wody. Za prekursora rozwoju tych metod uznawany jest Cramer, ktory w 1988 roku
opublikowat przetomowsa prace pt. ,, Comparative molecular field analysis (COMFA). 1. Effect of
shape on binding of steroids to carrier proteins” (J. Am. Chem. Soc., 1988, 110 (18), 5959-5967),
w ktorej opisat zastosowanie metody CoMFA do okreslenia wptywu budowy steroidow na ich
zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkami no$nikowymi [101; 102].

Metoda CoMFA (ang. Comparative Molecular Field Analysis) jest najstarsza i jednocze$nie
najpowszechniej wykorzystywana technika 3D QSAR. Jej podstawowym zatozeniem jest
stwierdzenie, ze biologiczna aktywno$¢ zwiazku jest funkcja jego wiasciwosci sterycznych (ksztatt

i wielko$ci czasteczki) oraz wiasciwosci elektronowych (obecnos$¢ podstawnikéw o roznych
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tadunkach, struktura chmury elektronowej). Parametry te przedstawiane sa w postaci pél sterycznych

i elektrostatycznych otaczajacych czasteczke, a do ich obliczenia wykorzystuje si¢ odpowiednio

potencjat Lennarda-Jonesa i Coulomba [75; 79; 102; 106].

Ponadto, COMFA stanowita punkt wyjscia do rozwoju kolejnych metod obliczeniowych, w tym

[75; 79; 102; 106]:

° CoMSIA (ang. Comparative Molecular Similarity Indexes Analysis) — rozszerzenie CoMFA.
Do obliczenia pdl sterycznych i elektrostatycznych stosuje si¢ funkcje Gaussa, a dodatkowo
wyznacza si¢ wielkosci pol hydrofobowych i wodorowych. Metoda ta pozwala na
porownywanie struktur molekularnych zwigzkéw o podobnych wiasciwosciach, co umozliwia

znalezienie wspolnych cech badanych czasteczek istotnych dla wigzania z danym receptorem.

. COMBINE (ang. Comparative Binding Energy Analysis).
CoMFA i CoMSIA s3 metodami bazujagcymi na wlasciwosciach oraz przestrzennej budowie
ligandow, podczas gdy w metodzie COMBINE wykorzystuje si¢ oddziatywania molekularne
poszczegbdlnych fragmentéw kompleksu ligand-receptor. Zatozeniem tej metody jest hipoteza,
ze swobodna energia wigzania ligand-receptor moze korelowaé ze zbiorem jej komponentow,
ktére oblicza poprzez porownanie struktury ligandu i receptora w postaci niezwigzanej oraz

potaczonych ze soba.

Oprocz wyzej wymienionych technik w badaniach QSAR uzywa si¢ réwniez odmiennych
metod obliczeniowych, wsrdd ktoérych mozna wyr6zni¢ uczenie maszynowe wykorzystujace sztuczne
sieci neuronowe (ANN, ang. Artificial Neural Networks), jak rowniez klasyfikatory statystyczne (np.
modele Bayesa) [75; 79; 102; 107; 108].

Obecnie znanych jest ponad 30 technik, w ktorych zastosowanie znajduja ANN oparte
na roznych algorytmach (np. genetyczny, probabilistyczny, logika rozmyta, drzewa decyzyjne) [107].

Modele Bayesa (zwane tez klasyfikatorami Bayesa) bazujg na rachunku prawdopodobienstwa
warunkowego [105; 108; 109]. Jednym z tworcow tej teorii jest Thomas Bayes, ktory w XVIII w.

sformutowat twierdzenie opisane nastgpujacym wzorem [107; 110]:

P(A) = P(B|A)

P(A|B) = P(B)

gdzie:

P (A|B) — prawdopodobienstwo warunkowe (a posteriori) zdarzenia A (nalezenie do klasy A) pod
warunkiem zajscia zdarzenia B (posiadanie wtasciwosci B)

P (A) - prawdopodobienstwo bezwarunkowe (a priori) zdarzenia A, niezalezne od zajscia
zdarzenia B

P (BJA) — prawdopodobienstwo warunkowe (a posteriori) zdarzenia B (nalezenie do klasy B) pod
warunkiem zajscia zdarzenia A (posiadanie wlasciwosci A)

P(B) - prawdopodobienstwo bezwarunkowe (a priori) zdarzenia B, niezalezne od zajscia
zdarzenia A
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Jednym z najpowszechniej stosowanych klasyfikatorow jest tzw. naiwny model Bayesa [108],
ktory zostat opisany w kolejnym rozdziale.

Metody obliczeniowe QSAR zostaly zaimplementowane do roznego typu oprogramowania
i W potgczeniu z wysokiej klasy komputerami, dajg mozliwos¢ szybkiego, wydajnego i coraz
doktadniejszego wyznaczenia iloSciowej zaleznosci struktura-aktywno$¢ w oparciu o budowe

planarna, jak i przestrzenng analizowanych zwiazkow.

3.6.1. Naiwny model Bayesa

Analiza QSAR wykorzystujagca naiwny model Bayesa jest stosowana przede wszystkim
w wirtualnym skriningu bibliotek zwigzkow chemicznych (ang. virtual screening) oraz do
klasyfikowania czasteczek w odniesieniu do konkretnej aktywnosci biologicznej [108].

Naiwny model Bayesa, zwany rowniez modelem cech niezaleznych, to prosty klasyfikator
Statystyczny, w ktorym zaklada si¢ wzajemng niezalezno$¢ (,,naiwno$¢”) zmiennych niezaleznych.
Tymi zmiennymi w badaniach QSAR sg z reguty deskryptory molekularne [105; 107-109].

Celem obliczen jest okreslenie prawdopodobienstwa przynalezno$ci badanych zwigzkéw do
klasy aktywnych lub nieaktywnych biologicznie na podstawie rozkladu wartosci analizowanych
deskryptorow. Modele prawdopodobiefistwa wyznacza si¢ za pomoca twierdzenia Bayesa [105;
107-112].

Przy wykonywaniu obliczen korzysta si¢ rowniez z tzw. korekty Laplace’a (wygtadzania
Laplace’a), ktora modyfikuje jednakowo wszystkie mozliwe prawdopodobienstwa dla danego
deskryptora. Dziatanie to stabilizuje estymator 1 zapobiega wystgpowaniu zerowych
prawdopodobienstw. Zastosowanie korekty Laplace’a jest uzasadnione w przypadku, gdy
prawdopodobienstwo wystepowania zakresu warto$ci danego deskryptora (np. logP > 6) wsrdd
testowanych zwigzkow jest zerowe lub bliskie zeru [108; 109; 111; 112].

Uzyskane wyniki nie okreS$laja w sposob dokladny aktywnosci testowanych zwigzkow
(np. w formie konkretnej wartosci ICsp), lecz wskazuja czy dana czasteczka moze takg aktywno$é
wykazywa¢ czy raczej nie posiada jej [105; 108].

Ponadto, korzystajac ze ztozonych deskryptoréow (tzw. fingerprintdéw), mozna wytypowaé
fragmenty budowy analizowanych zwiazkow (np. grupy funkcyjne, podstawniki pier§cieni
aromatycznych, potozenie podstawnikow, rodzaje wigzan), ktore powinny zwigksza¢ lub zmniejszacé

ich aktywno$¢ biologiczng [108; 109].

3.6.1.1. Przykladowe obliczenia

Sposdb wykonywania obliczen z wykorzystaniem naiwnego modelu Bayesa zaprezentowano na

ponizszym przyktadzie.
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Do badania zakwalifikowano 10 zwigzkéow o rozmej sile hamowania aktywnosci COX-1.
Wyznaczono dla nich wartosci trzech deskryptorow: logP, ilos¢ wigzan rotowalnych oraz TPSA.
Czgsteczki o wartosciach ICso ponizej 10 umol/l nalezaly dla klasy aktywnych biologicznie.

Szczegotowe dane przedstawia ponizsza TABELA.

TABELA 3.1
Naiwny model Bayesa — badane zwiqgzki (przyktad)

Nr zwigzku logP ilos¢ wiqz(a;Brl\(l))towalny ch TPSA [A?] | 1Cso [umol/l] | Zwigzek aktywny
1 3,51 6 121,41 23,11 NIE
2 4,36 8 148,36 8,79 TAK
3 4,78 4 98,79 5,63 TAK
4 513 9 105,63 4,58 TAK
5 3,02 3 111,87 11,47 NIE
6 6,11 5 87,53 15,69 NIE
7 4,59 4 132,56 6,89 TAK
8 5,14 7 124,01 19,55 NIE
9 5,89 9 102,69 3,02 TAK
10 391 6 95,25 9,54 TAK

W oparciu o powyzsze dane chcemy wyznaczy¢ prawdopodobienstwo aktywnosci dla nowego
zwigzku, dla ktorego wartosci deskryptorow sq nastepujgce:
. logP >4
. ilos¢ wigzan rotowalnych (RBN) > 6
o TPSA > 120 42

W tym celu nalezy podzieli¢ zwigzki na dwie klasy: A: (,,zwigzki aktywne”) i Az (,,zwigzki
nieaktywne ) biologicznie oraz wyliczy¢ prawdopodobieristwO przynaleznosci do obydwoch kilas za

pomocq twierdzenia Bayesa:
P(A;) =P (B|A;)

P(&iIB) =5

P(Az) *P (BlAzj'

P(aalB) =~

Prawdopodobienstwo P(B) ma wartos¢ statg, dlatego podczas obliczen mozna je pomingé,

maksymalizujgc tylko iloczyn w liczniku:

P(AllB) = P(Al) *P (BIAlj

P(A2|B) = P(Azj'* P (BlAzj

Prawdopodobienstwo P(A1) oraz P(Az) wylicza sig ze wzoru :
ilos¢ zwigzkdw aktywnych

P(A;) = P (zwigzek aktywny) = catkowita ilos¢ zwiazkdw

ilos¢ zwiazkdw nieaktywnych
P(A,) = P (zwiazek nieaktywny) =

catkowita ilos¢ zwiazkdw
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Nastepnie, poszczegolne deskryptory oznacza si¢ jako (Bi, B2, Bs), a wartosé¢ P(B|A) dla danej
klasy oblicza sie jako iloczyn:
P(B|A;) =P (By|A;) = P (B;]A;) = P (B3]A;)

P(B|A;) = P (By|A;) * P (B;|A) = P (Bg]Ag)

przy czym:
ilos¢ zwiazkdw nalezacych do klasyA,,

ktérych warto$¢ desktyptora B; jest réwna lub wyZsza od zakladanej
catkowita ilo$¢ zwiazkéw nalezacych do klasyA;

P (B;| 4 =

Wykorzystujgc  powyzsze zaleznoSci otrzymuje sie ostateczny wzor do wyliczenia
prawdopodobienstwa przynaleznosci do danej klasy:

P (zwiazek aktywny | logP = 4,RBN = 6, TPSA = 120 A?)

P(zwiazek aktywny) = P(logP = 4 | zwiazek aktywny) =
P(RBN = 6 | zwiazek aktywny) =
P(TPSA = 120 A? | zwiazek aktywny)

P (zwiazek nieaktywny | logP = 4, RBN = 6, TPSA = 120 A?)

P(zwiazek nieaktywny) * P(logP = 4 | zwiazek nieaktywny) *
P(RBN = 6 | zwiazek nieaktywny) =
P(TPSA = 120 A? | zwiazek nieaktywny)

W oparciu o powyzsze wzory wyznacza si¢ ostateczng warto$¢ prawdopodobienstwa:
P (zwiazek aktywny | logP = 4,RBN = 6, TPSA = 120 A?)
~6/10*5/6*4/6*2/6= 0,111

P (zwiazek nieaktywny | logP = 4, RBN = 6, TPSA = 120 A?)
~4/10*2/4*2/4*2/4=0,050

Whniosek:

Prawdopodobienstwo przynaleznosci nowego zwiqzku do klasy ,,zwigzki aktywne” wynosi
0,111, a do klasy ,,zwiqzki nieaktywne” ma wartos¢ 0,050.

W zwiqzku z powyzszym nowy zwigzek jest klasyfikowany do zwigzkéw aktywnych i przypuszcza
sie, ze jego wartosé ICso wobec COX-1 jest ponizej 10 umol/l.

W analizowanym modelu nie wystepuje jakiekolwiek zerowe prawdopodobienstwo, dlatego

zastosowanie korekty Laplace’a nie jest wymagane przy wykonywaniu obliczen.
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3.6.1.2. Walidacja naiwnego modelu Bayesa

Klasyfikatory Bayesa, podobnie jak inne modele QSAR, podlegaja procesowi walidacji w celu
potwierdzenia, ze uzyskany model prognozuje aktywno$¢ biologiczng testowanych zwigzkow
W sposob wiarygodny. W tym celu stosuje si¢ rowniez tzw. krzyzowa walidacj¢ — najczgéciej metode
LOO [103-105].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze do oceny modeli opartych na rachunku prawdopodobienstwa
stosuje si¢ inne parametry statystyczne niz ma to miejsce w przypadku klasycznych obliczen.

Parametry oceniajagce model wyznacza si¢ w oparciu o tzw. macierz klasyfikacji (tablicg
pomylek). Biorac pod uwage czesto$¢ wystepowania rzeczywistego stanu pozytywnego
i negatywnego w modelu oraz wzajemnych relacji prawidlowych i nieprawidtowych klasyfikacji

mozna wyroznié szereg miar jakosci modelu [109; 111-113].

TABELA 3.2
Macierz klasyfikacji [113].

klasa rzeczywista
(wyniki eksperymentalne)
pozytywna negatywna
(zaobserwowano (nie zaobserwowano
stan wyrdézniony) stanu wyrdznionego)
pozytywna
klasa (przewidywano TP FP
prognozowana stan wyrdézniony)
(wyniki QSAR) hegatywna
(nie przewidywano FN TN
stanu wyrdznionego)

Stan wyrdézniony = aktywnos¢ biologiczna badanych zwigzkow:
- zaklasyfikowanie do stanu wyr6znionego (Stan zaobserwowany / przewidywany) = zwiazek jest aktywny
- brak klasyfikacji do stanu wyrdznionego (stan niezaobserwowany / nieprzewidywany) = zwigzek nie jest
aktywny
. TP — klasa prawdziwie pozytywna (ang. true positive):
- zwigzek w badaniach eksperymentalnych oraz modelu Bayesa zostal uznany za aktywny
biologicznie,
— oznacza prawidtowe zaklasyfikowanie zwigzku do stanu wyrdznionego;
. TN — klasa prawdziwie negatywna (ang. true negative):
- zwigzek w badaniach eksperymentalnych oraz modelu Bayesa zostal uznany za nieaktywny
biologicznie,
- oznacza prawidtowy brak zaklasyfikowania zwigzku do stanu wyr6znionego;
. FP — klasa falszywie pozytywna (ang. false positive):
- zwigzek w badaniach eksperymentalnych zostal uznany za nieaktywny biologicznie, ale w modelu
Bayesa przypisana zastata mu aktywnos¢ biologiczna,
- oznacza nieprawidtowe zaklasyfikowanie zwiazku do stanu wyroznionego (blad pierwszego

rodzaju);
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. FN — klasa fatszywie negatywna (ang. false negative)

- zwigzek w badaniach eksperymentalnych zostal uznany za aktywny biologicznie, ale w modelu
Bayesa zostat uznany za nieaktywny biologicznie,

- oznacza nieprawidlowy brak zaklasyfikowanie zwigzku do stanu wyréznionego (btad drugiego

rodzaju).

Laczna ilo§¢ obserwacji (catkowita ilo§¢ zwiazkow budujacych model QSAR) =TP + TN + FP + FN

Dobry model Bayesa to taki, w ktorym liczba bledow (FP i FN), czyli liczba zwigzkéw

Z btednie przypisang aktywnoscig jest mozliwie jak najmniejsza.

Na podstawie przyporzadkowania zwigzkow do poszczegdlnych klas mozna wyznaczy¢
docelowe parametry jakosci naiwnego modelu Bayesa [109; 111-113]:

° czulo$é (ang. sensitivity) lub odsetek prawdziwie pozytywnych (ang. true positive rate, TPR):

TP
Czulosé =

° specyficznos¢ (ang. specificity, SPC) lub odsetek prawdziwie negatywnych (ang. true negative
rate, TNR):
TN

Specyficznosé = TN - FP
o precyzja (ang. precision):

- warto$¢ predykcyjna dodatniego wyniku (ang. positive predictive value, PPV):
PPV = TP ¥ FP
- warto$¢ predykcyjna ujemnego wyniku (ang. negative predictive value, NPV):
NPV = TN T EN
. dokladnosé (ang. accuracy, ACC):

TP+ TN
TP + TN + FN + FP

ACC=

Czuto$¢ i specyficznos¢ sa podstawa w konstruowaniu krzywych charakterystyki operacyjnej
odbiornika (ROC, ang. Receiver Operating Characteristic curve). Obliczenia wykorzystujace tego
rodzaju krzywe stosowane sa w wielu dziedzinach, a szczeg6lnie popularne sg w analizie danych
medycznych [113].

Krzywa ROC (RYCINA 3.7) opisuje zwiazek miedzy czutoscig a specyficznoscia analizowanego
modelu Bayesa. Pole pod wykresem krzywej ROC, oznaczane jako AUC (z ang. area under

the curve), charakteryzuje jako$¢ utworzonego modelu Bayesa. Warto§¢ AUC miesci si¢ w przedziale
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(0 — 1) — im wyzsza, tym model w sposob doktadniejszy prognozuje aktywnos¢ badanych zwigzkow.
Dla modelu idealnego wartos¢ AUC rowna jest 1, a dla losowego 0,5. Dla modeli doswiadczalnych
parametr ten przyjmuje z reguty warto$¢ z zakresu 0,5 — 1.

Inng cechg charakterystyczng krzywej ROC jest punkt odcigcia, czyli punkt lezacy najblizej
punktu idealnego o wspotrzednych (x=0, y=1). Punkt idealny to punkt o czutosci rownej 1 (czyli
wszystkie zwiazki aktywne zostaty prawidtowo zaklasyfikowane do stanu wyréznionego; TP = 100%,
FN = 0%) i specyficznosci rownej 1 (czyli zaden zwigzek nieaktywny nie zostal przypisany do stanu
wyr6znionego;, TN = 100%, FP = 0%). Model tym lepszy, im punkt odcigcia lezy blizej punktu
idealnego [113].

Krzywa ROC
1 | _——
punkt odciecia
0.8
e
9 0.6
°
=
N
o
0.4
0.2 —e—model badany
model losowy (AUC = 0.5)
—e—model idealny (AUC = 1.0)
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

1-Specyficznosé

RYCINA 3.7
Przyktadowy wykres krzywej ROC.

3.7. Dokowanie ligandow do receptora

Celem procedury dokowania jest odnalezienie sposobu optymalnego, przestrzennego ulozenia
liganda w miejscu aktywnym receptora, tj. sposobu wigzania si¢ obydwoch zwigzkéw oraz ocena sity
tego wigzania [114].

Przewaznie wybrany receptor poddaje si¢ analizie z bardzo duza liczbg ligandow. W tym celu
wykorzystywane sg specjalistyczne programy komputerowe, ktore wykorzystuja algorytmy
dokowania oparte na kompromisie pomigdzy szybkoscia obliczeniowa a doktadnoscia oceny wigzania.
Rezultatem obliczen jest trojwymiarowe przedstawienie najkorzystniejszego oddziatywania ligand-

receptor, ktore charakteryzuje si¢ stanem o najnizszej energii dokowania (RYCINA 3.8) [114; 115].

70



3. ANALIZA QSAR | DOKOWANIE — OPIS METOD | ZASTOSOWANIE

gtéwny kanat

boczna "kieszer” hydrofobowy

hydrofilowa —
warunkujaca
selektywnos¢
wobec COX-2

boczny kanat __|
hydrofobowy

RYCINA 3.8
Graficzny przyktad dokowania pochodnej diarylo-1,2,4-triazolu w miejscu aktywnym COX-2 [115].

3.7.1. Przygotowanie ukladu ligand — receptor

Kluczowym elementem dla wlasciwego przeprowadzenia catej procedury dokowania jest
odpowiednie przygotowanie przestrzennej struktury receptora. Niezbedna tutaj jest dokladna
znajomo$¢ atomowej struktury receptora oraz posiadanie biblioteki potencjalnych ligandow.
Wymagana jest takze znajomo$¢ miejsca wigzacego i aminokwasow zaangazowanych w ten proces.
Wykonanie dokowania do catego receptora skutkuje z reguly otrzymaniem niewlasciwych wynikoéw
i jest czasochtonne [114-116].

Podczas analizy budowy receptora nalezy szczegdlng uwage zwrdcic¢ na jego miejsce aktywne,
tj. [114; 116]:

. ilo$¢ i rodzaj aminokwasdéw tworzacych jego strukture oraz ich tadunki,

. przestrzenne utozenie aminokwasow, charakterystyczne obszary (np. kieszenie hydrofilowe,
kanaty hydrofobowe),

. ilo$¢ mozliwych wigzan wodorowych (miejsc akceptorowych i donorowych),

. sposob wigzania atomow wodoru z atomem-donorem wigzania wodorowego,

. obecnos¢ i rodzaj grupy prostetycznej (np. hem),
. obecno$¢ jonow metali jako kofaktordw (najczesciej na +2 stopniu utlenienia),

° czasteczki wody (rola przy mostkowaniu wigzan wodorowych).

W przypadku ligandow nalezy przygotowaé wiasciwe konformacje przestrzenne oraz, jesli to
konieczne, nada¢ atomom odpowiednie tadunki. Wazne, aby przestrzenne utozenie liganda byto takie

samo, jak to wykorzystywane w analizie QSAR [114; 116].
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3.7.2.  Algorytmy dokowania

Oddziatywanie liganda z receptorem nie ma sztywnego charakteru i powoduje ztozone zmiany
konformacyjne w strukturze obu zwigzkoéw. Ilos¢ i zakres tych zmian jest niezwykle trudna do
zidentyfikowania, przede wszystkim w odniesieniu do receptora, ktory cechuje si¢ duzo bardziej
ztozong strukturg. W zwigzku z tym w praktyce uwzgledniane sa jedynie zmiany konformacyjne

ligandow lub analizuje si¢ sztywne oddziatywania ligand-receptor [116-118].
Algorytmy dokowania sztywnych ligandow [116; 117]
1. Metoda grafow

Oparta jest na teorii graféw. W tym celu budowany jest graf, w ktérego weztach zestawia si¢
pary pasujacych do siebie cech ligandu i receptora (np. kieszeni hydrofilowej receptora z grupa
hydrofilowg ligandu). Jesli odlegto$¢ (geometryczna) miedzy miejscami zawierajacymi dane cechy
jest identyczna w ligandzie i w receptorze, to odpowiadajace im wezlty grafu sg taczone. Najlepsze
dopasowanie do receptora powinno wystgpowaé¢ w przypadku takiego liganda, ktorego graf cechuje

si¢ najwigksza liczbg polaczen (RYCINA 3.9).

A B
Alaz
b ligand A2az
B
al a3 Ala3
Alal
Al a2 A2ad
receptor S AZal Bb graf

RYCINA 3.9

Schemat budowania grafu ligand-receptor [116].

A Struktura ligandu i receptora w miejscu aktywnym. Wielkie litery oznaczajg cechy miejsca
wigzacego (np. B — obszar hydrofilowy, Al i A2 miejsca akceptorowe dla wigzan
wodorowych), mate — cechy ligandu (b — grupa hydrofilowa, al, a2, a3 donory wigzania
wodorowego). Pary komplementarnych cech stanowig np. Ala2 i Bb.

B Graf obrazujacy dopasowanie ligandu i receptora, np. odleglos¢ B — A2 jest taka sama jak
b — a2, stagd polaczenie weztow Bb i A2a2.

2. Metoda wykorzystujaca pole sitowe

W tej metodzie obszar miejsca aktywnego wypelniany jest sferami stycznymi do powierzchni
molekularnej. W kolejnym etapie (przy pomocy metody najmniejszych kwadratow) wykonuje sig¢

proby dopasowania polozenia poszczegélnych atomow liganda do $rodkow tych sfer.

72



3. ANALIZA QSAR | DOKOWANIE — OPIS METOD | ZASTOSOWANIE

Po kazdorazowym dopasowaniu wyznaczana jest energia oddzialywania liganda z receptorem.

Za najbardziej korzystne uznawane jest dopasowanie o najnizszej energii.
Algorytmy dokowania gietkich ligandéw [116; 118]

1. Metoda dokowania zespotéw konformacji:

polega na wygenerowaniu r6znych konformacji przestrzennych dla kazdego liganda, a nastgpnie

dokowaniu kazdej z nich jako osobnej czasteczki do sztywnego miejsca aktywnego.

2. Metoda fragmentacji ligandow:

polega na podziale ligandu na kilka sztywnych fragmentoéw i zastosowaniu jednego z dwdch
wariantow dokowania. W pierwszym glowny, najwigkszy fragment jest dokowany do miejsca
aktywnego, a pozostale s3 dobudowywane do niego tak, aby odtworzy¢ uktad wigzan w czasteczce.
W drugim dokowane sg wszystkie fragmenty jednocze$nie i nastgpnie sprawdzana jest mozliwosé

odtworzenia molekuty.

3.7.3.  Wyniki dokowania

Proces dokowania duzej liczby ligandow dostarcza wielu danych. Dla kazdego liganda
generowany jest zbior kilkunastu lub kilkudziesieciu mozliwych konformacji w miejscu aktywnym
oraz informacje oceniajace kazde potozenie za pomocg warto$ci liczbowych réznych funke;ji.

Warto$¢ energii dokowania stanowi powszechne kryterium wyboru najkorzystniejszej
konformacji liganda. Tego rodzaju energia moze by¢ wyrazana np. w postaci energii (entalpii)

swobodnej wigzania (oddziatywania) ligandu z receptorem (Gping):

AGbind =AH - TAS
lub
AGping= —-RTInK,

dzie:
iGbind* zmiana energii (entalpii) swobodnej kompleksu ligand-receptor (%)
AH — zmiana entalpii kompleksu ligand-receptor (%)
T — temperatura kompleksu ligand-receptor (K)
AS — zmiana entropii kompleksu ligand-receptor (——. )

mol * K
R — stata gazowa (R = 8,3145 ) )

mol * K

.. . _ [stezenie kompleksu ligand — receptor]
Ka — stata asocjacji kompleksu ligand-receptor (Ka = [stezenic liganda] - [stezenic reCEI:,mm})
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Im warto$¢ tej energii jest nizsza, tym potaczenie ligand-receptor jest bardziej stabilne, gdyz
w tym przypadku ligand wykazuje najwigksze powinowactwo albo taki kompleks ma najwyzsza
warto$¢ stalej asocjacji [116].

Ponadto, programy komputerowe generujg przestrzenne struktury 3D dla kazdej mozliwej
konformacji o okreslonej energii, ktore graficznie obrazuja sposob oddziatywania ligandu z miejscem

aktywnym receptora (RYCINY 1.6, 1.8, 3.8).
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4, Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej lekow in vitro

4.1. Ogolna charakterystyka testow cytotoksycznych in vitro
4.1.1. Wstep

Cytotoksycznos¢ jest cecha zwigzku chemicznego, ktora okresla jego zdolnos¢ do indukowania
smierci komorek. W farmakoterapii onkologicznej cytotoksycznos¢ stanowi podstawowy mechanizm
dziatania lekdéw przeciwnowotworowych. Natomiast w przypadku lekéw z pozostatych grup
terapeutycznych jest to dziatanie niepozadane, ktorego wystgpowanie istotnie ogranicza lub

catkowicie uniemozliwia stosowanie tych lekéw u ludzi [119-121].

Podstawowe cele wykonywania badan cytotoksycznych dla nowych zwiazkow sg nastgpujace
[119-125]:
. okreslenie potencjatlu toksycznego badanych zwiazkow,
. okreslenie zakresu dawek toksycznych,
o uzyskanie wiedzy na temat mechanizmu dziatania toksycznego na komorki,
. okreslenie sily dziatania toksycznego w zaleznosci od typu komorki,

. okreslenie interakcji cytotoksycznych z innymi zwigzkami.

Nalezy zaznaczyC, ze wspoOlczesne przepisy prawne wymagaja, aby potencjalnie nowe leki
zostaly, przed przystapieniem do prob klinicznych, szczegdétowo przebadane przedklinicznie pod
katem szeregu wilasciwosci farmakologicznych i toksycznych, w tym aktywno$ci cytotoksycznej
[119; 120].

Aktywno$¢ cytotoksyczng zwiazkoOw oznacza sie w modelach eksperymentalnych in vitro oraz
in vivo. Testy in vitro stosowane sg w ramach wstepnych badan przesiewowych i stanowig zrodto
cennych informacji odno$nie mechanizmu toksycznego dziatania badanych zwigzkéw. Cechuja sie
one szybkos$cig, prostota wykonania oraz powtarzalnoscia wynikow, a co wiecej oferuja mozliwos¢
pracy na ludzkich liniach komoérkowych. Z drugiej jednak strony, nie odwzorowujg one w petni sity

i skali toksycznego dziatania, jakie zwigzek moze wykazywa¢ w uktadzie in vivo [119; 121-127].

4.1.2. Podstawowe cechy testow cytotoksycznosci

Zasadniczo kazdy test sktada si¢ z tych samych dwoch ogdlnych etapow [121-127]:

1. inkubacji komoérek danego typu z badanym zwigzkiem — w danym zakresie st¢zen i przez
okreslony czas (zwykle 3-4 cykle komérkowe) — w celu wystapienia efektu cytotoksycznego
dziatania zwigzku,

2. oznaczenia parametru zwigzanego z funkcjonowaniem lub proliferacjag komorek za pomoca
odpowiedniej metody 1 z wykorzystaniem roznych zwigzkow — szerzej omowione

W ROZzDZIALE 4.2,

75



4. OZNACZANIE AKTYWNOSCI CYTOTOKSYCZNEJ LEKOW IN VITRO

Obecnie istnieje wiele odmiennych testow przeznaczonych do oznaczania aktywnosci
cytotoksycznej badanych zwiazkdéw. Wykorzystuja one rézne punkty uchwytu zwigzane z budowa
i fizjologia komorek, a zastosowane w nich metody biochemiczne i zwigzki stuzg do ilosciowego
oznaczenia zmian zachodzacych w komodrkach poddawanych dziataniu toksycznemu. Najczesciej
stosowanymi metodami sg: kolorymetria, fluorymetria, bioluminescencja lub metody izotopowe,
a najczesciej uzywanymi zwigzkami sg réznego rodzaju barwniki, np. MTT, XTT, SRB, DAPI, PI lub
btekit trypanu [119; 121-127].

Opis wybranych metod zaprezentowano w ROzZDZIALE 4.2.

Tlosciowa ocena zaburzen proceséw fizjologicznych komodrki w wyniku obecnosci badanego
zwigzku wykazujgcego aktywno$¢ cytotoksyczng odbywa si¢ wobec kontroli negatywne;j.
Analogicznie, jak w przypadku oznaczania aktywnosci biologiczne] inhibitorow (ROZDZIALY 1.3.2
oraz 3.1), warto$cig liczbowa, ktora pozwala wyrazi¢ site obserwowanego dziatania cytotoksycznego
jest:

. ICso — stgzenie zwiazku, przy ktérym proliferacja i wzrost komorek zostaja zahamowane

W 50% w porownaniu do kontroli negatywne;j.

Ponadto, site dziatania cytotoksycznego mozna przedstawi¢ za pomocg innych wartosci,
np. [121-127]:

o ECso, EDso (oméwione w ROZDZIALE 3.1)

. LDso — dawka zwigzku powodujaca $mier¢ 50% komorek
. MIC — minimalne stezenie zwigzku hamujgce wzrost komorek
. MTD — maksymalna tolerowana dawka zwigzku

W celu okreslenia wartosci ICso nalezy przeprowadzi¢ procedurg inkubacji okreslonej linii
komoérkowej z badanym zwigzkiem. Istotnym elementem jest wlasciwy dobor zakresu stezen, ktory
nastgpnie postuzy do wyznaczenia tzw. sigmoidalnej krzywej w skali potlogarytmicznej, obrazujacej
zalezno$¢ stezenia zwigzku od sily jego cytotoksycznego dziatania, tj. stopnia zahamowania wzrostu
komorek. Uzyskane wyniki nalezy skorygowa¢ o warto$¢ kontroli negatywnej, uzyskanej podczas
inkubacji komorek z substancjg, dla ktorej przyjmuje si¢ brak dziatania cytotoksycznego (brak
hamowania wzrostu). W oparciu o parametry krzywej i jej liniowy odcinek wyznacza si¢ warto$¢ ICso
(RYCINA 4.1) [119; 121; 123-127].
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RYCINA 4.1
Przyktadowa krzywa wyznaczania cytotoksycznosci z zaznaczong wartoscig ICsp.

4.2. Rodzaje testow cytotoksycznosci i badanych parametrow

Testy in vitro umozliwiaja pomiar aktywno$ci/zywotnosci komoérek w badanej hodowli
W sposob bezposredni lub posredni.

Poszczegblne testy roznig si¢ zasadami pomiaru w zaleznosci od rodzaju badanego parametru
zywotno$ci komorki i zastosowanej metody oznaczania, a najwazniejsze z nich zostaly wymienione
w TABELI 4.1 oraz na RYCINIE 4.2 [119; 121; 123-127].

Metody bezposrednie wykorzystuja zmienng przepuszczalno$¢ btony komoérkowej i pozwalaja
na wyznaczenie liczby komorek zywych i martwych w hodowli za pomoca ich wybarwiania. W tym
celu stosowane sg odpowiednie barwniki, do ktorych naleza np. biekit trypanu i czerwien oboj¢tna
(NR). Biekit trypanu wykazuje zdolno$¢ do wnikania do cytoplazmy komorek martwych,
nekrotycznych i1 pdéznoapoptotycznych barwigc je na ciemnoniebiesko, podczas gdy komorki zywe
pozostajg niewybarwione w jego obecnosci. Dzigki temu komodrki martwe moga zosta¢ zliczone
w komorze hemocytometru, w mikroskopie $wietlnym. Czerwien obojetna transportowana jest
natomiast przez bton¢ komoérkowa wytacznie komoérek zywych na drodze aktywnej endocytozy.
Barwnik ten kumuluje si¢ w lizosomach, a zliczanie zywych komoérek odbywa sie¢ w komorze
hemocytometru lub spektrofotometrycznie.

Metodami posrednimi sg pomiary aktywnosci enzyméw komoérkowych, np.: dehydrogenazy
mleczanowej (test LDH), kwasnej fosfatazy (oznaczanie masy zywych komorek) oraz dehydrogenazy
bursztynianowej (test MTT) [119; 121; 123-127].

Do precyzyjnych pomiaréw zywotnosci komorek warto skompilowa¢ dwa roézne testy, np. test

bezposredni z czerwienia obojetng oraz test posredni LDH [119; 121].
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TABELA 4.1

Charakterystyka podstawowych testow do oznaczania cytotoksycznosci komorkowej [119; 121-127].

zawartos¢ biatka

z biatkami zywych komorek
— utworzenie barwnego kompleksu
— pomiar absorbancji (spektrofotometr).

Parametr Zasada pomiaru .. .

i . . Stosowane zwiazki chemiczne
komorkowy i metody oznaczania
Catkowita Elektrostatyczne wigzanie barwnika sulforodamina B (SRB),

bfekit kenacidu (KB),
btekit kumassi (CBB)

Calkowita
zawartoS¢ DNA

Wigzanie (interkalacja) fluorochromu
z DNA w zywych i/lub martwych
komorkach

— utworzenie kompleksu

— pomiar zawarto$ci DNA oraz ilosci
komorek wg fazy cyklu komoérkowego
(cytometr przeptywowy, fluorescencja)

Oznaczanie tylko ilosci komorek
martwych: bromek etydyny, jodek
propidyny (PI), Hoechst 33258,
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI);

Oznaczanie ilosci wszystkich komorek
(Zywych i martwych):oranz akrydyny,
Hoechst 33342

Synteza DNA
1 wzrost komorek

Zastosowanie prekursorow syntezy DNA
znakowanych trytem

— okreélenie intensywnosci syntezy DNA
przez zywe komorki (pomiar
scyntylacyjny promieniowania f3).

trytowana tymidyna — [H®] tymida

metaboliczna

i zywotnos$ci komorek przy uzyciu
barwnikow oksydoredukcyjnych,
zmieniajacych barwe w zaleznosci od pH
cytoplazmy

— utworzenie barwnych pochodnych

— pomiar absorbancji (spektrofotometr).

Aktywno$¢ Oznaczanie aktywnosci dehydrogenaz bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
oksydoredukcyjna | (mitochondrialnych (np. bursztynianowej) | 2,5-difenylo-2H-tetrazoliny
mitochondriéw w zywych komoérkach poprzez (MTT),
zastosowanie zwigzkow ulegajacych 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-5-(3-
redukcji karboksymetoksyfenylo)-2-(4-
— utworzenie barwnych pochodnych sulfofenylo)-2H-tetrazolina
— pomiar absorbancji (spektrofotometr). (MTS),
sol sodowa 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-
5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-5-
karboksyanilidu
(XTT)
Aktywno$é Oznaczanie intensywnos$ci metabolicznej | rezazuryna (bigkit Alamara)

ulegajaca redukcji do rezurfiny

tacza si¢ z fosfolipidami blonowymi
komérek apoptycznych

— zliczanie iloéci martwych / apoptycznych
komoérek (hemocytometr, mikroskop
swietlny lub cytometr przeptywowy)

Pomiar konsumpcji glukozy przez zywe glukoza
komorki
Integralnos¢ btony | Barwienie martwych komorek btekit trypanu,
komorkowej barwnikami, ktére nie wnikaja do wnetrza | jodek propidyny (PI),
zywych komorek erytrozyna B;
lub

aneksyna V znakowana
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC)
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Parametr Zasada pomiaru .. .
, . . Stosowane zwiazki chemiczne
komorkowy i metody oznaczania
Pomiar aktywnosci dehydrogenazy Kwas mlekowy
mleczanowej (LDH), ktora przedostata sie | + NAD*
z cytoplazmy do przestrzeni + sol tetrazolowa, np.
zewnatrzkomérkowej w wyniku sol sodowa 2-(4-jodofenylo)-
uszkodzenia btony komérkowej (komorki | 3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)
martwe) -2H-tetrazoliny
— zastosowanie zwigzkoéw ulegajacych (WST-1)
redukcji lub
— utworzenie barwnych pochodnych jodonitrotetrazoliny chlorek (INT)
— pomiar absorbancji (spektrofotometr).
Zywotno$¢ Stosowanie barwnikow aktywnie czerwien obojetna (NR)
komorek wchtanianych (za pomocg endocytozy)
tylko przez zywe komorki i gromadzonych
w ich lizosomach
— zliczanie ilo$ci zywych komorek
(hemocytometr lub mikroskop $wietlny)
lub pomiar absorbancji (spektrofotometr).
Masa zywych Pomiar aktywnosci kwasnej fosfatazy, fosforan p-nitrofenylu
komorek ktora sprzgzona jest z blong komorkows
— zastosowanie fosforanowych substratow
ulegajacych defosforylacji do barwnych
— pomiar absorbancji (spektrofotometr).
Proliferacja Zastosowanie barwnikéw gromadzgcych fiolet krystaliczny
komoérek si¢ w jadrze komorkowych 1 wigzacych sie
z chromatyna

Kwasna fosfataza
- masa komorek zywych

Czerwien obojetna &
- uszkodzenie btony komérkowej '
- aktywnos¢ lizosomow &%
- zywotnos¢ komorek

LDH, btekit trypanu
- uszkodzenie
btony komoérkowej

Sulforodamina B
- proliferacja komorek

DAPI, Pl, barwniki Hoechst

- catkowita zawartos¢ DNA

- catkowita zawartos¢ biatka

RYCINA 4.2

Glukoza
- 0gdlny stan fizjologiczny komérek

/ - konsumpcja glukozy

MTT /XTT / MTS

- aktywno$¢ oksydoredukcyjna
: mitchondréw
- aktywnos$¢ metabolicza

i zywotnos¢ komorek

Fiolet krystaliczny / [H*]-tymidyna

- proliferacja komorek
- synteza i zawartos¢ DNA

Metody oznaczania cytotoksycznosci komoérkowej w oparciu o budowe i funkcj¢ poszczegdlnych
organelli [127].
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Jedna z najpowszechniej stosowanych metod oznaczania cytotoksycznosci ksenobiotykow jest

test posredni MTT, ktory zostat oméwiony w kolejnym rozdziale.

421 TestMTT

Test MTT shuzy do oceny zywotno$ci i aktywno$ci metabolicznej (intensywnosci przemian
energetycznych) komorek poddawanych cytotoksycznemu dziataniu réznych zwiazkow. W tym celu
wykonuje si¢ oznaczenia aktywnos$ci oksydoredukcyjnej dehydrogenaz mitochondrialnych,
np. bursztynianowej. Enzymy te, zalezne od NAD(P)H, powodujg w zywych komorkach redukcj¢ soli
tetrazolowej (MTT) do formazanu [119; 121; 123; 124; 126-128].

MTT jest substratem rozpuszczalnym w wodzie, 0 zabarwieniu biatym do zéttego. Zwiagzek ten
przenika przez btong¢ komérkowa i mitochondrialne do wnetrza mitochondriéw. Z kolei otrzymywany
formazan jest nierozpuszczalny w wodzie i ma kolor ciemno-niebieski do fioletowego, tym samym
intensywnie barwi komorki, w ktorych powstal (RYCINA 4.3). Poprzez dodanie izopropanolu,
kwasnego etanolu, DMSO lub innego rozpuszczalnika do hodowli — barwnik ten ulega rozpuszczeniu
i transportowi poza komorki. Nastgpnie intensywno$¢ jego roztworu mierzona  jest
spektrofotometrycznie (przy dlugosci fali 570 nm). Ilo§¢ barwnego, zredukowanego MTT jest
proporcjonalna do aktywnosci oksydoredukcyjnej mitochondriow, a w $ci$le okreslonych warunkach

doswiadczalnych do liczby aktywnych metabolicznie, zywych komoérek [119; 121; 123; 124;

126-128].
CH, CH,
Q A N
_N.>_ . ©\N/ v
Br r\(\ \k m(iato)éhg)ngder?:lﬁg P\II\ ”
/ \ Formazan
NADH, NADPH NAD*, NADP*

RyciNA 4.3

Redukcja MTT do formazanu przy udziale dehydrogenazy mitochondrialnej [119; 123; 124; 128].

Test MTT moze by¢ uzywany do okreslania zywotnosci komoérek szczegdlnie w liniach
komorek juz niedzielacych sie, ale nadal aktywnych metabolicznie. Musi jednak by¢ stosowany z duza
ostroznoscia, gdyz wiele komorek zywych moze nie wykazywa¢ pozadanej aktywnosci
mitochondrialnej [119; 121].

Modyfikacjag testu MTT sg testy XTT, MTS i WTS. Pierwsze dwa wykorzystuja sole
rozpuszczalne tetrazolowe, ktore, w obecnosci dehydrogenazy mitochondrialnej, NAD(P)H
i 1-metoksyPMS (posredniego donora/akceptora elektrondéw), ulegaja redukcji do rozpuszczalnych

w wodzie barwnych formazanéw. Dzigki temu unika si¢ stosowania dodatkowych rozpuszczalnikéw
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w badanej hodowli komorkowej oraz skraca si¢ czas badania z 1-2 dni do Kilku godzin. Test WST

wykorzystuje natomiast rozpuszczalne sole tetrazolowe, ktore pod wplywem dehydrogenaz

komorkowych, NAD(P)H i 1-metoksyPMS ulegaja redukcji do rozpuszczalnych formazanow poza

komorka. W tym przypadku réwniez skraca si¢ czas badania poprzez omini¢cie etapu rozpuszczania
barwnika [129].

4.3.

Zalety i wady oznaczania cytotoksyczno$ci za pomoca testow in vitro

Zalety [119; 123]:

prostota, szybko$¢ i wydajno$¢ wykonywanych analiz,

powtarzalnos¢ wynikow danego testu,

mozliwos¢ pracy z ludzkimi liniami komérkowymi,

redukcja badan in vivo z udziatem zwierzat (faza przedkliniczna) — ekstrapolacja wynikoéw
podczas rozwoju nowych lekow (wzgledy humanitarne),

zastapienie wymaganych prawem badan in vivo na zwierzetach — dla nowych lub istniejgcych
lekéw (wzgledy humanitarne),

niskie koszty analiz w poréwnaniu do badan in vivo,

wykrywania mechanizméw toksycznos$ci specyficznych dla okres§lonych komoérek lub narzadow,
szeroki zakres badanych parametrow toksycznosci komorkowej,

eliminacja cytotoksycznych kandydatow na leki we wczesnej fazie badan — oszczednos¢ czasu,

pienigdzy i zwierzat.

Wady [119; 123]:

problem doboru wlasciwe;j linii komorkowej do badan z uwagi na r6zng lub brak wrazliwosci
komorek na dziatanie danego zwiazku — mozliwo$¢ uzyskania niejednoznacznych wynikow

W roznych testach,

szersza ocena dziatania cytotoksycznego danego zwigzku wymaga zastosowania linii
komérkowych o réznej wrazliwosci,

nierdwnowazno$¢ stosowanych testow dla danej linii komérkowej — odmienne warto$ci ICsp dla
badanych zwigzkow,

subiektywno$¢ oceny wynikéw w metodach opartych na zliczaniu liczby komorek

(np. w komorze hemocytometru) w poréwnaniu do metod spektrofotometrycznych.
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5. ZAYOZENIA | CEL PRACY

5. Zalozenia i cel pracy

Obecnie znana jest ogromna liczba zwigzkoéw naturalnego pochodzenia, ktore cechuja sig¢
roéznorodng aktywnoscig biologiczng, w tym dziataniem przeciwnowotworowym.

Wsrod tego typu zwigzkdéw mozna wyrdzni¢ np. resweratrol i piceatannol, ktore wykazuja
szereg wihasciwosci, w tym: przeciwzapalne, antyproliferacyjne, antyoksydacyjne, mikrobiobojcze,
przeciwpasozytnicze, neuropotekcyjne czy przeciwmiazdzycowe. W dotychczasowych badaniach
in vitro stwierdzono, iz zwiazki te maja zdolnos¢ do hamowania procesu nowotworowego na réznych
etapach jego rozwoju, tj. inicjacji, promocji i progresji, m.in. poprzez zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci cyklooksygenazy-2 (COX-2). Istotnym ograniczeniem w zastosowaniu tych zwigzkéw
in vivo (np. w postaci lekéw lub w diecie) jest jednak ich niska biodostepnos¢.

Fakt ten stanowil impuls do dalszych badan, w toku ktérych opracowano nowe pochodne
trans-stilbenu, ktore winny wykazywac lepsza biodostepnos¢ 1 jeszcze wicksza aktywno$¢
biologiczna, szczegolnie przeciwzapalng i przeciwnowotworowa. Do tych zwiazkow zalicza si¢ np.
pochodne metylowe i hydroksylowe trans-resweratrolu oraz trans-1,1,2-triaryloeteny. TIlo$¢
przebadanych zwigzkow tego typu pozostaje nadal niewielka, stad zasadnym postgpowaniem wydaje

si¢ by¢ weryfikacja biologicznej aktywnosci howych pochodnych trans-stilbenu w warunkach in vitro.

Celem niniejszej pracy jest ocena dziatania przeciwnowotworowego pochodnych trans-stilbenu
oraz trans-stilbazolu poprzez analize ich wlasciwosci cytotoksycznych oraz zdolnosci do hamowania
procesu zapalnego. Weryfikacja tej hipotezy zostata przeprowadzona za pomocg testow in vitro oraz

analiz in silico.

Celem czgs$ci eksperymentalne;j jest:

. wstepne okreslenie sity i selektywnosci hamowania COX-1 i COX-2 przez pochodne
trans-stilbenu i trans-stilbazolu poprzez wykonanie badania przesiewowego in vitro
z zastosowaniem kompetycyjnego testu immunoenzymatycznego (c-EIA);

o wytypowanie najbardziej selektywnych inhibitorow COX-2 na podstawie badania
przesiewowego oraz wyznaczenie wartosci ICsg tych zwigzkow wobec obu izoform COX;

o wykonanie badan in silico (2D QSAR) w oparciu 0 uzyskane dane eksperymentalne i dane
literaturowe w celu wyznaczenia zaleznosci struktura — aktywno$¢ oraz okreslenia fragmentéw
budowy odpowiedzialnych za pozadany efekt biologiczny;

. zaprojektowanie nowych czasteczek w oparciu 0 uzyskane wyniki analizy komputeroweyj,
okreslenie przewidywanej aktywno$ci biologicznej i1 wytypowanie najbardziej aktywnych
zwiazkoéw do kolejnych badan eksperymentalnych;
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synteza chemiczna wyselekcjonowanych zwigzkéw 1 potwierdzenie ich tozsamosci za pomoca
metod klasycznych i spektroskopowych;

wyznaczenie wartosci |Csg nowych zwigzkow wobec obu izoform COX za pomoca testu c-EIA.
potilosciowa analiza zalezno$ci struktura — aktywno$¢ (tzw. naiwny model Bayesa)
z wykorzystaniem danych doswiadczalnych i literaturowych — okreslenie fragmentow budowy
odpowiedzialnych za pozadany efekt biologiczny oraz poroéwnanie wynikow z badaniem 2D
QSAR;

okreslenie wlasciwosci cytotoksycznych nowych zwigzkow oraz czasteczek wytypowanych
w badaniach przesiewowych wobec komorek raka piersi MCF-7 (wykazujacych nadekspresje
COX-2) —test MTT;

wykonanie dodatkowych badan dla zwiazku wykazujacego najsilniejsze dziatanie biologiczne:

»  wyznaczenie stopnia hamowania COX-2 w komorkach MCF-7 poprzez oznaczenie
poziomu prostaglandyny E, w supernatancie hodowlanym,

> przeprowadzenie procesu dokowania in silico w celu okreslenia sposobu i sity wigzania
badanej czgsteczki z centrum Kkatalitycznym COX-1 iCOX-2 o aktywno$ci
cykooksygenazy.
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6. Badane zwiazki

ETAP | — badanie przesiewowe z COX-1 i COX-2

Do badania wyselekcjonowano tacznie 25 zwiazkow, z ktorych 19 nalezy do grupy pochodnych

trans-stilbenu, a sze$¢ zalicza si¢ do pochodnych trans-stilbazolu. Budowe analizowanych czasteczek

przedstawiono w TABELI 6.1 i 6.2.

Zwiazki te zostaly zsyntezowane na Wydziale Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu. Opis drogi syntezy oraz wyniki badan tozsamosci sg zgodne z danymi literaturowymi

[130-133].

Badanie przesiewowe zostato wykonane przy uzyciu komercyjnego testu ELISA o nazwie COX

(ovine/human) Inhibitor Screening Assay Kit (nr katalogowy 560131) firmy Cayman Chemical, USA

[134]. Za pomoca tego testu istnicje mozliwo$é jednoczesnego oznaczenia interakcji badanych

zwigzkow z izoforma COX-1 i COX-2.

TABELA 6.1

Struktura badanych pochodnych trans-stilbenu.

pochodne trans-stilbenu

zwigzek nr | R1(=2) | R2(=3) Rs (=4) R4 (=5) Rs (=3%) Re (=4°) R7(=5")
z1 H H H H H -OC,Hs H
72 -H -H H -H H -OC(0)CHs -H
73 -H -H cl H H -OH H
z4 H H cl H H -OC,Hs H
Z5 -H -H -Cl -H -H -OCH,C(0)OCHs -H
6 -H H -Br H H -OH H
z7 H H -NO; H H H H
z8 H H -NO; H H -OH H
29 -H -H -NO, -H H -OCzHs -H
Z10 -H -H -NO; -H - OCsHs -H -H
z11 H H -NO; H H _OCH,C(0)OCH; |  -H
Z12 -H -H -NO; -H -H -OCH2-C¢Hs -H
Z13 -NO; -H -NO; -H -H -OH -H
714 -NO; -H -NO; -H -H -OCzHs -H
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Z15 -NO; -H -NO; -H -OCzHs -H -H
Z16 -NO; -H -NO; -H -OC(O)CHs -H -H
Z17 -H -H -OH -H -H -OH -H
718 -H -H -OC(0)CHs -H -H -OC(0)CHs -H
719 -H -H -OCH,C(0)OCHj -H -H -OCH,C(0)OCHj -H
TABELA 6.2
Struktura badanych pochodnych trans-stilbazolu.
pochodne trans-stilbazolu
Ra
Ry
Ry
Ry
Ry
zwiazek nr R1(=2") R2(=3") R3(=4") zwigzek nr R1 R2 Rs R4(=4")
Z20 -OH -H -H Z23 -Cl -H -H -OH
Z21 -H -OH -H Z24 -H -Cl -H -OH
222 -H -H -OH Z25 -H -H -Cl -OH

ETAP Il — badanie 2D QSAR oraz ustalenie budowy nowych zwigzkéw do dalszych badan

Do analizy in silico 2D QSAR wytypowano trzy zwigzki z badania przesiewowego

0 najwickszej selektywnosci wobec COX-2, tj. zwigzek nr Z5, Z9 i Z11 (TABELA 6.1).

W celu wytypowania

struktury nowych zwigzkow niezbedne jest utworzenie tzw.

komputerowego modelu predykcyjnego w oparciu o uzyskane wyniki doswiadczalne oraz dane
literaturowe dla innych pochodnych trans-stilbenu. Model ten zawiera trzy w/w zwiazki badane oraz
37 czasteczek literaturowych o znanej aktywnos$ci biologicznej i wlasciwosciach fizykochemicznych
[32; 34; 35]. Do obliczen wykorzystano m.in. 1,1,2-triaryloeteny posiadajace nie tylko uktad
trans-stilbenu, ale rowniez dodatkowy trzeci pier§cien aromatyczny przy mostku etylenowym. Taka
réznica w budowie nie ma znaczenia w analizie 2D QSAR, w ktorej nie bierze si¢ pod uwage budowy
przestrzennej, a jedynie wlasciwosci fizykochemiczne (deskryptory molekularne 1D i 2D)
analizowanych czasteczek.

Szczegotowe dane na temat struktury oraz aktywnosci biologicznej (COX-1 1Cso, COX-2 ICs)

zwigzkow literaturowych przedstawiono w TABELI 8.1.
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W wyniku tego badania wyselekcjonowano struktury trzech nowych pochodnych trans-stilbenu
(TABELA 6.3), ktore powinny wykazywac nastgpujace wlasciwosci:
. zwiazek nr N1 — silne i selektywne hamowanie aktywnosci COX-2,
. zwigzek nr N2 — nieselektywne dziatanie wobec obydwoch izoform COX,

° zwigzek nr N6 — selektywne lub preferencyjne hamowanie aktywnosci COX-1.

TABELA 6.3
Struktura nowych pochodnych trans-stilbenu.

pochodne trans-stilbenu

zwigzek nr | Ri1(=2) R2(=3) Rs (=4) R4(=5) Rs(=3) Res (=4) R7(=5%)
N1 -H -H -NO> -H -OH -OH -OH
N2 -H -H -NO; -H -OCHjs -OCHjs -OCH3
N6 -H -H -NO; -H -OCHjs -OCHjs -H

Szczegdlowe informacje dotyczace wyboru tych czasteczek do dalszych badan zostaly

zaprezentowane w ROZDZIALE 12.2.4.

ETAP 111 — synteza pochodnych trans-stilbenu

Trzy nowe pochodne — nr N1, N2 i N6 (wytypowane w badaniu 2D QSAR, ETAP II,
TABELA 6.3) zostaly zsyntezowane i przeznaczone do nastepnych analiz.

Dodatkowo, zwiazki nr Z5, Z9 i Z11 (wytypowane w badaniu przesiewowym, ETAP I,
TABELA 6.1) zostaty poddane resyntezie i przekazane do kolejnych badan.

Dane na temat syntezy wymienionych czasteczek przedstawiono w ROzDzZIALACH 9.3, 9.4
oraz 12.3.

ETAP IV — inkubowanie COX-1 i COX-2 z nowymi zwigzkami

Nowe, potencjalne inhibitory COX (zwigzki nr N1, N2 i N6) poddano identycznym badaniom

in vitro jak w ETAPIE | — w celu oceny zdolnosci do hamowania aktywnosci COX-1 i COX-2.
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Jako zwigzek referencyjny zostal zastosowany celekoksyb, ktory jest wysoce selektywnym
inhibitorem COX-2 [4; 18; 32]. Probke tego zwiazku (3 g, nr serii: 0090, termin waznosci: 01.2017)
otrzymano z firmy PharmaZell GmbH. Jakos¢ celekoksybu jest zgodna z wymaganiami Farmakopei
Europejskiej (wytworca posiada Cetryfikat Zgodnosci z Farmakopea Europejska o numerze
RO-CEP 2012-151-Rev 00). Struktura tego zwiazku jest zaprezentowana w RoOzDzIALE 1.3.1
—na RYCINIE 1.6.

ETAP V — naiwny model Bayesa oraz porwanie wynikow z 2D QSAR

Analiza in silico obejmowata zastosowanie klasyfikatora bayesowskiego (tzw. naiwnego
modelu Bayesa) do potiloSciowego wyznaczenia zalezno$ci struktura-aktywno$¢ biologiczna
testowanych zwigzkow.

Do stworzenia modelu komputerowego wykorzystano tacznie: 29 zwigzkéw literaturowych
(TABELA 8.1) [32; 34], trzy zwiazki nr Z5, Z9 i Z11 (TABELA 6.1) oraz dodatkowo trzy nowe
pochodne trans-stilbenu nr N1, N2 i N6 (TABELA 6.3).

W odroznieniu od klasycznej analizy 2D QSAR, modele Bayesa do szacowania aktywnosci
wykorzystuja nie tylko wilasciwosci, ale rowniez fragmenty budowy testowanych zwigzkow (tzw.
fingerprinty molekularne). W zwigzku z tym, w tego typu obliczeniach wykorzystano jedynie
klasyczne trans-stilbeny, czyli zwigzki posiadajace dwa pierscienie aromatyczne potaczone mostkiem
etylenowym. Wykorzystanie pochodnych 1,1,2-triaryloetenu [35], czyli zwigzkéw posiadajacych
dodatkowy, trzeci pierscien aromatyczny mogtoby doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej uzyskany model
komuterowy typowalby rowniez konfiguracje cis jako korzystnie wplywajaca na aktywnos¢
ocenianych zwigzkow.

Uzyskane wyniki poréwnano z obliczeniami 2D QSAR (ETAP II).

ETAP VI — ocena cytotoksycznosci zwigzkéw wobec linii komorkowej MCF-T (test MTT)

Zbadano wiasciwosci cytotoksyczne zwigzkow nr Z5, Z9 i Z11 (wytypowanych w badaniu
przesiewowym, ETAP |, TABELA 6.1) oraz trzech nowo zsyntezowanych czasteczek — nr N1, N2 i N6
(ETAP Il oraz IV, TABELA 6.3). Do badania wykorzystano lini¢ komorkowg MCF-7.

Jako zwigzek referencyjny zastosowano celekoksyb.

ETAP VII — ocena stopnia hamowania syntezy PGE; w linii komérkowej MCF-7 przez wybrany

wigzek

Do tego etapu zakwalifikowano jedynie pochodna oznaczong symbolem N1, ktéra wykazywata
najsilniejsze i najbardziej selektywne dziatanie wobec COX-2 sposrod zwiazkow testowanych

w ETAPIE | oraz IV.
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W przypadku celekoksybu wykorzystano dostepne dane literaturowe [135].

Badanie zostalo wykonane in vitro przy uzyciu ludzkiej linii komorkowej raka piersi MCF-7
(ECACC nr 86012803) oraz komercyjnego testu ELISA — Prostaglandin E, Express EIA Kit
(nr katalogowy 500141) firmy Cayman Chemical, USA [136].

ETAP VIII — dokowanie wybranego zwigzku do centrum kalalitycznego COX-1 i COX-2
0 aktywnosci cyklooksygenazy

Proces dokowania wykonano dla zwigzku nr N1 oraz celekoksybu. W ramach analizy
zidentyfikowano rodzaje wigzan, grupy funkcyjne i reszty aminokwasowe biorace udziat
w oddziatywaniu badanych czgsteczek z ezymami.

Dane dotyczace energii dokowania oraz energii interakcji badanych zwiazkdéw z miejscem

aktywnym poréwnano z selektywnoscia zwigzkéw wzgledem COX-2.
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7. Oznaczanie aktywnos$ci inhibicyjnej pochodnych trans-stilbenu
I trans-stilbazolu wobec COX-1 i COX-2 w warunkach in vitro
(ETAP I oraz 1V)

7.1. Cel badania

Okreslenie zdolnosci badanych zwigzkow do hamowania aktywnosci enzymatycznej obydwoch
izoform cyklooksygenazy w warunkach in vitro, w tym:
. wyznaczenie sily i stopnia inhibicji obu izoform COX,

. wyznaczenie wskaznika selektywnosci wobec COX-2.

7.2. Badane zwigzki
Informacje na temat analizowanych zwiazkow przedstawiono w ROZDZIALE 6.

7.3. Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie

Do badania aktywnosci potencjalnych inhibitoréw COX-1 i COX-2 wykorzystano komercyjny
zestaw COX Inhibitor Screening Assay Kit (item no. 560131) firmy Cayman Chemical Company,
USA [134]. Wykaz materialow i odczynnikow wchodzacych w sktad tego zestawu znajduje si¢
w SUPLEMENCIE do niniejszej pracy doktorskiej.

Pozostate odczynniki:
. woda ultraczysta o opornosci 18.2 MQ-cm w temp. 25 °C (MerckMillipore, Szwajcaria);

. DMSO for molecular biology >99,9% (Avantor Performance Materials, Polska).

Sprzet:

. pipety manualne i automatyczne, jednokanalowe o pojemnosciach: 0,1-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 100-1000 pl i 1-10 ml (Eppendorf, Niemcy);

. pipety automatyczne, 12-kanatlowe o pojemnosciach: 0,5-10 pl i 10-100 pl (Eppendorf,
Niemcy);

° koncowki do pipet o pojemnosci: 0,1-10 ul, 10-300 pl, 100-1000 ul, 10 ml (Bionovo, Polska);

. probowki szklane o pojemnos$ci 5 ml (Bionovo, Polska);

. probowki plastikowe o pojemnosci 1,5 ml (Bionovo, Polska);

° korki silikonowe do probowek (Bionovo, Polska);

) taznia wodna (AJL Electronic, Polska);

. wytrzasarka plytek DTS-4 (Sky Line, Lotwa);

. ptuczka do ptytek Asys Atlantis 2 (Biochrom, Wielka Brytania);
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. czytnik ptytek BioTek EIx-800 (BioTek Instruments, USA);

. komora laminarna BioBan 48 (Angelantoni Life Science, Wtochy);
. lodowka 2-8°C (Samsung, Korea Pid.);

. zamrazarki -20°C, -80°C (Samsung, Korea Pid.).

Oprogramowanie:

. KC Junior v. 1.4.1.8 — program sterujacy czytnikiem ptytek BioTek EIx-800 (BioTek
Instruments, USA);

o ACD/ChemSketch v. 12.01 — program do rysowania wzorow strukturalnych i wykonywania
obliczen chemicznych (Advanced Chemistry Development, Kanada) [137];

. Marvin Suite v. 6.0.2 — zestaw narzedzi do rysowania wzordéw strukturalnych i wykonywania
obliczen chemicznych (ChemAxon, Wegry) [138];

o Microsoft Office — Excel 2007 — arkusz kalkulacyjny (Microsoft, USA);

o GraphPad v. 5.0 — program stosowany do sporzadzenia wykresow oraz analizy statystycznej
(GraphPad Prism Software, USA) [139].

7.4. Metodyka badania
7.4.1.  Kompetycyjny test immunoenzymatyczny (CEIA)

7.4.1.1. Zasada oznaczania

Istotg testu cEIA jest pomiar aktywnos$ci enzymatycznej COX-1 i COX-2, poddanych interakcji
z badanymi zwigzkami chemicznymi (potencjalnymi inhibitorami), poprzez oznaczenie iloSci

PGH./PGF,, utworzonej z kwasu arachidonowego w wyniku reakcji katalitycznej [134].

7.4.1.2. Sposob oznaczania

. 7 uwagi na labilno$¢ PGH>, po wykonaniu reakcji a przed wtasciwg analizg jest ona poddawana
redukcji do PGF, pod wptywem chlorku cyny.

. Utworzona PGF,, rywalizuje nastgpnie ze znacznikiem (koniugatem PGE; z AChE) 0 wigzanie
z kroliczym antyserum specyficznym dla prostaglandyn. Antyserum wigze si¢ natomiast
z mysim anty-kroliczym przeciwcialem pokrywajacym powierzchni¢ kazdego z 96 dotkéw
phytki.

° Ilo$¢ stosowanego antyserum jest stala i ograniczona w kazdym doltku. l1lo$¢ znacznika rowniez
jest stata. llo$¢ PGF,, zmienia si¢ w zalezno$ci od aktywno$ci (stopnia inhibicji) COX.

. W rezultacie ilo§¢ PGF», zwigzanego z antyserum jest wprost proporcjonalna do st¢zenia PGFy,
uzyskanej w reakcji inhibitora z COX, natomiast ilo$¢ znacznika zwigzanego z antyserum jest

odwrotnie proporcjonalna.
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Tak utworzony kompleks (antyserum-PGF,, i antyserum-znacznik) faczy si¢ z mysim
anty-kroliczym przeciwciatem na powierzchni ptytki, ktora nastgpnie jest przemywana w celu
usuni¢cia niezwigzanej PGF», | znacznika.

W ostatnim etapie dodawany jest odczynnik Ellman’a. W ten sposéb otrzymuje si¢ roztwor
0 zOltym zabarwieniu, ktore powstaje wskutek Kkatalitycznej przemiany acetylotiocholiny
i kwasu 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowego do kwasu 5-tio-2-nitrobenzoesowego pod wptywem
AChE wchodzacej w sktad znacznika.

Intensywno$¢ barwy mierzona jest spektrofotometrycznie w zakresie dtugosci fali 405-420 nm.
Jest ona wprost proporcjonalna do ilosci zwigzanego znacznika, a odwrotnie proporcjonalna do

ilosci utworzonej PGF,., a wigc rowniez aktywnosci COX:

Absorbancja « [znacznik] « 1/[PGF;,] « 1/[aktywno§é¢ COX]

W oparciu 0 uzyskane wyniki absorbancji okreslany jest stopien inhibicji COX przez okreslone

stezenie badanego zwiazku.

Ogolny schemat przeprowadzania reakcji oraz oznaczania aktywnosci COX zaprezentowano

na RYCINIE 7.1 [134].
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RYCINA 7.1
Schemat oznaczania aktywnosci COX w obecno$ci inhibitora za pomocg metody cEIA [134].
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7.4.1.3. Przygotowanie zwiazkéw przed wykonaniem inkubacji z COX

Sporzadzono roztwory zapasowe badanych zwigzkéw o stezeniach 100 mmol/l poprzez
rozpuszczenie odwazek w odpowiedniej objetosci DMSO. Z uzyskanych roztworéw przygotowano
nastepnie rozcienczenia do reakcji z COX. Otrzymane rozcienczenia byly 50-krotnie wigksze niz

docelowe stezenia uzyskiwane w bezposrednich reakcjach z COX.

ETAP | — badanie przesiewowe z COX-1 i COX-2

Z uzyskanych wczesniej roztworow zapasowych przygotowano rozcienczenie 5 mmol/l dla kazdego
z 25 analizowanych zwiazkéw, co odpowiadato stezeniu 100 pmol/l stosowanemu bezposrednio

w przesiewowym badaniu z COX-1 i COX-2.

Dla trzech najbardziej selektywnych zwiazkéw nr Z5, Z9 i Z11 (TABELA 6.1) przygotowano

seri¢ rozcienczen roztworow zapasowych w celu wyznaczenia wartosci ICso:

Reakcje z COX-1: Reakcje z COX-2:
Rozcienczenie Docelowe stezenie Rozcienczenie Docelowe stezenie
roztworu zapasowego | w reakcji z COX-1 roztworu zapasowego | w reakcji z COX-2
50 mM 1 mM 5mM 100 pM
5mM 100 pM 500 uM 10 uM
500 uM 10 tM 50 uM 1 uM
50 uM 1uM 5uM 100 nM
5uM 100 nM 500 nM 10 nM
500 nM 10 nM 50 nM 1nM
50 nM 1nM 5nM 100 pM
5nM 100 pM 500 pM 10 pM

ETAP IV— badanie nowych, zsyntezowanych zwiazkéw — wytypowanych w oparciu o wyniki analizy

2D QSAR

Dla trzech nowych zwigzkow N1, N2 i N6 (TABELA 6.3) oraz celekoksybu zakres rozcienczen

i docelowych stezen stosowanych w reakcjach z COX-1 i COX-2 byt identyczny jak dla zwigzkow nr
Z5,279i Z11.

7.4.1.4. Procedura inkubacji zwiazkéw z COX oraz oznaczenie stezenia prostaglandyn

Testowane zwiagzki poddano badaniu in vitro z COX-1 oraz COX-2 zgodnie z instrukcja
producenta zestawu COX Inhibitor Screening Assay Kit [134].

Poszczegblne etapy analizy byly nastgpujace:

1. Przygotowanie materiatow i odczynnikow do wykonania inkubacji.
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Inkubacja badanych zwigzkow z COX-1 oraz COX-2.
Przygotowanie wzorcow, materiatow i odczynnikoéw do oznaczania zawartosci prostaglandyn.

Wykonanie rozcienczen roztwordw prostaglandyn, ktore otrzymano w wyniku inkubacji.

ok~ w D

Przygotowanie 96-dotkowej ptytki do inkubacji, nanoszenie odczynnikow do odpowiednich
dotkow.

6. Inkubacja ptytki oraz pomiar absorbancji.
7. Obliczenia — wyznaczenie stopnia zahamowania aktywnosci COX-1 i COX-2, w tym wartos$ci

ICs0 poszczeglnych zwigzkow wobec obydwoch izoform.

Szczegodtowy opis poszezegdlnych etapéw badania przedstawiono w SUPLEMENCIE.
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8. Analiza 2D QSAR, naiwny model Bayesa oraz dokowanie do miejsca
aktywnego COX-1i COX-2 (ETAP Il, V oraz VIII)

8.1. Cel badania

Analiza 2D QSAR:

1. Stworzenie komputerowego modelu prognozowania aktywnosci biologicznej inhibitoréw COX

na podstawie zalezno$ci struktura-aktywno$¢ biologiczna wyznaczonej dla badanych
i literaturowych pochodnych trans-stilbenu.
Wspomniang zalezno$¢ zdefiniowa¢ nalezy in silico wykorzystujac wartosci ICsp
poszczegdlnych zwigzkow wobec COX-1 i COX-2 oraz deskryptory molekularne.

2. Ustalenie struktury nowych pochodnych trans-stilbenu w oparciu o uzyskang zalezno$¢
struktura-aktywno$¢ oraz teoretyczne oszacowanie ich zdolnosci do hamowania aktywnosci

COX-1iCOX-2.

Naiwny klasyfikator Bayesa:

1. Stworzenie komputerowego modelu prognozowania aktywnos$ci biologicznej inhibitoréw COX
w oparciu o wartosci ICsp poszczegolnych zwigzkéw wobec COX-1 i COX-2 oraz deskryptory
i fingerprinty molekularne.

2. Wskazanie, jakie fragmenty budowy, w tym podstawniki i ich potozenie w pier§cieniach
aromatycznych, potencjalnie zwigkszaja lub zmniejszaja aktywno$¢ ocenianych zwiazkow.

3. Poréwnanie rzeczywistej i prognozowanej aktywnosci wybranych czasteczek w oparciu o tzw.
macierz klasyfikacji (zwiazek aktywny lub nieaktywny).

4. Porownanie uzyskanych wynikéw dla wybranych zwiazkow z analizg 2D QSAR.

Dokowanie:

1. Przeprowadzenie komputerowego procesu dokowania pochodnej trans-stilbenu wykazujace;j
najsilniejszg i najbardziej selektywna zdolnos¢ do hamowaniu aktywnosci COX-2 oraz zwigzku
referencyjnego (celekoksyb) do miejsca aktywnego COX-1 i COX-2.

Poznanie sposobu oddziatywania obydwoch inhibitorow z aminokwasami tworzacymi miejsce

aktywne.

8.2. Badane zwiazki

Szczegblowe dane dotyczace budowy 1 wlasciwosci biologicznych testowanych

I referencyjnych zwiazkéw przedstawiono na kolejnych stronach w TABELACH 8.1 oraz 8.2.
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Analiza 2D QSAR:

Do analizy zakwalifikowano zwiazki nr Z5, Z9 i Z11 oraz 37 czasteczek wybranych w oparciu
0 przeglad aktualnej literatury naukowe;.

W celu stworzenia odpowiedniego modelu 2D QSAR badane zwigzki dzielone byty na 2 zbiory:
zestaw treningowy oraz zestaw testowy. Pierwsza grupa zwigzkow shuzyta do stworzenia danego
modelu obliczeniowego i jego walidacji wewnetrznej. Drugi zestaw zwigzkéw byt natomiast
niezbgdny do wykonania walidacji zewnetrznej danego modelu.

Zwiazki znacznie odbiegajace wynikami obliczen od pozostatych (tzw. outliers) nie byty brane
pod uwage przy konstrukcji modeli.

Jako zwiazek porownawczy wykorzystano celekoksyb.

Naiwny klasyfikator Bayesa:
Do badania zakwalifikowano zwigzki nr Z5, Z9, Z11, N1, N2, N6 oraz 29 czasteczek

wybranych w oparciu o0 przeglad aktualne;j literatury naukowej.
Z obliczen wykluczono osiem zwigzkow (nr 10a — 10h) z uwagi na odmienng strukture

zwigzang zobecno$cia dodatkowego pierScienia aromatycznego przy mostku etylenowym

(winylowym).

Dokowanie:

Symulacje wigzania pochodnych trans-stilbenu z miejscem aktywnym COX-1 i COX-2
(centrum katalitycznym o aktywnosci cyklooksygenazy) przeprowadzono dla zwigzku nr N1, ktory
najsilniej i najbardziej selektywnie hamowat aktywnos¢ COX-2.

Jako zwiazek porownawczy wykorzystano rowniez celekoksyb.
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TABELA 8.1  Struktura oraz aktywnos¢ biologiczna badanych i literaturowych pochodnych trans-stilbenu.
Budowa chemiczna AKktywnos$¢ biologiczna wobec COX
R
R7 O = wskaznik
Yy cox1 | coxz | NENARLS | uwag
i 50 1Cso
R2 [emol/l] [emol/l] (COX-11Cso/
Ra COX-2 ICs)
zwigzeknr | R1(=3) | R2(=4) | R3(=5) | R4(=3’) Rs (=4°) Re(=5") | R7 (=a) | Rs (=)
Z5 -H -Cl -H -H -OCH,C(O)OCHzs -H -H -H 40,98 7,52 5,45
Z9 -H -NO; -H -H -OC;Hs -H -H -H 84,98 4,02 21,15
Z11 H -NO, -H H -OCH,C(0)OCHs -H H -H 30,83 7,46 413 badane
N1 -H -NO; -H -OH -OH -OH -H -H 17,498 0,279 62,81 zwigzki
N2 -H -NO; -H -OCH3 -OCHjs -OCH3 -H -H 2,667 2,168 1,23
NG -H -NO, -H -OCH;s -OCHs -H -H -H 0,659 4,688 0,14
M1 -OCHjs -H -OCHjs -H -OCHjs -H -H -H 1,228 1,667 0,74
M2 -OCHs -OCHs -OCHs -H -OCH3 -H -H -H 9,099 1,797 1,17
M3 -OCHjs -H -OCHz | -OCH3 -H -OCH3s -H -H 27,783 1,575 17,64
M4 -OCHs -H -OCHs -OCHzs -OCH; -H -H -H 2,834 0,796 3,56
M5 -OCHz | -OCHz | -OCHz | -OCH3 -OCHjs -H -H -H 1,247 0,514 14,11 Murias
M6 -OCHs -OCHs -OCHs -OCHzs -OCH; -OCH3 -H -H 11,348 0,355 31,97 i wsp.
M7 -OH H -OH H -OH H H H 0535 | 0,99 0,54 [32]
M8 -OH -OH -OH -H -OH -H -H -H 2,072 0,04537 45,67
M9 -OH -H -OH -OH -H -OH -H -H 0,00998 0,00171 5,83
M10 -OH -H -OH -OH -OH -H -H -H 4,713 0,0113 417,08
M11 -OH -OH -OH -OH -H -OH -H -H 0,01027 0,00138 7,44
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Budowa chemiczna

Aktywnos¢ biologiczna wobec COX

o O R wskaznik
YT cox1 | coxz | NEINs | Uwag
. ol | Mol | o110
R COX-2 ICsx0)
swigzeknr | Ri(=3) | Ro(=4) | Rs(=5) | Ra(=3") Rs (=4") Rs(=5) | Ry (=a) | Rs (=B)
M12 ©OH | oH | -oH | -oH “OH “OH H H 0,748 | 0,00104 719,23 Murias
DL1 -OH H | -OCHs; | -H -OH H H H 4,92 221 2,23 i wsp.
DL2 | -0CHs | -H | -ocH:| -H _OH H H H 4,84 1,19 4,07 [32]
1M2 OH H -OH H “OH H H _CH; 1,9 1,57 121
1M13 H CF: | H H _OH H H CH; 36,3 0,47 77,23
2E16 H | NCHy. | -H -OH H -OH H | CHCHs| 74 22 3,36
2H5 -H -OCHs -H -OH -H -OH -H -H 25,8 19,6 1,32
oH7 | -OCHs | -OCHs; | -H OH H _OH H H 0,29 213 0,01
2H14 -OH -H -OH -H -NO; -H -H -H 2,2 31,6 0,07
2M1 -H -OH -H -OH -H -OH -H -CHs 1,9 1,78 1,07 Kang
2M7 -OCHs -OCHs -H -OH -H -OH -H -CHs 10,6 12,8 0,83 i wsp.
2M16 H | N(CHy: | -H -OH H -OH H _CH; 107 1,74 6,15 [34]
5M2 OH H _OH H ~OCH; H H _CH; 12,4 16,0 0,78
6H14 | -OCHs | -H | -OCHs | -H NO H H H 10,0 5,94 1,68
10E2 -OH -H -OH -H -H -F -H -CH,CHs3 3,5 17,7 0,20
10M2 -OH -H -OH -H -H -F -H -CHs 4.9 2,54 1,93
15E2 -OH -H -OH -CH=CH-CH=CH- -H -H -CH,CHs3 0,17 3,3 0,05
16E2 “OH H _OH H N(CHs): H H | -CHCHs | 305 14,8 2,06
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Budowa chemiczna

Aktywno$¢ biologiczna wobec COX

R7 O e wskaznik
T e
e T [umol/l] [mmol/l] (COX-11Cs0]
COX-2 ICsp)
zwigzek nr | R1(=3) | R2(=4) | R3(=5) | R4(=3’) Rs(=4") Rs(=5") | Ry7(=0) Rs (=B)
10a -H -H -H -H -SO,CH3 -H -H -CoHs 0,14 0,31 0,45
10b -H -CHs -H -H -SO,CH3 -H -H -CoHs >100* 0,12 >833
10c -H -F -H -H -SO,CH3 -H -H -CoHs >100* 0,0316 >3164
10d -F -F -H H -S0,CHs -H -H -CeHs >100* 0,97 >103 Uddin
106 H cl H H -S0,CHs H H -CeHs >100* 0,1138 >878 '[V;;?
10f H | -SO,.CHs | -H -H -CHs -H -H -CsHs-p-CHs | >100* 31,6 >3
10g -H -SO,CHjs -H -H -F -H -H -CeHs-p-F >100* 32,0 >3
10h -H | -SO.CHs | -H -H -Cl -H -H -CsHs-p-Cl >100* 2,0 >50
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TABELA 8.2

Struktura oraz aktywnos$¢ biologiczna celekoksybu.

COX-1 ICso* [umol/l] COX-2 ICso* [umol/I] wskaznik selektywnosci wobec COX-2 Uwagi
(COX-1 ICso/ COX-2 ICs0)
Murias
19,026 0,03482 546,41 i wsp.
[32]

# W celu wyznaczenia zalezno$ci struktura — aktywno$¢ warto$ci podane w kolumnach zlogarytmowano wg wzoru pICso = -log 1Cso.

Transformacja logarytmiczna parametru 1Cso minimalizuje potencjalne btedy, jakie mogg powsta¢ przy wyznaczaniu zalezno$ci struktura — aktywno$¢ [140].

* W przypadku zwigzkéw 10b — 10h do obliczen 2D QSAR zastosowano warto$ci graniczne parametrow COX-1 ICsg, np. dla zwigzku 10b przyjeto odpowiednio
COX-1 ICsp= 100 pmol/l. Takie zatozenie jest konieczne, zeby moc wyznaczy¢ korelacje pomiedzy budows i aktywnoS$cig testowanych zwigzkow [35].
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83. 2D QSAR

8.3.1.  Zasada oznaczania
Zasada oznaczania i wykorzystywane metody zostaty opisane w ROZDZIALE 3.5.
Przy wyznaczaniu zaleznosci QSAR stosowane sa nastepujace metody matematyczno-
statystyczne:
. prosta regresja liniowa (SLR);
° wielokrotna regresja liniowa (MLR);

. analiza czynnikoéw gtownych (PCA).

8.3.2.  Deskryptory molekularne

Zastosowane deskryptory molekularne opisane zostaty w ROZDZIALE 3.4.2 i s3 to:

. MW (masa czasteczkowa);
° HBD (ilo$¢ donorow wigzan wodorowych);
. HBA (ilos¢ akceptoréw wigzan wodorowych);

. ClogP (wspotczynnik podziatu n-oktanol / woda);
° logD (wspoétczynnik dystrybucji przy pH 7,0);

. MR (refraktywno$¢ molowa);

. u (elektryczny moment dipolowy);

o RBN (liczba wigzan pojedynczych, rotowalnych);

. a (polaryzowalnos$¢ czasteczkowa);
. APOL (suma polaryzowalnosci atomow);
. TPSA (topologiczna polarna powierzchnia czasteczki);

. W (wskaznik Wiener’a);

° VdWSA (powierzchnia Van der Waals’a).

W oparciu o wartosci MW, HBD / HBA i ClogP nalezy ustali¢, czy zwiazki nr Z5, Z9 i Z11
(wytypowane w badaniu przesiewowym, ETAP I) oraz N1, N2 i N6 (wytypowane w analizie 2D
QSAR, ETAP Il) spetniaja regute Lipinskiego [84].

8.3.3.  Oprogramowanie komputerowe

Do wyznaczenia warto$ci deskryptorow wykorzystano specjalistyczne programy komputerowe,

takie jak:
. ACD/ChemSketch v. 12.01 (Advanced Chemistry Development, Kanada) — do obliczenia
ClogP [137];
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. Marvin Suite v. 6.0.2 (ChemAxon, Wegry) — do obliczenia MW, HBD/HBA, logD, MR, y, a,
VdWSA [138];

° PADEL-Descriptor v. 2.21 (Pharmaceutical Data Exploration Laboratory, Wydziat Farmacji,
Narodowy Uniwersytet w Singapurze) — do obliczenia RBN, APOL, TPSA, W [141; 142].

W celu przeprowadzenia obliczen metodami SLR, MLR i PCA zastosowano programy
komputerowe, takie jak:
. Microsoft Office — Excel 2013;
° PQStat, wersja 1.6 [143].

8.4. Naiwny model Bayesa

8.4.1. Zasada oznaczania

Przy wyznaczaniu zaleznosci struktura — aktywno$¢ zastosowano tzw. naiwny model Bayesa,
ktory jest probabilistyczng metoda opartg na twierdzeniu Bayesa [105; 107-112]. Szczegdlowy opis
tej metody znajduje si¢ w ROZDZIALE 3.6.1.

Model ten pozwala przedstawi¢ aktywno$¢ biologiczng badanych zwiazkow tylko w postaci
zapisu binarnego (zwiazek aktywny — przypisana warto$¢ logiczna ,,1”, nieaktywny — przypisana
warto$¢ logiczna ,,0”). W celu rozréznienia zwigzkéw aktywnych od nieaktywnych nalezy wyznaczy¢
optymalng warto$¢ graniczng (cut-off value), ktora dzieli badane zwigzki na 2 podgrupy oraz wplywa

istotnie na parametry walidacyjne danego modelu.

8.4.2.  Wartos$¢ graniczna

W modelach oceniajagcych aktywno$¢ pochodnych trans-stilbenu wzgledem COX-1 oraz
COX-2 jako optymalng warto$¢ graniczng przyjeto 1Cso = 5 umol/l, ponizej ktorej zwigzki oznaczono

jako aktywne (warto$¢ ,,1”), a powyzej jako nieaktywne (wartos¢ ,,0”).
8.4.3.  Deskryptory i fingerprinty molekularne

W celu wyznaczenia przewidywanej aktywnosci biologicznej wykorzystano nastgpujace
deskryptory i fingerprinty molekularne:

. AlogP (wspotczynnik podziatu n-oktanol/woda obliczony metoda opracowang przez Ghose
i Crippen) [144];

. MW;

. NAR (liczba pierscieni aromatycznych);

. NR (liczba pierscieni);

. HBD;
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. HBA,
. RBN;
. TPSA,;

. ECFP_6 (fingerprint molekularny sktadajacy si¢ z 2048 deskryptoroéw)
(ang. extended-connectivity fingerprint of depth 6).

8.4.4. Oprogramowanie komputerowe i analiza danych

Do obliczenia wartosci w/w deskryptorow i fingerprintow molekularnych oraz stworzenia
naiwnego modelu Bayesa wykorzystano specjalistyczny program komputerowy:
° Discovery Studio v. 4.0 (BIOVIA dawniej: Accelrys, USA) — stosujac dedykowany protokot
,, Create bayesian model” W sekcji ,, OSAR and ADMET ” [145].

Na podstawie zbudowanego modelu wyznaczyc¢:
. fragmenty budowy, w tym podstawniki oraz ich potozenie w pierscieniach aromatycznych,

ktore najczescie] wystepujg w zwigzkach wytypowanych przez model za aktywne — czyli

struktury potencjalnie zwigkszajagce aktywno$¢ biologiczng inhibitorow COX (good
fingerprints);
. fragmenty budowy, w tym podstawniki oraz ich potozenie w pierscieniach aromatycznych,

ktore najrzadziej lub w ogole nie sg obecne w zwigzkach uznanych przez model za aktywne

— czyli struktury potencjalnie zmniejszajace aktywnos¢ biologiczng inhibitorow COX (bad
fingerprints);
. macierz klasyfikacji z ilo$cig zwigzkoéw uznanych jako TP, FP, TN i FN;

. krzywa ROC wraz z parametrami.

Wyniki uzyskane dla poszczegdlnych modeli poréwnac z analiza 2D QSAR.

8.5. Dokowanie ligandu do miejsca aktywnego COX-1 i COX-2

8.5.1. Zasada oznaczania

Symulacja wiagzania zwigzku nr N1 i celekoksybu z miejscem aktywnym COX-1 i COX-2
(centrum katalitycznym o aktywnos$ci cyklooksygenazy) przeprowadzona zostala za pomoca
dokowania ,,semi-gietkiego” (z ang. semi-flexibe docking). Jest to metoda, w ktorej czasteczka
receptora (np.enzymu) przyjmuje sztywng strukture, podczas gdy czasteczka ligandu podlega
translacjom, rotacjom oraz zmianom konformacyjnym w celu uzyskania kompleksu o najnizszej
energii swobodnej [114; 116; 146].
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Do utworzenia struktur przestrzennych ligandu wykorzystano dynamike molekularng (z ang.
molecular dynamics, MD), ktoéra jest ogoélng technikg symulacji oddzialywan i ruchu atomoéow
w czasteczce. W metodzie tej stosuje si¢ wysokie temperatury (do 1000 K), ktére umozliwiaja
osigganie dowolnych zmian konformacyjnych czasteczki w wyniku pokonania barier energetycznych.
Do wyznaczenia potencjatu (energii potencjalnej) tego rodzaju oddziatywan w ligandzie wykorzystuje
si¢ pole sitowe mechaniki molekularnej (np. CHARMM), za pomoca ktorego oblicza si¢
oddziatywania wigzace (Czlony energii potencjalnej zwigzanej ze zmiang dlugosci wigzan
chemicznych, zmiang katow, zmiana katéw torsyjnych) oraz oddziatywania niewiazace (potencjat van
der Waals’a i potencjat elektrostatyczny). Z kolei ruch kazdego atomu jest opisywany klasycznym
rownaniem ruchu Newtona w postaci Fi=m; * aj, gdzie i oznacza i-ty atom w czgsteczce. Sposrod
losowo uzyskanych konformacji do odziatywan z receptorem wybiera si¢ struktury optymalne, czyli te
0 najnizszej energii (najbardziej stabilne) [114; 116; 146-148].

Dynamika molekularna stosowana jest nastgpnie do symulacji oddziatywan ligandu
z sztywnym receptorem. Wytypowane wczesniej struktury ligandu dokowane sa do miejsca
aktywnego receptora, w ktérym podlegaja dodatkowym zmianom przestrzennym (sztywne obracanie
Czasteczki) i ,,zestaleniu™ (,,hartowanie”, z ang. annealing) w celu uzyskania docelowej budowy. Dla
tak powstalych komplekséw definiowany jest sposob wigzania pomigdzy receptorem i ligandem na
poziomie atomowym oraz obliczana jest energia swobodna. Za najlepsze potaczenie uznaje si¢
kompleks 0 najnizszej energii swobodnej czyli taki, w ktorym oddziatywania i wigzania s3
najtrwalsze, a ligand przyjmuje najbardziej prawdopodobng pozycj¢ w miejscu aktywnym [114; 116;
146-148].

Tego rodzaju metoda stosowana jest w wielu programach komputerowych np. CHARMM,
GOLD, AutoDock, Discovery Studio [114; 116; 145; 146].

Komputerowo wygenerowane pochodne cis-stilbenu nie byly brane pod uwage przy
wyznaczaniu najtrwalszych komplekséw, poniewaz celem niniejszej pracy byta ocena aktywnosci

biologicznej zwiazkéw stilbenu o izomerii trans.
8.5.2.  Struktury krystaliczne COX

W procesie dokowania pochodnych trans-stilbenu wykorzystano trojwymiarowe struktury
COX-1i COX-2, ktére pobrano z bazy PDB (the Protein Data Bank) [149]:
COX-1 (PDB ID): COX-2 (PDB ID):
1EQH [150; 151] 4COX [152; 153]
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ORAZ DOKOWANIE DO MIEJSCA AKTYWNEGO COX-1 1 COX-2 (ETAP Il, V ORAZ VIII)

8.5.3.  Oprogramowanie komputerowe

W celu przeprowadzenia komputerowej symulacji dokowania zastosowano specjalistyczny
program komputerowy:
. Discovery Studio v. 4.0 (BIOVIA dawniej: Accelrys, USA) — stosujac dedykowany protokot
,,CDOCKER " w sekcji ,, Receptor-Ligand Interaction” [145].

CDOCKER to zwalidowany algorytm wykorzystujacy do obliczen dynamike molekularng
opartg na polu sitowym CHARMM.

Wyniki symulacji dokowania przedstawiane sg W postaci:
o graficznej — prezentowany jest sposOb wigzania poszczegdlnych konformacji ligandu

Z miejscem aktywnym receptora;

. numerycznej — energia dokowania kazdej struktury ligandu obliczana jest w kcal/mol
i wyrazana w postaci parametrow ,—~CDOCKER INTERACTION ENERGY” oraz
,—CDOCKER ENERGY™.

—CDOCKER INTERACTION ENERGY to suma energii oddziatywan niewiazacych pomigdzy
ligandem a receptorem (oddzialywania Van der Waals’a, elektrostatyczne, wodorowe,
odpychanie steryczne),

—CDOCKER ENERGY to suma energii oddziatywan niewiazacych ligand-receptor oraz zmiany
wewnetrznej energii ligandu (zwigzanej z jego naprezeniem sterycznym, indukowanym podczas

wigzania przez receptor)

v' dodatnie warto$ci parametréw $wiadczg o korzystnym oddziatywaniu danej konformacji
ligandu z receptorem (wzajemne przyciaganie, wydzielanie energii podczas wigzania);

v ujemne warto$ci oznaczaja, ze to oddzialywanie jest nickorzystne (staba interakcja,
odpychanie, konieczno$¢ dostarczenia energii w celu utworzenia wigzan);

v im wyzsze warto$Ci parametréw, tym wigzanie si¢ danej konformacji ligandu z miejscem

aktywnym receptora jest tatwiejsze i silniejsze (korzystniejsze energetycznie).

Na podstawie przeprowadzonej procedury dokowania nalezy:

. obliczy¢ wartosci parametrow ,,—CDOCKER INTERACTION ENERGY” oraz ,,—CDOCKER
ENERGY” dla najlepszej struktury przestrzennej czasteczki N1,

. przedstawi¢ w sposob graficzny oddziatywanie preferowanej konformaciji zwigzku badanego
N1 z miejscem aktywnym COX-1 oraz COX-2;

. poréwnac uzyskane rezultaty z wynikami dokowania celekoksybu;

° dla obydwoch zwigzkow poréwnaé parametry energetyczne z selektywnoscig wzgledem COX-2

wyznaczong w badaniu in vitro.
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9. Synteza pochodnych trans-stilbenu (ETAP I11)
9.1. Cel syntezy

Otrzymanie sze$ciu pochodnych trans-stilbenu (ETAP I1Il) woparciu o wyniki badania
przesiewowego (ETAP I) oraz na podstawie analiz 2D QSAR (ETAP II).

Trzy pochodne wytypowane w ETAPIE I (zwiazki nr Z5, Z9 i Z11) resyntezowano zgodnie
z danymi literaturowymi [130-133].

Z kolei zwiazki N1, N2 i N6, wytypowane w ETAPIE I, syntezowano w oparciu o reakcje typu
kondensacji aldolowej pomigedzy pochodng benzaldehydu a pochodng kwasu fenylooctowego,
Z pominigciem produktéw posrednich [154].

Tego typu reakcja przebiega w czterech zasadniczych etapach:

- najpierw dochodzi do dekarboksylacji pochodnej kwasu fenylooctowego do pochodnej toluenu

w wyniku ogrzewania;

- w Kkolejnym etapie powstaje karboanion pochodnej toluenu w wyniku usunigcia protonu (H¥)

z aktywnej grupy metylowej przy uzyciu zasady (np. piperydyny);

- nastgpnie powstaje jon karboniowy pochodnej benzaldehydu w wyniku migracji [1-elektronow

Z atomu wegla do atomu tlenu w grupie aldehydowej;

- w ostatnim etapie karboanion faczy si¢ z jonem karboniowym, z jednoczesnym usunigciem

grupy -OH i wytworzeniem wigzania podwojnego pomigdzy atomami wegla.

Uzyskane zwigzki zostang poddane nast¢pujagcym badaniom:

- w ETAPIE IV — badanie in vitro w kierunku zdolnosci, sity i selektywnosci do hamowania
aktywnosci COX-1 i COX-2 (szczegdty w ROZDZIALE 7),

- w ETAPIE V — badanie in silico w celu okreslenia wptywu grup funkcyjnych, w tym
podstawnikow pierscieni aromatycznych, na aktywnos$¢ biologiczng potencjalnych inhibitorow
COX (szczegoty w ROzDZIALE 8),

- w ETAPIE VI — badanie in vitro do oceny sily cytotoksycznego dziatania wobec linii
komoérkowej MCF-7 (szczegoty w ROzZDZIALE 10),

- w ETAPIE VII — badanie in vitro pod katem zdolnosci i sity do hamowania aktywnosci COX
w komorkach MCF-7, wyrazonej poprzez zmniejszenie st¢zenia PGE> w supernatancie
komoérkowym (szczegoty w ROZDZIALE 11),

- w ETAPIE VIII — badanie in silico w kierunku wyznaczenia sity i prawdopodobnego sposobu
wigzania si¢ badanych zwigzkéw z miejscem aktywnym COX-1 i COX-2 (szczegdty
W ROZDZIALE 8).
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9.2. Odczynniki i sprzet

Odczynniki:

o kwas p-chlorofenylooctowy (>99,0%, reagent grade, Sigma-Aldrich, Niemcy);

o kwas p-nitrofenylooctowy (>99,0%, reagent grade, Sigma-Aldrich, Niemcy);

. p-hydroksybenzaldehyd (>98,0%, reagent grade, Alfa Aesar, Niemcy);

° chlorooctan metylu (>99,0%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);

o jodek etylu (>99,0%, reagent grade withcopperasstabilizer, Sigma Aldrich, Niemcy);
. 3,4,5-trihydroksybenzaldehyd, hydrat (>97,0%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);
° aldehyd weratrowy (3,4-dimetoksybenzaldehyd) (>99,0%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);
. 3,4,5-trimetoksybenzaldehyd (>98,0%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);

. piperydyna (>99,5%, reagent grade, Sigma-Aldrich, Niemcy);

° metanol (>99,8%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);

. etanol bezwodny (>99,8%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);

. 0-ksylen (>99,0%, reagent grade, AlfaAesar, Niemcy);

. NaOH, 1 mol/l (cz.d.a., POCH, Polska);

o HCI, 1 mol/l (cz.d.a., POCH, Polska);

. HCI, 0,1 mol/l (cz.d.a., POCH, Polska);

. so6d metaliczny (>99,95%, metalbasis, AlfaAesar, Niemcy);

o azot (99,99%, Linde Gaz, Polska).

Produkty posrednie:
o 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben
° 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilben

Sprzet:

° waga analityczna AS310/X (Radwag, Polska)

. chtodnica zwrotna spiralna, kulowa (Chemland, Polska);

. taznia olejowa O415E (Laboplay, Polska);

. wyparka obrotowa Laborota 4000 (Heidolph, Niemcy);

° termometr rteciowy o zakresie temperatury -10 / +250°C (Roth, Niemcy);

o kolby kuliste, okragtodenne o pojemnosci 25 ml, 100 ml, 250 ml i 500 ml (Chemland, Polska);
o lejki szklane, porcelanowe, Biichnera (Chemland, Polska);

. tyzeczka, kroplomierz, krazki bibutowe, saczki.
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9.  SYNTEZA POCHODNYCH TRANS-STILBENU (ETAP I11)

9.3. Opis syntezy

9.3.1.  Produkt posredni dla zwiazku nr Z5: 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben

Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.1.

Etapy syntezy:

1. W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 0,3 mola kwasu p-chlorofenylooctowego,
0,3 mola p-hydroksybenzaldehydu i 30 ml piperydyny.

2. Uzyskang mieszaning ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 150°C przez 5 godzin.

3. Powstaty olej] wymywano zimnym 1 mol/l roztworem NaOH. Otrzymany roztwor zobojetniono
za pomocg 1 mol/l HCl wobec papierka wskaznikowego.

4. Wytracony osad odsaczono i krystalizowano z metanolu.

1. O ,150°C, 5h

RYCINA 9.1
Schemat syntezy 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

9.3.2.  Produkt posredni dla zwiazkéw nr Z9 i Z11: 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilben
Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.2.

Etapy syntezy:
1. W kolbie kulistej o pojemnosci 250 ml umieszczono 0,08 mola (14,5 g) kwasu
p-nitrofenylooctowego; 0,08 mola (9,8 g) p-hydroksybenzaldehydu oraz 4 ml piperydyny.

2. Uzyskang mieszaning ogrzewano pod chtodnicg zwrotng na tazni olejowej w temperaturze
150°C przez 6 godzin.

3. Po tym czasie powstala stopiong mas¢ rozpuszczono w 10% wodnym roztworze NaOH
(ok. 50 mL).

4. Otrzymany roztwor zobojetniono za pomoca 1 mol/l HCl wobec papierka wskaznikowego.

5. Wytracony osad odsgczono i krystalizowano z o-ksylenu. Otrzymano jasnozolte krysztaty.
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RYCINA 9.2
Schemat syntezy 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

9.3.3.  Zwiazek nr Z5: 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben
Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.3.

Etapy syntezy:

1. W kolbie kulistej o pojemnosci 500 ml umieszczono 0,05 mola (11,53 g) 4-chloro-4’-hydroksy-
trans-stilbenu i dodano 250 ml metanolu w celu rozpuszczenia.

2. Do roztworu dodano w kawatkach 0,05 mola (1,15 g) sodu metalicznego i po jego roztworzeniu
cato$¢ ogrzewano do wrzenia przez ok. 5 minut pod chtodnica zwrotna.

3. Nastepnie do wrzagcego roztworu wkroplono 0,06 mola (5,29 mL) chlorooctanu metylu.
Cato$¢ ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotng przez 8 godzin.

4. W kolejnym etapie odparowano polowg poczatkowej objetosci rozpuszczalnika na wyparce
obrotowej, a nastepnie zobojetniono mieszaning reakcyjng za pomoca 0,1 mol/l roztworu HCI
i ochtodzono do temperatury pokojowe;.

5. Wytracony jasnozotty osad odsaczono, a przesacz zatezono na wyparce obrotowej, uzyskujac
kolejng frakcje produktu.

6. Potaczone frakcje osadu odsaczono i krystalizowano z metanolu, otrzymujac jasnozotte

krysztaty.

1. Na/ HyC—OH | &min, temp. wrzenia

CIH,C-COOCH; , B h, temp. wrzenia -

2
OH 3 H—Cl Q\)J\ .
i O -HC
c cl

RYCINA 9.3
Schemat syntezy 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.
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9.3.4. Zwiazek nr Z9: 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilben

Skrécony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.4.

Etapy syntezy:

1. W kolbie kulistej o pojemnosci 100 ml umieszczono 0,01 mola (2,41 g) 4-nitro-4’-hydroksy-
trans-stilbenu w 60 ml bezwodnego etanolu w celu rozpuszczenia.

2. Do roztworu dodano w kawatkach 0,015 mola (0,345 @) sodu metalicznego i po jego
roztworzeniu cato$¢ ogrzewano do wrzenia przez ok. 5 minut pod chtodnica zwrotna.

3. Nastepnie do wrzacego roztworu wkroplono 0,02 mola (1,60 mL) jodku etylu.
Cato$¢ ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotng przez 3 godziny, a nastepnie ochtodzono
do temperatury pokojowej.

4, Wytracony z6tty osad odsaczono, a przesacz zatgzono na wyparce obrotowej, uzyskujac kolejna
frakcje produktu.

5. Potaczone frakcje osadu odsaczono i krystalizowano z bezwodnego etanolu, otrzymujac zotte

N
[l

krysztaty.

1. NafEt— OH , & min, ternp. wizenia

OH 2 Bt=— 1, 3h temp. wrzenia A CH
R
O 3. Et— OH ~
NS \ N

8] -
U~ ‘ -Hl 0 O
S W
~

il
I

RYCINA 9.4
Schemat syntezy 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilbenu.

9.3.5. Zwigzek nr Z11: 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben

Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.5.

Etapy syntezy:

1. W kolbie kulistej o pojemnosci 500 ml umieszczono 0,03 mola (7,23 g) 4-nitro-4’-hydroksy-
trans-stilbenu i dodano 200 ml metanolu w celu rozpuszczenia.

2. Do roztworu dodano w kawatkach 0,045 mola (1,035 g) sodu metalicznego i po jego
roztworzeniu catos¢ ogrzewano do wrzenia przez ok. 5 minut pod chtodnicg zwrotna.

3. Nastgpnie do wrzacego roztworu wkroplono 0,06 mola (5,29 mL) chlorooctanu metylu.
Cato$¢ ogrzewano do wrzenia pod chlodnica zwrotng przez 3,5 godziny, a nastgpnie ochtodzono
do temperatury pokojowe;j.

4, Wytracony zotty osad odsgczono, a przesacz zatgzono na wyparce obrotowej, uzyskujac kolejna
frakcje produktu.

5. Potaczone frakcje osadu odsgczono i krystalizowano z metanolu, otrzymujac zotte krysztaty.
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RYCINA 9.5
Schemat syntezy 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.

9.3.6. Zwigzek nr N1: 4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben

Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.6.

Etapy syntezy:

1.

W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 0,003 mola (0,543 g) kwasu
p-nitrofenylooctowego; 0,003 mola (0,462 g) 3,4,5-trihydroksybenzaldehydu i 0,6 ml
piperydyny w celu rozpuszczenia.

2. Mieszaning t¢ ogrzewano pod chlodnica zwrotna, w przeptywie azotu, na tazni olejowej
w temperaturze 160°C przez 1 godzing. Nastgpnie mieszaning reakcyjng ochtodzono
do temperatury pokojowej.

3. W wyniku reakcji otrzymano czarny osad, do ktérego dodano 10 ml metanolu i ponownie
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng az do rozpuszczenia si¢ osadu.

4. Nastepnie roztwor zobojetniono za pomoca 0,1 mol/l HCI i wypadty osad odsaczono. Przesgcz
zat¢zono na wyparce obrotowej, uzyskujac kolejng frakcje osadu.

5. Wytracony czarny osad odsgczono i przemyto etanolem bezwodnym, a przesacz zatgzono na
wyparce obrotowej, uzyskujac kolejng frakcje produktu.

6. Potaczone frakcje osadu odsaczono i krystalizowano z bezwodnego etanolu, otrzymujac
brunatno-czarne krysztaty.

1. O N, 160°C, 1h
H
2. HyC— OH
- 3, H—ICI
- Ho 4 Et—OH
. ! +
UQ-\N oH . —_—
i | N
“Hy0
-CO,
RYCINA 9.6

Schemat syntezy 4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-stilbenu.
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9.3.7. Zwiazek nr N2: 4-nitro-3°,4°.5’-trimetoksy-trans-stilben

Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.7.

Etapy syntezy:

1. W kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 0,02 mola (3,623 g) kwasu
p-nitrofenylooctowego; 0,02 mola (3,924 g) 3,4,5-trimetoksybenzaldehydu i 2 ml piperydyny
w celu rozpuszczenia.

2. Mieszaning t¢ ogrzewano pod chlodnicg zwrotna, w przeptywie azotu, na tazni olejowej
w temperaturze 150°C przez 2 godziny. Nastgpnie mieszaning reakcyjna ochtodzono
do temperatury pokojowej.

3. Wytracony z6ity osad odsaczono i przemyto etanolem bezwodnym, a przesacz zatezono na
wyparce obrotowej, uzyskujac kolejna frakcje produktu.

4. Potaczone frakcje osadu odsaczono i krystalizowano z bezwodnego etanolu, otrzymujac zolte

krysztaty.

0
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RYCINA 9.7
Schemat syntezy 4-nitro-3’,4°,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

9.3.8. Zwiazek nr N6: 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilben

Skrocony opis drogi syntezy przedstawiono na RYCINIE 9.8.

Etapy syntezy:

1. W  kolbie kulistej o pojemnosci 25 ml umieszczono 0,02 mola (3,623 g) kwasu
p-nitrofenylooctowego; 0,02 mola (3,324 g) aldehydu weratrowego i 2 ml piperydyny w celu
rozpuszczenia.

2. Mieszaning t¢ ogrzewano pod chlodnicg zwrotng, w przeptywie azotu, na tazni olejowej
w temperaturze 150°C przez 2 godziny. Nastepnie mieszaning reakcyjng ochtodzono do
temperatury pokojowej.

3. Wytracony z6ity osad odsaczono i przemyto etanolem bezwodnym, a przesgcz zatezono na

wyparce obrotowej, uzyskujac kolejng frakcje produktu.
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4. Potaczone frakcje osadu odsgczono i krystalizowano z bezwodnego etanolu, otrzymujac zotte
krysztaly.
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RYCINA 9.8
Schemat syntezy 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

94. Potwierdzenie tozsamosci i struktury zsyntezowanych zwiazkow

9.4.1. Metody badan analitycznych

Pochodne trans-stilbenu zostaly poddane analizie klasycznej i instrumentalnej w celu

weryfikacji ich tozsamosci, w tym budowy przestrzennej, oraz czystosci chemiczne;j.

Wsréd metod klasycznych wykorzystano nastgpujace analizy:

- oznaczenie zawartosci podstawowych pierwiastkow — wegiel, wodor 1 azot (elementarna analiza
organiczna);

- oznaczenie temperatury topnienia;

- wyznaczenie wspotczynnika retencji Rs (chromatografia cienkowarstwowa, TLC).

W przypadku metod instrumentalnych zastosowanie znalazty:
- spektrometria mas (MS);
- spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR): *H NMR oraz *C NMR;

- spektroskopia w podczerwieni (IR).

Nalezy zaznaczy¢, ze nie wszystkie metody (szczegdlnie instrumentalne) byly konieczne do
identyfikacji poszczegdlnych zwigzkow. W niektorych przypadkach wykorzystano dwie z trzech
metod instrumentalnych.

Opisy poszczegdlnych metod analitycznych znajduja sie w SUPLEMENCIE.
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10.  OZNACZANIE AKTYWNOSCI CYTOTOKSYCZNEJ POCHODNYCH TRANS-STILBENU
WOBEC LINII KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VI)

10. Oznaczanie aktywnoS$ci cytotoksycznej pochodnych trans-stilbenu
wobec linii komorkowej MCF-7 (ETAP V1)

10.1. Cel badania

Ocena dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkow wobec ludzkich komoérek raka piersi
MCF-7 za pomoca testu MTT.

10.2.  Badane zwiazki
Informacje na temat analizowanych zwiazkow przedstawiono W ROZDZIALE 6.

Roztwory testowanych zwigzkow przygotowano W stezeniach wyjsciowych 1000-krotnie
wyzszych niz docelowe, poprzez rozpuszczenie w DMSO.

Zakres stezen wyjsciowych: 0 (kontrola); 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 i 200 mmol/I

10.3.  Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie

10.3.1. Hodowla komorek MCF-7

Materiai:
° estrogenozalezna, ludzka linia komorkowa raka piersi MCF-7, Michigan Cancer Foundation-7
(ECACC nr 86012803).

Odczynniki:

. DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma Aldrich, Niemcy);

o ABAM - Antibiotic-Antimycotic solution — roztwor 100 IU/ml penicyliny, 1 mg/ml
streptomycyny, 100 1U/ml nystatyny (Sigma Aldrich, Niemcy);

. L-glutamina, roztwor 2,5 mmol/l (Sigma Aldrich, Niemcy);

° FBS (ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca (Sigma Aldrich, Niemcy);

° PBS (ang. phosphate buffered saline) — bufor fosforanowy (Sigma Aldrich, Niemcy);

. trypsyna-EDTA, roztwor 10% (Sigma Aldrich, Niemcy);

. DMSO - dimetylosulfotlenek (Sigma Aldrich, Niemcy);

. Trypan blue (Sigma Aldrich, Niemcy).

Sprzet:
. ptytki do hodowli komérkowych 96-dotkowe (Corning Inc., USA);
. butelki hodowlane o pow.75 cm? (Corning Inc., USA);

. polipropylenowe probowki wird6wkowe 15 ml i 50 ml (Bionovo, Polska);
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pipety manualne i automatyczne, jednokanalowe o pojemnosciach: 0,1-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 100-1000 pl i 1-10 ml (Eppendorf, Niemcy);

pipety automatyczne, 12-kanatlowe o pojemnosciach: 0,5-10 pl i 10-100 pl (Eppendorf,
Niemcy);

pipety Pasteura (Medlab, Polska);

pipety 10 ml i 25 ml (BD Biosciences, USA),

proboéwki do zamrazania komorek (Nalgene Comp., USA),

komora laminarna BioBan 48 (Angelantoni Life Science, Wtochy);

pompa prézniowa Biochem-Vaccu Center BVC 21 (Vaccubrandt, Niemcy);

inkubator 490-1CE (LabLine Instruments Inc., USA);

komory zliczeniowe Biirkera;

mikroskop $wietlny TS 100, kamera Digital SightCamera System (Nikon, Japonia);

lodowka 2-8°C (Samsung, Korea Pid.);

zamrazarki -20°C, -80°C (Samsung, Korea Pid.).

Oprogramowanie:

Nikon Basic Research, Nikon Imaging Sofware, program uzyty do cyfrowej analizy zdjec

z mikroskopu Nikon TS100 (Nikon, Japonia).

10.3.2. TestMTT

Odczynniki:

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Sigma Aldrich, Niemcy);

ABAM — Antibiotic-Antimycotic solution — roztwoér 100 IU/ml penicyliny, 1 mg/ml
streptomycyny, 100 1U/ml nystatyny (Sigma Aldrich, Niemcy);

FBS (ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca (Sigma Aldrich, Niemcy);

PBS (ang. phosphate buffered saline) — bufor fosforanowy (Sigma Aldrich, Niemcy);

DMSO - dimetylosulfotlenek (Sigma Aldrich, Niemcy);

MTT — bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliny (Sigma Aldrich, Niemcy).

Sprzet:

ptytki do hodowli komérkowych 96-dotkowe (Corning Inc., USA);
pipety Pasteura (Medlab, Polska);
pipety 10 ml i 25 ml (BD Biosciences, USA),

pipety manualne i automatyczne, jednokanatlowe o pojemnos$ciach: 0,1-10 ul, 2-20 pul,
10-100 ul, 100-1000 pl i 1-10 ml (Eppendorf, Niemcy);
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. pipety automatyczne, 12-kanalowe o pojemnosciach: 0,5-10 ul i 10-100 ul (Eppendorf,
Niemcy);

° komora laminarna BioBan 48 (Angelantoni Life Science, Wtochy);

° pompa prézniowa Biochem-Vaccu Center BVC 21 (Vaccubrandt, Niemcy);

. inkubator 490-1CE (Lab Line Instruments Inc., USA);

° wiréwka 5810R (Eppendorf, Niemcy);

. wytrzasarka ptytek DTS-4 (Sky Line, Lotwa);

. czytnik ptytek BioTek EIx-800 (BioTek Instruments, USA);

. lodowka 2-8°C (Samsung, Korea Pid.);

. zamrazarki -20°C, -85°C (Samsung, Korea Pid.).

Oprogramowanie:

. KC Junior v. 1.41.8 — program sterujacy czytnikiem ptytek BioTek EIx-800 (BioTek
Instruments, USA);

. Microsoft Office — Excel 2007 (Microsoft, USA);

° GraphPad v. 5.0 (GraphPad Prism Software, USA) [139].

10.4. Metodyka badania

10.4.1. Hodowla komorek MCF-7

Komorki linii MCF-7 hodowano w butelkach o powierzchni 75 c¢cm? Optymalne warunki
hodowlane, tj. temperatura 37°C, 100% wilgotno$¢ i 5% CO2, utrzymywane byly przy pomocy
inkubatora.

Jako medium hodowlane stosowano pozywke DMEM uzupetniong o 2,5 mM L-glutaming oraz
10% FBS. W celu unikniecia zakazenia hodowli do medium dodawano roztwor antybiotykow
i antymykotyku (ABAM, 100 U/ml penicyliny, 1 mg/ml streptomycyny, 100 U/ml nystatyny).

Komorki MCF-7 posazowano w warunkach jatowych, w komorze z przeptywem laminarnym.
Po dwukrotnym przeptukaniu komoérek buforem fosforanowym PBS, odtrawiano je od podtoza za
pomoca 10% trypsyny/EDTA, a nastepnie dodawano FBS w celu zahamowania aktywnosci enzymu.

Komorki liczono z uzyciem komory Biirkera i mikroskopu $wietlnego. Po liczeniu zawiesing

komorek rozdzielano do naczyn hodowlanych i dodawano odpowiednia ilo$¢ swiezej pozywki.

10.4.2. Test MTT
10.4.2.1. Zasada oznaczania

Zasada oznaczania zostata opisana w ROZDZIALE 4.2.1.
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10.4.2.2. Sposob oznaczania

Komorki MCF-7 wysiewano na ptytki 96-dotkowe w ilosci 20 000 komorek/dotek.

Po uptywie 24 godz. usuwano medium i dodawano roztwory testowanych zwiazkow. Zakres
stezen docelowych w pojedynczych dotkach wynosit: 0 (kontrola); 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 i 100
umol/l, a ostateczne stezenie DMSO — 0,1%.

Komoérki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 72 godziny. Po uplywie tego czasu
roztwory z badanymi zwigzkami usuwano, a nastgpnie dodawano roztwoér MTT (150 ul DMEM oraz
20 ul MTT o stezeniu 5 mg/ml w PBS).

Po uptywie 4 godz. komorki odwirowywano (3 min. / 200 g / 20 °C), $ciggano dodany
uprzednio roztwor MTT, a nastepnie dodawano 200 ul DMSO w celu rozpuszczenia utworzonego
fioletowego formazanu w zywych komoérkach.

Absorbancje mierzono z uzyciem czytnika ptytek przy dlugosci fali 570 nm (dtugosé fali
referencyjnej — 650 nm).

Intensywno$¢ barwy jest wprost proporcjonalna do ilosci utworzonego formazanu oraz do ilo$ci
zywych komorek, natomiast odwrotnie proporcjonalna do sity cytotoksycznego dziatania testowych
zZwigzkow:

Absorbancja o« [ilo$¢ formazanu] « [ilo$¢ Zzywych komorek]

Absorbancja o 1/ [cytotoksyczne dzialanie testowanego zwigzku]

W oparciu 0 uzyskane wyniki absorbancji okre§lany jest stopien cytotoksycznej aktywno$ci

badanych zwiazkow w zaleznosci od ich stgzenia.

118



11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE; W LINII KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

11. Oznaczanie stopnia zahamowania syntezy PGE> w linii komérkowej
MCF-7 (ETAP VII)

11.1. Cel badania

Ocena zdolnosci badanych zwigzkoéw do hamowania aktywnosci COX-1 i COX-2 bezposrednio
w komoérkach MCF-7 poprzez wyznaczenie poziomu PGE: w supernatancie tych komorek wzgledem

proby kontrolne;j.

11.2. Badane zwiazki

Sposréd pochodnych trans-stilbenu do tego badania wytypowano zwigzek nr N1, ktory
wykazywal nasilniejsze i najbardziej selektywne dziatanie wobec COX-2.

Uzyskane wyniki poréwnano z danymi literaturowymi dla celekoksybu [135].

Zakres stezen stosowanych w ETAPIE V jest nastepujacy:
0 (kontrola); 6,25; 12,5; 25; 50 i 100 umol/I.

11.3. Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie

11.3.1. Hodowla komérek MCF-7
Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie do hodowli komorkowej: patrz RozDziat 10.3.1

11.3.2. Oznaczanie stezenia PGE; w supernatancie komérkowym

W celu oznaczenia poziomu PGE;, wytworzonej przez COX-2 obecng w komoérkach MCF-7,
wykorzystano gotowy zestaw Prostaglandin E, Express ELISA Kit firmy Cayman Chemical
Company, USA [136]. Wykaz materiatéw i odczynnikow wchodzacych w sktad tego zestawu znajduje

sie w SUPLEMENCIE do niniejszej pracy doktorskiej.

Pozostate odczynniki, sprzet i oprogramowanie: patrz ROZDZIAE 7.3.

11.4.  Metodyka badania

11.4.1. Hodowla komorek MCF-7

Patrz RozpziAt 10.4.1.
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11.4.2. Kompetycyjny test immunoenzymatyczny (CEIA)

11.4.2.1. Zasada oznaczania

Istota testu cEIA jest pomiar aktywnosci enzymatycznej COX-2 w komorkach MCF-7,
inkubowanych z badanymi zwigzkami chemicznymi (potencjalnymi inhibitorami COX-2), poprzez

oznaczenie PGE; w supernatancie komorkowym [136].

11.4.2.2. Spos6b oznaczania

Sposob wykonywania tego testu jest bardzo podobny do badania wykonywanego z uzyciem
zestawu COX Inhibitor Screening Assay Kit — szczegoty zawarto w ROZDZIALE 7.

Zasadnicza réznica pomigdzy obydwoma badaniami dotyczy materialu stanowiacego zrédlo
enzymu COX-1 i/lub COX-2, sposobu przeprowadzenia reakcji tego enzymu z potencjalnymi

inhibitorami, rodzaju oznaczanych prostaglandyn oraz czasu inkubacji ptytki pokrytej przeciwciatem:

COX Inhibitor Screening Assay Kit [134] \ Prostaglandin E; Express ELISA Kit [136]
Zrodlo COX
owcza COX-1 nowotworowa linia komérkowa MCF-7
ludzka, rekombinowana COX-2 wykazujaca nadekspresj¢ COX-2 [135; 155; 156]
wykonanie reakcji COX z inhibitorem
bezposrednia oddziatywanie inhibitora odziatywanie inhibitora z COX-2 zawartg w
z COX-1 lub COX-2 (warunki in vitro) komoérkach MCF-7 (warunki in vitro)
sposob oznaczania aktywnosci COX
oznaczanie stezenia PGF,, oznaczanie stezenia PGE;
W roztworze reakcyjnym w supernatancie komoérkowym
(probowka) (ptytka hodowlana, 96-dotkowa)
warunki inkubacji 96-dotkowej plytki pokrytej przeciwciatem IgG
18 godzin, temperatura pokojowa, 60 minut, temperatura pokojowa,
bez dostgpu $wiatla, bez dostgpu $wiatla,
zakres obrotow: 200-300 rpm zakres obrotow: 200-300 rpm

Pozostate etapy testu wykonywane sg analogicznie i obejmujg [134; 136], tj.:

. przygotowanie wzorcowych stezen PGE; ,

. przygotowanie odczynnikéw do inkubacii,

. wprowadzanie supernatantu, odczynnikéw i wzorcowych stezen PGE. do 96-dotkowej ptytki
pokrytej przeciwciatem IgG,

. przemywanie plytki po inkubacji, przygotowanie odczynnika Ellmana i proces wywotywania
barwnej reakcji enzymatycznej (o zottym kolorze) w dotkach,

. pomiar intensywnosci barwy roztwordow w poszczegélnych dotkach za pomoca

spektrofotometru UV (czytnika ptytek) w zakresie,

120



11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE; W LINII KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

. obliczenie stopnia hamowania aktywnosci COX w oparciu o wyznaczone stezenie PGE;
W supernatancie komorkowym.
Skrocony opis poszczegoélnych etapow znajduje sie w ROZDZIALACH 11.4.2.3 -11.4.2.5.

Intensywno$¢ barwy mierzona jest spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 405 nm. Uzyskana
absorbancja jest wprost proporcjonalna do ilosci zwigzanego znacznika, a odwrotnie proporcjonalna

do ilo$ci utworzonej PGE», a wigc rowniez aktywnosci COX:

Absorbancja o [znacznik] « 1/[PGE;] « 1/[aktywno$¢ COX]

W oparciu 0 uzyskane wyniki absorbancji okreslany jest stopien inhibicji COX przez okreslone

stezenie badanego zwigzku.

Ogolny schemat prowadzenia reakcji oraz oznaczania st¢zenia PGE, w supernatancie

komoérkowym zaprezentowano na RYCINA 11.1.
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11.4.2.3. Przygotowanie komérek MCF-7 i zwigzku N1 przed wykonaniem inkubacji

Hodowla komorek MCF-7

Hodowle komérek przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym w ROzDzIALE 10.4.1.

Badany zwigzek N1 (4-nitro-3°,4°, 5 -trihydroksy-trans-stilben)
Roztwory testowanego zwiagzku N1 przygotowano w stezeniach wyjsciowych 1000-krotnie wyzszych
niz docelowe, poprzez rozpuszczenie w DMSO.

Zakres stezen wyjsciowych: 0 (kontrola); 6,25; 12,5; 25; 50 1 100 mmol/I.

11.4.2.4 Inkubacja zwiazku N1 z komérkami MCF-7

1. Komorki MCF-7 wysiewano na ptytki 96-dotkowe w ilo$ci 20 000 komérek/dotek.

2. Po uplywie 24 godz. usuwano medium i dodawano roztwory testowanego zwiazku.
Zakres docelowych stezen badanego zwigzku w pojedynczych dotkach wynosit: 0 (kontrola);
6,25; 12,5; 25; 50 i 100 umol/l, a ostateczne stgzenie DMSO — 0,1%.

3. Komorki inkubowano z badanym zwiazkiem przez 72 godziny.

4. Po uptywie tego czasu supernatant komorkowy przeniesiono z kazdego dotka do nowej ptytki
96-dotkowej pokrytej biatkami izolacyjnymi i kozim anty-mysim przeciwciatem IgG — w celu

oznaczenia zawartosci PGE;.

11.4.2.5 Procedura oznaczania stezenia prostaglandyny E,w supernatancie hodowlanym

Stezenie PGE2 w supernatancie komorkowym ozaczono zgodnie z instrukcja producenta

zestawu Prostaglandin E; Express ELISA Kit firmy Cayman Chemical Company, USA [136].

Poszczegblne etapy analizy byly nastgpujace:

1. Przygotowanie wzorcow, materiatdéw i odczynnikoéw do oznaczania zawartosci prostaglandyny Eo.

2. Przygotowanie 96-dotkowej ptytki do inkubacji, nanoszenie odczynnikow do odpowiednich
dotkow.

3. Inkubacja ptytki oraz pomiar absorbancji.

4, Obliczenia — oznaczenie stezenia PGE, w supernatancie hodowlanym i wyznaczenie stopnia

zahamowania aktywno$ci COX-2 w komoérach MCF-7.

Szczegotowy opis poszezegdlnych etapow badania przedstawiono w SUPLEMENCIE.
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12.  Wyniki

12.1.  Oznaczanie aktywnosci inhibicyjnej pochodnych trans-stilbenu i trans-stilbazolu
wobec COX-1i COX-2 w warunkach in vitro (ETAP I)

12.1.1. Badanie przesiewowe

Do badania przesiewowego zakwalifikowano 25 zwiazkow opisanych w ROZDZIALE 6, z czego
19 nalezy do pochodnych trans-stilbenu, a pozostate 6 to pochodne trans-stilbazolu.

Testowane czgsteczki poddano bezposrednim reakcjom inkubacji z COX-1 i COX-2
w warunkach invitro, w celu wstepnego okreslenia ich biologicznej aktywnos$ci wobec obydwoch
izoform COX. Drziatanie to oceniano poprzez zastosowanie jednolitego stgzenia progowego
100 pmol/l1 dla wszystkich 25 zwigzkoéw reagujacych z COX. Wybor takiego stgzenia dokonano w
oparciu o przeglad literatury i dostgpne wyniki badan pochodnych trans-stilbenu z izoformami COX
[32; 34; 35]. Szczegdtowy opis wykonania badania przedstawiono W ROZDZIALE 7.

Do przeprowadzenia analizy wykorzystano komercyjne zestawy testu COX Inhibitor Screening
Assay Kit firmy Cayman [134]. Dla kazdego zestawu sporzadzano osobng sigmoidalng krzywa
wzorcowa, ktora po przeksztatceniach matematycznych przyjmowata posta¢ prostoliniowg o ogoélnym
wzorze logit (B/Bo) = f (logPGF.,). Wykresy i parametry poszczegélnych krzywych wzorcowych
zaprezentowano w SUPLEMENCIE.

Obliczenia wykonano w oparciu 0 wyniki absorbancji (A = 405 nm) w poszczegodlnych dotkach
oraz parametry krzywych wzorcowych.

Uzyskane wyniki zaprezentowano w TABELACH 12.1-4 i na WYKRESIE 12.1.
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TABELA 12.1

Wyniki badania przesiewowego 25 zwigzkow w reakcji z COX-1 (zwiagzki nr Z1 — Z16).

Stezenie

Nr prébki / zwiazku Rozcienczenie B/Bo* rostaalandvn SD CVv*# Stopien zahamowania Srednia SD $redniej
P A prébki [%6] prostaglancyny’ | rpg/mi] [%] | aktywnosci COX-1[%] %2 | wartos¢ [%] | wartosci [%]
PGF2q [pg/ml]

Tto

(inaktywowana COX-1) 100 93,55 258,20 25,13 9,73 100 100 -

Kontrola 2 000 28,69 1 668 861,48 148 739,83 8,91 0

(100% aktywnos¢ COX-1, 0 -

bez inhibitora) 4000 39,64 1515 599,26 104 388,92 6,89 0
2 000 33,75 1138 296,00 64 815,70 5,69 31,79

Z1 32,27 0,68
4000 45,61 1019 166,56 52 309,57 5,13 32,75
2 000 31,51 1340 442,68 54 753,35 4,08 19,68

Z2 20,52 1,18
4000 43,21 1191 947,83 23 795,07 2,00 21,35

73 2 000 30,22 1478 499,84 89 248,42 6,04 11,41 9.64 249
4000 40,84 1396 181,45 113 121,55 8,10 7,88
2 000 35,17 1029 509,27 79 567,82 7,73 38,30

Z4 39,22 1,29
4000 47,42 907 327,31 67 691,73 7,46 40,13
2 000 42,61 620 069,01 22 360,65 3,61 62,84

Z5 59,26 5,08
4000 52,06 671 923,14 34 284,75 5,10 55,66
2 000 30,05 1498 101,97 90 725,11 6,06 10,23

Z6 6,80 4,86
4000 40,11 1 464 602,06 77 622,16 5,30 3,36
2 000 31,69 1324 559,15 89 872,73 6,79 20,63

7 16,26 6,18
4000 41,49 1335 244,79 26 944,09 2,02 11,90
2 000 32,37 1258 320,71 73 172,53 5,82 24,60

Z8 22,19 3,41
4000 42,91 1215818,85 29 174,72 2,40 19,78
2 000 40,50 713 521,24 40 602,82 5,69 57,24

Z9 54,59 3,75
4000 50,82 728 460,33 45 670,90 6,27 51,94
2 000 29,23 1596 082,84 105 755,73 6,63 4,36

Z10 2,42 2,75
4000 39,68 1508 402,74 104 888,88 6,95 0,47
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2000 36,52 637 918,18 23 065,75 3,62 61,77

Z11 59,62 3,04
4 000 52,71 644 560,77 35 460,54 5,50 57,47
2000 28,85 1643 798,23 70 596,86 4,29 1,50

712 3,36 2,63
4000 40,41 1436 387,86 105 110,29 7,32 5,23
2000 29,11 1614 122,22 145 448,24 9,01 3,28

Z13 6,09 3,97
4000 41,01 1380 786,48 122 878,25 8,90 8,90
2000 29,92 1513914,17 113 086,94 7,47 9,28

Z14 14,13 6,86
4 000 42,78 1227 922,62 93 303,89 7,60 18,98
2000 30,87 1406 811,19 51 662,02 3,67 15,70

Z15 15,36 0,49
4 000 42,05 1288 022,63 82 812,12 6,43 15,02
2000 32,59 1237 593,94 33 114,65 2,68 25,84

Z16 28,31 3,48
4000 45,18 1049 242,47 87 076,30 8,30 30,77

* B / Bo — stosunek absorbancji zmierzonej dla dotka danej probki testowej (B) do absorbancji zmierzonej dla dotka o maksymalnej zdolno$ci wigzania znacznika (Bg)

# CV — wspotczynnik zmienno$ci (ang. coefficient of variation)

! wyniki skorygowano o warto$¢ proby $lepej

2 stopien zahamowania aktywnoéci enzymu COX-1 w przypadku tta ustalono na poziomie 100%, a w przypadku kontroli na poziomie 0%
% wyniki wyznaczono w odniesieniu do danego rozcienczenia probki: 2000-krotne lub 4000-krotne
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TABELA 12.2

Wyniki badania przesiewowego 25 zwigzkow w reakcji z COX-1 (zwiazki nr Z17 — Z25).

Stezenie

Nr prébki Rozcienczenie B/ Bo orostaglandyny SD cv# Stopien zahamowania Srednia SD Sredniej
P o o - 1710 - s 1o
probki [%6] PGFzq [pg/ml] [pa/mi] [%%6] aktywnos$ci COX-1 [%] wartos$¢ [%] | wartoSci [%o]
Tto
(inaktywowana COX-1) 100 98,55 677,46 32,26 4,76 100 100 -
Kontrola 2000 34,56 1614 962,77 75 350,66 4,67 0
(100% aktywno$¢ COX-1, 0 -
bez inhibitora) 4 000 54,24 1 457 465,02 123 867,68 8,50 0
2000 35,84 1527 775,00 54 359,84 3,56 5,40
z17 4,92 0,68
4 000 55,37 1392 788,19 65 319,13 4,69 4,44
2000 34,95 1587 142,66 66 625,42 4,20 1,72
Z18 3,16 2,03
4 000 55,42 1390 531,67 84 396,50 6,07 4,59
2000 42,15 1175 465,35 29 585,70 2,52 27,21
Z19 28,54 1,87
4000 62,96 1022 224,11 83 641,63 8,18 29,86
2000 37,70 1411 933,32 49 186,73 3,48 12,57
Z20 9,71 4,04
4000 56,01 1 357 516,66 45 078,63 3,32 6,86
2000 41,22 1222 957,90 103 176,13 8,44 24,27
Z21 23,06 1,72
4000 60,36 1139 104,47 94 082,96 8,26 21,84
2000 38,38 1372 236,69 55 382,52 4,04 15,03
722 17,34 3,26
4000 59,68 1171 210,31 82 932,10 7,08 19,64
2000 35,05 1581 017,48 85 209,80 5,39 2,10
723 1,57 0,75
4000 54,49 1442 333,79 59 478,31 4,12 1,04
2000 36,28 1498 881,49 30 948,03 2,06 7,19
724 : : : : : 11,15 5,60
4000 58,31 1237 295,37 24 295,07 1,96 15,11
2000 39,16 1327 900,27 30 402,98 2,29 17,78
Z25 15,70 2,94
4000 57,91 1 258 943,45 109 094,88 8,67 13,62
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TABELA 12.3
Wyniki badania przesiewowego 25 zwigzkow w reakcji z COX-2 (zwiagzki nr Z1 — Z16).
. Rozcienczenie B/Bo Stezenie SD cVv Stopien zahamowania Srednia SD $redniej
Nr probki o prostaglandyny L. L, L .
probki [%6] [pa/mi] [%%6] aktywnos$ci COX-2 [%] wartos$¢ [%] | wartoSci [%o]
PGFa2. [pg/ml]

Tto

(inaktywowana COX-2) 100 92,37 736,16 55,63 7,56 100 100 -

Kontrola 2000 35,94 1151 528,66 64 047,43 5,56 0

(100% aktywnos¢ COX-2, 0 -

bez inhibitora) 4000 49,53 1041 284,35 80 391,41 7,72 0
2000 46,40 621 588,69 29 315,05 4,72 46,02

Z1 40,83 7,35
4000 57,23 670 267,51 37 949,29 5,66 35,63
2000 45,39 658 598,48 33 992,96 5,16 42,81

Z2 39,92 4,08
4000 57,60 655 578,97 17 176,55 2,62 37,04
2000 36,74 1096 771,44 75 415,03 6,88 4,76

Z3 3,73 1,45
4000 50,01 1013 135,79 56 142,86 5,54 2,70
2000 37,85 1024 426,69 55 690,29 5,44 11,03

Z4 12,29 1,79
4000 52,08 900 111,18 23 071,46 2,56 13,56
2000 59,56 291 967,52 16 823,57 5,76 74,65

Z5 71,84 3,97
4000 69,12 322 453,36 14 514,61 4,50 69,03
2000 39,23 943 025,82 50 588,55 5,36 18,11

Z6 14,35 5,31
4000 51,50 930 864,99 43 695,26 4,69 10,60
2000 42,90 759 996,85 16 542,23 2,18 34,00

Z7 34,97 1,38
4000 57,33 666 692,81 55 174,67 8,28 35,95
2000 43,90 717 775,33 49 695,74 6,92 37,67

Z8 37,15 0,73
4000 57,49 659 583,02 11 513,97 1,75 36,63
2 000 63,92 224 565,45 13 523,06 6,02 80,45

Z9 77,37 4,43
4000 71,77 268 872,81 7 088,57 2,64 74,18
2000 41,20 840 653,98 70 235,12 8,35 27,00

Z10 23,37 5,13
4000 53,41 835 729,70 67 977,70 8,13 19,74
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2000 49,45 341 870,33 8 927,15 2,61 70,27

Z11 66,34 5,56
4 000 66,15 391 425,12 27 967,04 7,14 62,47
2000 39,07 952 162,90 55411,15 5,82 17,30

712 15,69 2,28
4000 52,19 894 688,39 22 936,74 2,56 14,08
2000 42,42 781 869,27 40 946,78 5,24 32,10

Z13 29,01 4,37
4000 54,79 771 336,91 29 879,11 3,87 25,92
2000 45,55 653 309,71 53 328,37 8,16 43,27

Z14 40,39 4,07
4 000 57,76 650 649,05 59 659,63 9,17 37,51
2000 42,05 800 238,30 73 452,25 9,18 30,51

Z15 27,52 4,23
4 000 54,47 785 845,60 43 907,12 5,59 24,53
2000 43,90 718 023,49 55916,71 7,79 37,65

Z16 34,07 5,05
4000 55,90 723 655,45 37 552,66 5,19 30,50
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TABELA 12.4
Wyniki badania przesiewowego 25 zwigzkow w reakcji z COX-2 (zwiazki nr Z17 — Z25).
. Rozcienczenie B/Bo Stezenie SD cVv Stopien zahamowania Srednia SD $redniej

Nr prébki . prostaglandyny . L .

probki [%6] [pa/mi] [%%6] aktywnos$ci COX-2 [%] wartos$¢ [%] | wartoSci [%o]
PGF2q [pg/mi]

Tto

(inaktywowana COX-2) 100 93,28 1612,72 168,90 10,47 100 100 -

Kontrola 2000 41,67 1035 262,81 103 384,41 10,06 0

(100% aktywnos¢ COX-2, 0 -

bez inhibitora) 4000 55,34 1089 392,43 61 909,85 5,70 0
2000 44,45 903 231,66 23 905,75 2,66 12,75

Z17 11,13 2,30
4000 57,34 985 878,61 45 342,58 4,61 9,50
2000 48,03 763 029,00 11 434,49 1,51 26,30

Z18 23,37 4,13
4000 60,01 866 606,78 37 285,99 4,31 20,45
2000 55,24 544 640,26 47 489,51 8,75 47,39

Z19 44,50 4,09
4000 66,14 636 177,34 18 723,55 2,94 41,60
2000 44,00 923 566,12 52 462,67 5,72 10,77

Z20 8,56 3,13
4000 56,66 1020 242,20 101 135,32 9,94 6,35
2000 47,29 791 179,02 62 259,86 7,91 23,58

Z21 20,42 4,46
4000 59,22 901 242,44 59 506,26 6,61 17,27
2000 42,64 984 773,09 18 781,65 1,92 4,88

222 8,88 5,65
4000 58,14 949 148,80 51 198,58 5,40 12,87
2000 43,43 948 465,03 39 622,93 4,21 8,38

Z23 10,17 2,52
4000 57,91 959 159,93 29 525,61 3,08 11,95
2000 47,24 792 948,70 53 502,48 6,79 23,41

724 21,92 2,11
4000 60,01 866 892,74 50 850,50 5,87 20,42
2000 43,21 960 769,62 91 232,50 9,56 7,20

Z25 5,38 2,57
4000 56,04 1050527,11 91 827,73 8,76 3,57
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W wyniku przeprowadzonego kompetycyjnego testu immunoenzymatycznego (CEIA)
stwierdzono, ze zaden z 25 analizowanych zwiazkdéw nie wykazuje silnego lub bardzo silnego
dziatania hamujacego aktywno§¢ COX-2. Rowniez pozorna selektywnos¢ wzgledem tej izoformy nie
byta zbyt wysoka. Poza tym, sze$¢ zwigzkow (w tym trzy pochodne trans-stilbazolu)
charakteryzowaty si¢ niewielka selektywnosciag wobec COX-1 [157].

Sposrod wstepnie przebadanych zwigzkow jedynie trzy pochodne trans-stilbenu: Z5, Z9 i Z11
charakteryzowaly si¢ akceptowalnym stopniem zahamowania aktywnos$ci COX-2 powyzej 65%, co
$wiadczy o ich umiarkowanie silnym dzialaniu. Zwiazki te zakwalifikowano do dalszych badan
pomimo faktu, ze hamowaty one aktywno$¢ COX-1 nieznacznie stabiej (55-60%) niz COX-2 [157].

Innym argumentem przemawiajacym za wyborem tylko tych czasteczek do kolejnych etapoéw
analizy byt stopien zahamowania aktywnosci obydwoch izoform COX wynoszacy powyzej 50%
(WYKRES 12.1). Na tej podstawie mozna byto stwierdzi¢, ze wartosci COX-1 ICso oraz COX-2 ICso
dla tych zwiazkow sg ponizej stezenia progowego 100 pmol/l, co z kolei daje mozliwo$¢ wyznaczenia

wskaznika selektywnosci w odniesieniu do COX-2.

Skrining - inhibicja COX-1 i COX-2

100
80 _ m
‘S 60
k<)
£
L=
R 407
204
0_
O @ ™ AN M IO N~ OO |O
S o NNNNNINNN|N|—
5 ] N
c
2
El inhibicja COX-1
Bl inhibicja COX-2
WYKRES 12.1
Zbiorcze zestawienie wynikdw badania przesiewowego — porOwnanie stopnia zahamowania

aktywnosci COX-1 i COX-2 przez badane zwigzki.
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12.1.2. Oznaczenie aktywnosci inhibicyjnej zwiazkéw Z5, 79 i Z11

Analizowane zwiazki poddano ponownej reakcji z obydwoma izoformami COX, ale
przy zastosowaniu rozcienczen seryjnych, ktorych zakres podano w ROzDZIALE 7.4.1.3. W tym celu
jeszcze raz wykorzystano ten sam test cEIA (komercyjny zestaw firmy Cayman [134]). Wytypowane
zwiazki badano dwukrotnie, a uzyskane wyniki usredniono.

Wykresy i parametry krzywych wzorcowych przedstawiono w SUPLEMENCIE.

Sposrod przebadanych pochodnych trans-stilbenu najsilniejsze dziatanie i zarazem najwyzsza
selektywnos$¢ wobec COX-2 wykazywat zwigzek Z9, dla ktérego wyznaczono ponizsze parametry
biologicznej aktywnosci [157-159]:

. warto$¢ ICso wobec COX-1 (COX-1 ICso): 84,980 pmol/l (95% CI: 35,892 — 244,343)
. warto$¢ ICso wobec COX-2 (COX-2 1Cs): 4,017 pmol/l (95% CI: 2,280 — 7,586)
. selektywno$¢ wzgledem COX-2 (COX-1 ICso/ COX-2 ICsp): 21,16 (95% ClI: 15,74 — 32,21)

Pozostate dwie czasteczki charakteryzowaly si¢ stabszym dzialaniem w poréwnaniu do
zwigzku Z9 (warto$¢ ICsp wobec COX-2 wyniosta ok. 7,5 umol/l, a selektywnos¢ wzgledem tej

izoformy byta 4-5-krotnie nizsza).

Wyniki oznaczen zaprezentowano na WYKRESACH 12.2-7.
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Zwiazek nr Z5

1 600 000+

7 *%
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Stezenie PGF,,, [pg/ml]
Q\

RN
Stezenie PGF,,, [pa/ml]

X
R

e
NN

AW

N AY O
& & NN AR AN
Stezenie zwigzku Z5 Stezenie zwigzku Z5
* p<0,05
=001 * p<0,05
**p<0,01
Metoda statystyczna:
jednoczynnikowa analiza warianciji Metoda statystyczna:
(one-way ANOVA) jednoczynnikowa analiza wariancji
z testem Dunneta post hoc (one-way ANOVA)
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg) z testem Dunneta post hoc

(poréwnanie kazdej kolumny z kontrola)

WYKRES 12.2

Wptyw zwigzku Z5 na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem st¢zenia PGFa,
wzgledem proby kontrolnej, ktora byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.

Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie dwoch niezaleznych eksperymentow (£SD).

Testowana czasteczka Z5 charakteryzuje si¢ nastepujacymi parametrami aktywnosci
biologicznej [157-159]:
o COX-1 ICso: 40,980 pmol/1 (95% CI: 21,380 — 85,901)
o COX-2 ICso: 7,522 pmol/1 (95% CI: 5,888 — 9,840)
o selektywnos¢ wzgledem COX-2: 5,45 (95% ClI: 3,63 — 8,73)
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CH,
o~ COX-11Cso = 40,980 uM (95% CI: 21,380 - 85,901 uM)
l/kg COX-2 I1C5q = 7,522 uM (95% CI: 5,888 - 9,840 pM)
© selektywno$é
O COX-11Csy / COX-2 ICs,
Sy

O 5,45
cl (95% CI: 3,63 - 8,73)

zwigzek Z5
1009
754
S
E
R
c
1}
g 50
2
=
E
=S
25
0+ i
$ Ry
« krzywa inhibicji COX-1
= krzywa inhibicji COX-2
Stezenie zwiazku Z5 [uM]

% inhibicjienzymu = (A-D)/ (1 + (stezenie zwigzku Z5/C)*B) + D
Parametry krizywej inhibicji COX-1: Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=6,77 % (2,34; 11,20) A=0,86% (-4,38; 5,24)

B =0,23(0,19: 0,27) B = 0,29 (0,26 0,32)

C = 51,90 uM (29,56; 74,24) C=6,34 uM (5,26; 7,42)

D = 96,87 % (87,39; 106,35) D = 98,54 % (92,12; 104,96)
R?=0,9849 R?=0,9976

R =0,9924 R =0,9988

WYKRES 12.3
Krzywe hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek Z5.
Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie dwoch niezaleznych eksperymentow (95% ClI).
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Zwiazek nr Z9

CHy

r ;
D Oy

Gy

Z9 vs COX-1 - stezenie PGF ,, 29 vs COX-2 - stezenie PGF ,,
T = s
- E (1
g NN T é %W
F N\ S %
5 § ] = %
s \ 2 / 7
g \ 5 % 2
5 \ g / 7
173 - 2274
§ B n % gg
S &
DA «\“\\Q«\‘t@o“‘ 's@,\e‘}\la‘s
Steeniezwiaziu 22 Stezenie zwiazku 29
* p<0,05 * p<0,05
*p<0,01 *p<0,01
jednoczynnikowa analiza warianciji jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA) (one-way ANOVA)
z testem Dunneta post hoc z testem Dunneta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg) (poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)
WYKRES 12.4

Wplyw zwiagzku Z9 na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem st¢zenia PGFa,
wzgledem proby kontrolnej, ktora byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentow (£SD).

Parametry aktywnos$ci biologicznej testowanej czasteczki Z9 zaprezentowano na stronie 132

oraz na WYKRESIE 12.5.
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CH;  COX-11Cgq = 84,980 pM (95% Cl: 35,892 - 244,343 uM)
o( COX-2 IC5q = 4,017 pM (95% ClI: 2,280 - 7,586 pM)
S O selektywnosc
O COX-11Cgq / COX-2 IC5

21,16
(95% CI: 15,74 - 32,21)

zwigzek Z9
100+
75+ ;
=
€
R
c
(]
) 50
2
L
£
ES
25-
E b 8
0 LL) T ¥ L) 17¥ | L3S 1
>
N S S R S S
R g o
4D .\.3' *  krzywa inhibicji COX-1
P = krzywa inhibicji COX-2

Stezenie zwigzku Z9 [pM]

% inhibicji enzymu = (A- D) / (1 + (stezenie zwigzku 29/ C) *B) + D

Parametry krzywej inhibicji COX-1: Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=15,09 % (-1,46; 11,64) A=322% (-3,75; 10,19)
B =0,33(0,19; 0,47) B =0,31(0,23; 0,39)
C =64,61 uM (29,56; 74,24) C =4,28 uM (0,55; 8,01)
D = 92,93 % (80,39; 105,47) D = 98,21 % (92,55; 103,87)
R?=0,9764 R?=0,9889
R = 0,9881 R =0,9944
WYKRES 12.5

Krzywe hamowania aktywno$ci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek Z9.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie dwoch niezaleznych eksperymentow (95% CI).
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Zwiagzek nr Z11

O/CH3
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Stezenie zwiazku Z11 Stezenie zwiazku Z11
* p=<0,05 * p<0,05
*p<0,01 **p <0,01
jednoczynnikowa analiza warianciji jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA) (one-way ANOVA)
z testem Dunneta post hoc z tes’tem Dunneta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg) (poréwnanie kazdej kolumny z kontrola)
WYKRES 12.6

Wplyw zwiazku Z11 na aktywno$¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem st¢zenia PGF,
wzgledem proby kontrolnej, ktora byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentow (+SD).

Testowana czasteczka Z11 charakteryzuje si¢ nastgpujacymi parametrami aktywnosSci
biologicznej [157-159]:
o COX-1 ICs0: 30,830 pmol/1 (95% ClI: 17,579 — 61,376)
o COX-2 ICs: 7,461 pmol/1 (95% CI: 4,613 — 12,162)
o selektywno$¢ wzgledem COX-2: 4,13 (95% CI: 3,81 — 5,05)
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o~ e COX-11C5q = 30,830 uM (95% CI: 17,579 - 61,376 uM)
’/g COX-2IC5q = 7,461 uM (95% CI: 4,613 - 12,162 pM)
o

selektywnosé

(o]
O COX:A IG5/ COX2 [Cxp
NS
4,13
ox (95% Cl: 3,81 - 5,05)

zwigzek Z11
100-
80-
=
£
2 60
<
(]
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£ a0
B8
20-
]
0 —r T - .
S S S S S Y
\&*\OQ
oF .\_f\' »  krzywa inhibicji COX-1
S0 = krzywa inhibicji COX-2

Stezenie zwiazku Z11 [pM]

% inhibicji enzymu = (A- D) / (1 + (stezenie zwigzku Z11/ C) *B) + D

Parametry krzywej inhibicji COX-1: Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=146 % (-2,77; 5,69) A=353 % (-1,61; 8,14)
B =0,31(0,19; 0,43) B =0,19 (0,04; 0,34)
C =10,45 uM(4,78; 16,12) C =3,66 uM(1,34; 5,98)
D = 86,29 % (77,94; 94,64) D =93,06 % (87,41; 98,71)
R? =0,9912 R? = 0,9905
R = 0,9956 R =0,9952
WYKRES 12.7

Krzywe hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek Z11.
Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie dwoch niezaleznych eksperymentow (95% CI).
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12.1.3. Podsumowanie ETAPU |

Sposrdod 25 badanych zwigzkéw wyselekcjonowano tylko trzy pochodne trans-stilbenu (Z5, Z9
i Z11), ktore wykazywaty umiarkowang site dziatania (ICso < 100 pmol/l) i minimalng selektywnosc¢
wobec COX-2 (COX-1 ICso/ COX-2 ICso > 4). Potencjalnie najlepszym zwigzkiem okazat si¢ 4-nitro-
4’-etoksy-trans-stilben (Z9), ktéry hamowat aktywnos¢ COX-2 ponad 20-krotnie silniej niz izoformg
COX-1.

Dane dotyczace biologicznej aktywnos$ci wyselekcjonowanych czasteczek zostaty wykorzystane
w kolejnym etapie badan, ktorego celem bylo komputerowe wyznaczenie zalezno$ci struktura-
aktywno$¢ oraz wytypowanie nowych pochodnych trans-stilbenu o potencjalnej zdolnosci do
hamowania aktywnosci COX-2.

12.2.  Analiza 2D QSAR (ETAP I1)

W analizie wykorzystano tacznie 40 pochodnych trans-stilbenu — trzy zwiazki pochodzace
z whasnej syntezy (Z5, Z9 iZ11) oraz 37 czasteczek pochodzacych z przegladu literatury. Dane
dotyczace budowy i aktywnosci tych czgsteczek przedstawiono w ROZDZIALE 8.2.

Zaleznos¢ 2D QSAR wyznaczono stosujgc podstawowe metody matematyczno-statystyczne
(SLR, MLR i PCA) oraz dedykowane oprogramowanie do obliczania wartosci deskryptorow
molekularnych (RozDzIAE 8.3).

12.2.1. Prosta regresja liniowa (SLR)

Celem badania bylo okreSlenie prostoliniowej i jednowymiarowej zaleznosci miedzy
aktywnoscia biologiczng a podstawowymi deskryptorami molekularnymi testowanych zwiazkow.

Obliczenia przeprowadzono po przeksztalceniu warto$ci ICso do postaci logarytmicznej plCso
(-loglCsp), dzieki czemu zminimalizowano potencjalny btad, jaki moglby powstaé przy wyznaczaniu
zaleznosci struktura-aktywnos¢ [140].

Ponadto, dla kazdego rownania wWykonano fest istotnosci statystycznej wspotczynnika korelacji
liniowej (opis testu przedstawiono w SUPLEMENCIE).

W oparciu o uzyskane dane wyselekcjonowano modele 2D QSAR, ktére charakteryzujg si¢

réwnaniami liniowymi o najwyzszej korelacji i akceptowalnymi parametrami walidacji [103].

Wyznaczanie zalezno$ci pomiedzy deskryptorami molekularnymi a COX-1 plCsq [157; 159; 160]

W toku przeprowadzonej analizy najlepsze wyniki uzyskano dla modeli zawierajacych nastepujace
deskryptory: HBD, ClogP, logD (pH = 7,4), MR, TPSA oraz VdWSA.
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HBD vs COX-1 plCsg

. Zestaw zwigzkow treningowych (n = 25)
o zestaw zwiagzkow testowych (n = 9)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-1 pICsp = 0,636 (0,218) « HBD + 4,462 (+0,390)
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WYKRES 12.8

A. Wykres zaleznosci pomiedzy eksperymentalnymi warto§ciami COX-1 plCso a HBD, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 pICso = f (HBD).

B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:
. R2yreningowe (Rireningowe) = 0,613 (0,783)
. Q% cv, internat (Q cv, internat) = 0,542 (0,736) - walidacja wewnetrzna:
parametr wyznaczony za pomocg walidacji krzyzowej k-1 — metoda LOO
. DF =23
. warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 35,456
" warto$é p (o= 0,05) = 3,704 - 10
. warto$¢ t (o= 0,05) = 6,037 > ti, = 2,069

o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCsyo:
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WYKRES 12.9
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu testowego.

. R%predtest (Rpredstest) = 0,668 (0,817) — okreSlenie determinancji (korelacji) migdzy
warto§ciami do$wiadczalnymi a predykcyjnymi dla zwiazkow tworzacych zestaw
testowy;

. Q? v, external (Q cv, external) = 0,300 (0,548) - walidacja zewnetrzna — w oparciu wyniki

predykcji dla zestawu testowego.

Parametry RZpred test 0raz Q?cy, external Wyznaczono wg wzordw zamieszczonych w ROZDZIALE 3.6.4.

Interpretacja modelu:

Zwiazki o wigkszej liczbie wigzan wodorowych (bardziej polarne, o wigkszej liczbie grup —OH)
charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami parametru COX-1 plCsp, dlatego silniej hamuja aktywnos¢
COX-1.

Niska warto$¢ parametru walidacji zewnetrznej (Q? o, exerna < 0,5) $wiadczy 0 do$¢ stabym
dopasowaniu modelu i dlatego nie jest on zalecany w dalszych obliczeniach do przewidywania

aktywnosci wobec COX-1.

ClogP vs COX-1 plCsg

o Zestaw zwigzkow treningowych (n = 23)
. Zestaw zwigzkow testowych (n = 12)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu o zestaw treningowy:

COX-1 pICsp = 0,978 (£0,293) » ClogP + 9,458 (1,335)
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WYKRES 12.10

A. Wykres zalezno$ci pomigdzy eksperymentalnymi wartosciami COX-1 plCso a ClogP, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 plCso = f (ClogP).

B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry roOwnania:
. RZreningowe (Rireningowe) = 0,697 (-0,835)
= Q2 ov, internal (Q cv, internat) = 0,621 (0,788)
= DF=21
] warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 48,199
. warto$¢ p (0. = 0,05) = 7,389 10”7
. wartos$¢ t (o= 0,05) = 6,943 >t = 2,080

o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:

7 -

COX-1plIC,,
(wartosc prognozowana)

COX-1pIC,,
(wartosé eksperymentalna)

WYKRES 12.11
Porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCsp dla zestawu testowego.

" Rzpred,test (Rpred,test) =0,804 (0;897)
- Q2 cv, external (Q oV, external) =0,505 (0,710)
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Interpretacja modelu:

Zwiagzki o wyzszej wartosci ClogP (bardziej lipofilne, mniej polarne) cechuja si¢ nizszymi

warto$ciami parametru COX-1 plCso, dlatego sa stabszymi inhibitorami COX-1.

logD vs COX-1 plCso

o zestaw zwigzkow treningowych (n = 24)

o zestaw zwiazkow testowych (n=11)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-1 pICsp = -1,324 (£0,434) » logD + 10,516 (£1,799)
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WYKRES 12.12

A. Wykres zaleznosci pomigdzy eksperymentalnymi wartosciami COX-1 plCso a logD, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 plCso = f (logD).

B. Poroéwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:

R2ireningowe (Rireningowe) = 0,665 (-0,803)

Q?cv, internal (Q cv, internar) = 0,555 (0,765)

DF =22

warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 39,878
warto$¢ p (o= 0,05) = 2,352 « 10

warto$¢ t (o =0,05) = 6,315 >t = 2,073

o weryfikacja modelu — w oparciu o zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:
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WYKRES 12.13

Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu testowego.
. Rzpred,test (Rpred,test) =0,821 (0,906)
" Q2 cv, external (Q oV, external) = 0,511 (0,715)

Interpretacja modelu:
Zwiazki o wyzszej wartosci logD (bardziej lipofilne, mniej polarne) cechuja si¢ nizszymi warto$ciami
parametru COX-1 plCso, dlatego sa stabszymi inhibitorami COX-1. Zalezno$¢ ta jest silniejsza niz

w przypadku deskryptora ClogP.

MR vs COX-1 plCso

o Zestaw zwigzkow treningowych (n = 25)
o zestaw zwigzkow testowych (n = 11)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-1 pICso = -0,036 (£0,012) « MR + 7,952 (+1,021)
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WYKRES 12.14

A. Wykres zaleznosci pomigdzy eksperymentalnymi warto$§ciami COX-1 plCso & MR, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 pICso = f (MR).

B. Poroéwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.
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o parametry roOwnania:
. R2treningowe (Rireningowe) = 0,610 (-0,781)
. Q? v, internat (Q cv, internar) = 0,553 (0,743)
= DF =23
. warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 36,023
. warto$é p (o= 0,05) = 4,040 ~ 10
. warto$¢ t (a = 0,05) = 6,002 > ti; = 2,068

o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:

COX-1pICs,
(wartosé prognozowana)

3 4 5 6 7
COX-1 pICy, (wartosé eksperymentalna)

WYKRES 12.15
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCs dla zestawu testowego.

" Rzpred,test (Rpred,test) =0,820 (01906)
Qz cv, external (Q oV, external) =0,908 (0,953)

Interpretacja modelu:
Zwigzki o wyzszej warto$ci MR (wigksza masa i objeto$¢ molowa, silniejsza polaryzowalno$¢ w polu
elektromagnetycznym) cechuja si¢ nizszymi warto$ciami parametru COX-1 plCs, dlatego sa

stabszymi inhibitorami COX-1.

TPSA vs COX-1 plCso

o zestaw zwiagzkow treningowych (n = 14)
o zestaw zwigzkow testowych (n = 13)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-1 plCsp = 0,034 (20,022)  TPSA + 3,804 (+1,288)
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WYKRES 12.16

A. Wykres zaleznosci pomiedzy eksperymentalnymi wartosciami COX-1 plCso a TPSA, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 pICso = f (TPSA).

B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:

RZireningowe (Rireningowe) = 0,503 (0,709)

Q2 ov, internal (Q cv, internat) = 0,263 (0,513)

DF =12

warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 11,573
warto$¢ p (o = 0,05) = 0,005

wartos$¢ t (o= 0,05) = 3,402 >t = 2,179

o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCsyo:
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w
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WYKRES 12.17
Porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu testowego.

Rzpred,test (Rpred,test) =0,653 (0;808)
Q2 cv, external (Q v, external) = 0,651 (0,807)
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Interpretacja modelu:

Zwiazki o wyzszej wartosci TPSA (wiecej grup polarnych zawierajacych atomy tlenu, siarki, azotu;
wigksza polarna powierzchnia czasteczki) cechuja si¢ wyzszymi wartosciami parametru COX-1 plCsy,
dlatego wydaja si¢ by¢ silniejszymi inhibitorami COX-1.

Niska warto$¢ parametru walidacji wewnetrznej (Q? o, inermat < 0,3) $wiadczy 0 do$¢ stabym
dopasowaniu modelu i dlatego nie jest on zalecany w dalszych obliczeniach do przewidywania

aktywnosci wobec COX-1.

VAWSA vs COX-1 plCso

. Zestaw zwigzkow treningowych (n = 25)
o Zestaw zwiagzkow testowych (n = 13)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-1 pICsp = -0,008 (0,002)  VAWSA + 8,203 (+:0,986)
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WYKRES 12.18

A. Wykres zaleznosci pomiedzy eksperymentalnymi wartosciami COX-1 plCso a VAWSA,
wyznaczony dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 plCso = f (VAWSA).

B. Porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:
. R2treningowe (Rireningowe) = 0,664 (-0,815)
= Q2 v, internat (Q cv, internat) = 0,618 (0,782)
= DF =23
. warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 45,429
. warto$¢ p (o= 0,05)= 7,104 - 107
. warto$¢ t (a = 0,05) = 6,740 > ti, = 2,069
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o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — poréwnanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:
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WYKRES 12.19
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCsp dla zestawu testowego.

" Rzpred,test (Rpred,test) =0,785 (0,886)
- QZ cv, external (Q cv, external) = 0,487 (0,698)

Interpretacja modelu:

Zwiazki o wyzszej wartosci VAWSA (wigksza powierzchnia czasteczki biorgca udziat
W oddziatywaniach mig¢dzyczasteczkowych typu Van der Waals’a) charakteryzuja si¢ nizszymi
warto$ciami parametru COX-1 plCsp, dlatego wydajg si¢ by¢ stabszymi inhibitorami COX-1.

Wyznaczanie zalezno$ci pomiedzy deskryptorami_molekularnymi a COX-2 1Cs [157; 159; 160]

W wyniku przeprowadzonej analizy najlepsze rezultaty uzyskano dla modeli zawierajacych

nastepujace deskryptory: HBD, ClogP oraz TPSA.

HBD vs COX-2 plCso

o Zestaw zwigzkow treningowych (n = 24)
o zestaw zwigzkow testowych (n=7)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-2 pICso = 0,583 (+0,239) « HBD + 4,457 (+0,627)
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WYKRES 12.20

A. Wykres zaleznos$ci pomiedzy eksperymentalnymi wartosciami COX-2 plCso a HBD, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-2 plCso= f (HBD).
B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso dla zestawu

treningowego.

o parametry roOwnania:

. threningowe (Rtreningowe) = 0,538 (0,734)
- Q2 cv, internal (Q cv, internal) = 0,425 (0,652)

. DF =22

] warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 25,615

. warto$¢ p (0. = 0,05) = 4,543 «10°

»  warto$é t (o= 0,05) = 5,061 > ti, = 2,074

o weryfikacja modelu — w oparciu o0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-2 plCso:
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WYKRES 12.21

Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsp dla zestawu testowego.

- Rzpred,test (Rpred,test) =0,269 (0;518)

- Q2 cv, external (Q2 v, external) = 0,189 (0,438)
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Interpretacja modelu:

Zwiazki o wigkszej liczbie wigzan wodorowych (bardziej polarne, o wigkszej liczbie grup —OH)
charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami parametru COX-1 plCsp, dlatego powinny silniej hamowac
aktywnos¢ COX-2.

Niska warto$¢ parametrow dla zestawu testowego (RZpredtest Oraz Q? o, externat < 0,3) $wiadczy
0 niewystarczajace] mocy predykcyjnej utworzonego modelu (staba korelacja migdzy wynikami
doswiadczalnymi i prognozowanymi) i dlatego nie jest on zalecany w dalszych obliczeniach do

przewidywania aktywnosci wobec COX-2.

ClogP vs COX-2 plCsg

o zestaw zwigzkow treningowych (n= 19)
o zestaw zwigzkow testowych (n = 10)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-2 pICeo = -0,923 (+0,368) « ClogP + 9,763 (1,535)
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WYKRES 12.22

A. Wykres zaleznoséci pomigdzy eksperymentalnymi warto§ciami COX-2 plCs a ClogP, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-2 plCso = f (ClogP).

B. Porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:
. Rtreningowe (Rireningowe) = 0,704 (-0,839)
. Q2 ov, internal (Q cv, internat) = 0,633 (0,793)
. DF =17
] warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 40,472
. warto$¢ p (o= 0,05) = 7,091 ~ 10°®
. warto$¢ t (o= 0,05) = 6,362 > t,, = 2,110
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o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-2 plCso:
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WYKRES 12.23
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsp dla zestawu testowego.

. Rzpred,test (Rpred,test) =0,622 (0,789)
. Q2 cv, external (Q cv, external) = 0,564 (0,751)

Interpretacja modelu:

Zwiazki o wyzszej wartosci ClogP (bardziej lipofilne, mniej polarne) cechuja si¢ nizszymi
warto$ciami parametru COX-2 plCsg, dlatego powinny wykazywa¢ stabszg zdolno$¢ do hamowania
aktywnosci COX-2.

TPSA vs COX-2 D|C50

o zestaw zwigzkow treningowych (n= 17)
. zestaw zwigzkow testowych (n = 12)

o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy:

COX-2 pICso = 0,042 (£0,016) « TPSA + 4,010 (+1,060)
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WYKRES 12.24

A. Wykres zaleznosci pomigdzy eksperymentalnymi warto§ciami COX-2 plCsg a TPSA, wyznaczony
dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-2 plCso = f (TPSA).

B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry roOwnania:
. RZireningowe (Rireningowe) = 0,666 (0,816)
= Q2 ov, internal (Q cv, internat) = 0,591 (0,769)
= DF =15
] warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 29,885
. warto$¢ p (0. = 0,05) = 6,499 « 10°
. wartos¢ t (o= 0,05) = 5,468 >t = 2,131

o weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-2 plCso:
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WYKRES 12.25
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsp dla zestawu testowego.

. Rzpred,test (Rpred,test) =0,555 (0;745)
Q2 cv, external (Q oV, external) =0,690 (0,831)
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Interpretacja modelu:
Zwigzki o wyzszej wartosci TPSA (wigcej grup polarnych zawierajacych atomy tlenu, siarki, azotu;
wigksza polarna powierzchnia czasteczki) cechuja si¢ wyzszymi warto$ciami parametru COX-2 plCsy,

dlatego wydaja si¢ by¢ silniejszymi inhibitorami COX-2.

12.2.2. Wieloraka regresja liniowa (MLR)

Celem analizy bylo okreslenie prostoliniowej i jednoczesnie wielowymiarowej zalezno$ci
miedzy aktywno$cig biologiczng a podstawowymi deskryptorami molekularnymi testowanych
zwigzkow.

Obliczenia wykonano po analogicznym przeksztalceniu wartosci ICso do postaci logarytmicznej
pICso (-loglCso) [140].

Ponadto dla kazdego z rownan wykonano test istotnosci statystycznej wspotczynnika korelacji
liniowej (opis testu w SUPLEMENCIE).

W oparciu o uzyskane dane wyselekcjonowano modele 2D QSAR, ktoére charakteryzuja sie

réwnaniami liniowymi o najwyzszej korelacji i akceptowalnymi parametrami walidacji [103].

Wyznaczanie zalezno$ci pomiedzy deskryptorami_molekularnymi a COX-1 I1Cso [159; 160]

W wyniku przeprowadzonej analizy najlepsze rezultaty uzyskano dla modelu zawierajacego

kombinacj¢ nastepujacych deskryptorow: HBD, ClogP i TPSA.

HBD + ClogP + TPSA vs COX-1 plCs

. Zestaw zwigzkow treningowych (n = 25)
o Zestaw zwigzkow testowych (n = 13)
o wzor rownania liniowego (+95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy

— porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:

COX-1 pICso = 0,275 (£0,237) » HBD — 0,538 (+0,381) * ClogP — 0,013 (:0,021) * TPSA
+7,641 (£2,459)
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WYKRES 12.26
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu treningowego.

o parametry roOwnania:
. R2ireningowe (Rireningowe) = 0,743 (0,862)
. Q?cv, internat (Q cv, internal) = 0,586 (0,766)
= DF =23
] warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 20,234
. warto$é p (o= 0,05) = 6,060 » 108
. wartos¢ t (a.=0,05) = 8,154 > t,, = 2,069

o weryfikacja modelu — w oparciu o0 zestaw testowy — poréwnanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:
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WYKRES 12.27
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu testowego.
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. Rzpred,test(Rpred, test) =0,770 (0,877)
- Qz cv, external (Q oV, external) =0,669 (0,818)

Interpretacja modelu:

W oparciu o wyniki wielorakiej regresji liniowej stwierdzono, ze wyzszymi warto$ciami parametru
COX-1 plCso, czyli silniejsza zdolnoscig do hamowania aktywnosci COX-1, powinny cechowaé si¢
zwiazki posiadajace jednoczesnie:

. wiekszg liczbe wiazan wodorowych,

o nizsza wartos¢ ClogP,

o niszg wartos¢ TPSA.

Tego rodzaju zwiazki posiadaja wigcej grup -OH i sa mniej lipofilowe, ale z drugiej strony
charakteryzuja si¢ mniejszym udziatem powierzchni polarnej w stosunku do catkowitej powierzchni
czasteczki.

W odniesieniu do HBD i ClogP — rezultaty sa zgodne z wynikami uzyskanymi za pomoca modelu
prostoliniowej regresji liniowej.

W przypadku TPSA — wyniki otrzymane za pomocg modelu MLR sg odwrotne niz w modelu SLR.
Jednakze modelu SLR nie nalezy wykorzystywa¢ do prognozowania aktywno$ci potencjach

inhibitorow COX-1 z uwagi na nieakceptowalne parametry walidacyjne.

Wyznaczanie zalezno$ci pomiedzy deskryptorami_molekularnymi_a COX-2 1Cs [159; 160]

W wyniku przeprowadzonej analizy najlepsze wyniki uzyskano dla modelu zawierajacego kombinacje
nastepujacych deskryptorow: HBD, ClogP i TPSA.

ClogP + TPSA vs COX-2 plCsg

o zestaw zwigzkow treningowych (n = 24)
. zestaw zwigzkow testowych (n = 8)
o wzor rownania liniowego (£95% CI) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw treningowy

— poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso:

COX-2 pICso = — 0,362 (+0,524) * ClogP + 0,034 (£0,025) * TPSA
+5,502 (£3,511)
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WYKRES 12.28
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso dla zestawu treningowego.

o parametry rownania:
. R2treningowe (Rireningowe) = 0,728 (0,853)
= Q2 v, internal (Q cv, internat) = 0,666 (0,816)
. DF =22
. warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 28,142
. warto$¢ p (o= 0,05) = 1,576 » 107
. wartos$¢ t (o= 0,05) = 7,679 >t = 2,074

" weryfikacja modelu — w oparciu 0 zestaw testowy — porownanie eksperymentalnych

i prognozowanych wartosci COX-2 plCso:

o]
|

COX-2 plC,,
(wartos¢ prognozowana)

COX-2 pIC,,
(wartosc¢ eksperymentalna)

WYKRES 12.29
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsp dla zestawu testowego.

- Rzpred,test (Rpred, test) =0,746 (01864)
- Q2 cv, external (Q cv, external) = 0,677 (0,823)
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Interpretacja modelu:

W oparciu 0 wyniki wielorakiej regresji liniowej stwierdzono, ze wyzszymi wartosciami parametru
COX-2 plCso, czyli silniejsza zdolnoscig do hamowania aktywnosci COX-2, powinny cechowaé si¢
zwiazki posiadajace jednoczesnie:

o mniejszg warto$¢ ClogP,

. wickszg wartos¢ TPSA.

Tego rodzaju zwiagzki sa mniej lipofilowe i1 charakteryzuja si¢ wickszg powierzchnig polarng
(w czasteczce jest wiecej atomow i grup polarnych, takich jak O, N, -OH, -NO>).

W odniesieniu zardbwno do ClogP jaki i TPSA — wnioski sg analogiczne do wynikéw uzyskanych za

pomocg modelu prostoliniowej regresji liniowe;.

12.2.3. Analiza gléwnych skladowych (PCA)

Obliczenia wykonane metoda PCA, podobnie jak z zastosowaniem SLR i MLR, polegaty
na wyznaczeniu optymalnej zaleznosci miedzy aktywno$cia biologiczng (wyrazona jako COX-1 plCsp
lub COX-2 plCso) a podstawowymi deskryptorami badanych zwigzkow. W odrdéznieniu od poprzednio
zastosowanych metod, zalezno$¢ ta okreslana byla za pomoca nowej zmiennej — tzw. gldwnej
sktadowej (glownego czynnika), ktory odzwierciedlat dane zawarte w pierwotnie wykorzystywanych

deskryptorach 1D i 2D.

PCA — model okreslajacy aktywno$¢ potencjalnych inhibitoréw COX-1 [159]

o zestaw zwiagzkow treningowych (n = 24)
o zestaw zwigzkow testowych (n = 14)

o deskryptory wykorzystane do obliczen (6): HBD, ClogP, MR, VdAWSA, TPSA i W.

Ocena zasadnosci przeprowadzenia obliczen metodg PCA:

o test Bartletta (weryfikacji hipotezy o tym, ze wspotczynniki korelacji pomiedzy deskryptorami
sg zerowe): wartos¢ p (= 0,05) < 0,00001, co stanowi podstawe do odrzucenia tej hipotezy:
—> istnieje silna korelacja miedzy deskryptorami i zasadne jest przeprowadzenie obliczen
metodg PCA w celu redukcji ilosci zmiennych (tzn. przeksztalcenia deskryptorow w postaé

gtownych sktadowych);

o wspotczynnik Kaisera-Mayera-Olkina: 0,72
- warto$¢ > 0,5 swiadczy o korelacji miedzy deskryptorami, co rowniez uzasadnia wykonanie
PCA.
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Wyniki analizy — zestaw treningowy:

o ilo$¢ wyznaczonych sktadowych: 6;

o ilos¢ gtownych sktadowych wytypowana do obliczen: 1;

o wzor rownania liniowego (+95% przedzial ufnosci) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw

treningowy — poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:

COX-1 pICso = — 0,264 (+0,064) * gléwna sktadowa + 4,952 (0,132)

glowna sktadowa = — 0,255 (+0,001) * HBD + 0,429 (+0,001) * ClogP
+ 0,027 (£ 0,001) * MR - 0,018 (+0,001) * TPSA + 0,006 (+0,001) * VdWSA
+ 0,002 (+ 0,001) * W — 6,502 (+0,003)

COX-1 pICy,
(wartos¢ eksperymentalna)

COX-1pICs,

(wartos¢ prognozowana)

4 5 [ 7
COX-1 pICs,

gtéwna sktadowa )
(wartosé eksperymentalna)

WYKRES 12.30

A. Wykres zaleznosci pomigdzy eksperymentalnymi wartos§ciami COX-1 plCso a gtowna sktadowa,
wyznaczony dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-1 plCso = f'(gftéwna sktadowa).

B. Poroéwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:

R2reningowe (Rireningowe) = 0,770 (-0,877)

Q2 cv, internat (Q cv, internat) = 0,732 (0,856)

DF =22

warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 73,589
warto$é p (o= 0,05)= 1,818 - 108

warto$¢ t (o= 0,05) = 8,578 > t,r = 2,074

Charakterystyka gtownej sktadowej (sktadowa nr 1):

o warto$¢ wlasna glownej sktadowej: 4,49 : 6 = 74,85 % wariancji catkowitej
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Wartosc wtasna
(% wariancji catkowitej)

Nr sktadowej

WYKRES 12.31

Wykres osypiska przedstawiajacy wartosci wlasne poszczegdlnych sktadowych
(gtéwna sktadowa 0znaczona jest cyfra 1).

Jako gléwna sktadowa do kolejnych obliczen zostata wytypowana tylko sktadowa nr 1.

o fadunki czynnikowe poszczegdlnych deskryptorow — wspolczynniki korelacji z gléwna

sktadowa i sktadowa nr 2 (odzwierciedlenie wptywu deskryptorow na warto$¢ sktadowych):

Nazwa Wspolezynnik korelacji Wspotczynnik korelacji
deskryptora z glowna skladowa ze sktadowa nr 2

HBD -0,8855 -0,3094
ClogP 0,8925 0,2683
MR 0,8992 -0,3820
VdAWSA 0,9242 -0,2714
TPSA -0,7418 -0,6475
w 0,8351 -0,4782
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Sktadowa nr 2

17,26% catkowitej wariancji

Sktadowa nr 1 (gtéwna skladowa)
74,85% catkowitej wariangji

WYKRES 12.32
Wykres kotowy tadunkow czynnikowych na plaszczyznie gtéwnej sktadowej (sktadowa nr 1)

oraz sktadowej nr 2.
Wspotrzgdne konca wektora to warto$¢ tadunku czynnikowego danego deskryptora wobec

sktadowychnr 11 2.

Glowna sktadowa wykazuje silng korelacje ze wszystkimi sze$cioma deskryptorami, przy czym

zalezno$¢ ta ma charakter odwrotnie proporcjonalny z HBD i TPSA.

W oparciu 0 wyznaczone roOwnanie liniowe oraz wartosci fadunkow czynnikowych stwierdzono, ze
biologiczna aktywnos$¢ badanych zwiazkow (wyrazona jako COX-1 plCsp) koreluje ujemnie z gtowna
sktadowa, a zatem wykazuje jednoczesnie:

. dodatnig korelacje z HBD i TPSA;

o ujemng korelacje z ClogP, MR, VAWSA i W.

Uzyskane wyniki (charakter korelacji) sa zgodne z danymi otrzymanymi w ramach obliczen metodami
SLR i MLR, przy czym analiza PCA dodatkowo uwzglgdnia zalezno$¢ pomigdzy aktywno$ciag

biologiczng a tzw. indeksem Wienera (W).

Weryfikacja modelu — zestaw testowy:

o poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:
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COX-1pICg,
(wartos¢ prognozowana)

COX-1 plCq,
(wartosé eksperymentalna)

WYKRES 12.33
Poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCsp dla zestawu testowego.

b Rzpred,test(Rpred, test) =0,773 (0,879)
Qz cv, external (Q cv, external) = 0,619 (0,787)

Interpretacja modelu:

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna przypuszczaé, ze silniejszymi inhibitorami COX-1
powinny by¢ zwiazki bardziej hydrofilowe, o polarnym charakterze, ktore posiadajg wiecej donorow
wigzan wodorowych.

Ujemna korelacja z MR, VAWSA i W sugeruje, ze zwiazki mate, o niezbyt rozgat¢zionej strukturze
i mniejszej powierzchni oddziatywania z innymi czasteczkami za pomoca sit Van der Waals’a — moga

cechowac sie wiekszg zdolno$cig do hamowania aktywnosci COX-1 (wyzsze wartosci COX-1 plCso).

PCA — model okreslajacy aktywno$¢ potencjalnych inhibitoréw COX-2 [159]

. zestaw zwigzkow treningowych (n = 21)
o zestaw zwigzkow testowych (n = 10)

o deskryptory wykorzystane do obliczen (4): HBD, ClogP, VdWSA i TPSA.

Ocena zasadnosci przeprowadzenia obliczen metodg PCA:
o test Bartletta: warto$¢ p (o= 0,05) < 0,000001:
o wspotczynnik Kaisera-Mayera-Olkina: 0,75 - wartos¢ > 0,5

Wyniki analizy — zestaw treningowy:
o ilo$¢ wyznaczonych sktadowych: 4;

o ilos¢ gtownych sktadowych wytypowana do obliczen: 1;
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o wzor rownania liniowego (+95% przedziat ufnosci) — wyznaczony w oparciu 0 zestaw

treningowy — poréwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-1 plCso:

COX-2 pICsp =— 0,554 (+0,184) * gléwna sktadowa + 5,808 (+0,326)

glowna sktadowa = — 0,507 (+0,166) * HBD + 0,958 (+0,394) * ClogP
—0,007 (+0,013) * TPSA + 0,003 (+0,004) * VAWSA - 3,351 (+0,497)
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WYKRES 12.34

A. Wykres zaleznos$ci pomiedzy eksperymentalnymi wartosciami COX-2 plCso a gléwnag skladowa,
wyznaczony dla zestawu treningowego na postawie wzoru COX-2 plCso = f (glowna skladowa).

B. Por6éwnanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCso dla zestawu
treningowego.

o parametry rownania:
. RZreningowe (Rireningowe) = 0,677 (-0,823)
= Q2 ov, internal (Q cv, internat) = 0,732 (0,856)
= DF =19
. warto$¢ F (poziom istotnosci a = 0,05) = 39,830
. warto$¢ p (o= 0,05) = 4,668 ~ 10°
. wartos¢ t (a.=0,05) =6,311 > ti, = 2,093

Charakterystyka gtownej sktadowej (sktadowa nr 1):

o warto$¢ wilasna gtownej sktadowej: 3,18 : 4 = 79,57 % wariancji catkowitej
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WYKRES 12.35

Wykres osypiska przedstawiajacy warto$ci wlasne poszczegdlnych sktadowych
(gtowna sktadowa oznaczona jest cyfra 1).

Jako glowna sktadowa do kolejnych obliczen zostata wytypowana tylko sktadowa nr 1.

o fadunki czynnikowe poszczegdlnych deskryptoréw — wspotczynniki korelacji z glowna

sktadowa i sktadowa nr 2 (odzwierciedlenie wptywu deskryptorow na warto$¢ sktadowych):

Nazwa Wspolezynnik korelacji Wspotczynnik korelacji
deskryptora z gléwna skladowa ze sktadowg nr 2
HBD -0,9210 0,0920
ClogP 0,9342 0,1718
VdAWSA 0,8252 -0,5336
TPSA -0,8837 -0,4125
| \ \
£z
28
Skiadowa nr 1 (gléwna sktadowa)
79,57 % catkowitej wariangji
WYKRES 12.36

Wykres kotowy tadunkéw czynnikowych na ptaszczyznie glownej sktadowej (sktadowa nr 1)

oraz sktadowej nr 2.

Wspotrzgdne konca wektora to warto$§¢ tadunku czynnikowego danego deskryptora wobec

sktadowychnr 11 2.
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Glowna sktadowa wykazuje silng korelacj¢ ze wszystkimi czterema deskryptorami, przy czym

zalezno$¢ ta jest odwrotnie proporcjonalna z HBD i TPSA (analogicznie do modelu dla COX-1).

W oparciu 0 wyznaczone roOwnanie liniowe oraz warto$ci fadunkow czynnikowych stwierdzono, ze
biologiczna aktywnos$¢ badanych zwigzkow (wyrazona jako COX-2 plCsp) koreluje ujemnie z gtdowna
sktadowa, a zatem wykazuje jednoczes$nie:

o dodatnig korelacje z HBD i TPSA;

o ujemng korelacj¢ z ClogP i VdAWSA.

Uzyskane wyniki (charakter korelacji) sg zgodne z danymi otrzymanymi w ramach obliczen metodami
SLR i MLR, przy czym analiza PCA dodatkowo uwzglgdnia zalezno$¢ pomigdzy aktywno$cia
biologiczng a VAWSA.

Weryfikacja modelu — zestaw testowy:

o porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsyo:
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WYKRES 12.37
Porownanie eksperymentalnych i prognozowanych wartosci COX-2 plCsp dla zestawu testowego.

4 Rzpred,test(Rpred, test) =0,839 (0,916)
Q2 cv, external (Q cv, extemal) = 0,736 (0,858)

Interpretacja modelu:

Otrzymane rezultaty w duzym zakresie sg podobne do danych wygenerowanych w modelu PCA dla
inhibitorow COX-1.

Czasteczki bardziej hydrofilowe, o polarnym charakterze, ktore posiadajg wiccej donoréw wigzan
wodorowych wydajg sie by¢ réwniez silniejszymi inhibitorami COX-2.

Mniejsza powierzchnia oddziatywania z innymi czasteczkami za pomocg sit Van der Waals’a

dodatkowo moze wzmacnia¢ ich zdolno§¢ do hamowania aktywnosci COX-2 (wyzsze wartosci
COX-2 plCxy).
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12.2.4. Wytypowanie struktur nowych zwiazkow w oparciu o wyniki 2D QSAR i dane
literaturowe

Dane otrzymane w réznych modelach 2D QSAR wskazuja, ze zwigzki bardziej hydrofilowe
oraz posiadajace wicksza liczbg atoméw polarnych (np. N, O, Cl) i donoréw wigzan wodorowych
(np. grupa —OH) — powinny charakteryzowaé si¢ silniejszym i bardziej selektywnym dziataniem
wobec COX-2.

Otrzymane wyniki porownano z danymi literaturowymi, ktore rowniez wskazujg na silniejsza
inhibicje COX-2 przez zwigzki 0 podobnych wiasciwosciach, szczegdlnie te zawierajace grupy
hydroksylowe. W niektorych przypadkach zwiazki posiadajace ugrupowania metoksylowe rowniez
cechowaty si¢ silnym lub bardziej selektywnym dziataniem wobec COX-2 [31, 33].

Na tej podstawie stworzono mini biblioteke 16 zwigzkoéw, ktorych struktura stanowita
kombinacj¢ trzech zwiazkow nr Z5, Z9 i Z11 (wytypowanych w badaniu przesiewowym
i testowanych w 2D QSAR) oraz czasteczek opisanych w pismiennictwie (zawierajacych ugrupowania

hydroksylowe lub metoksylowe) — RYCINY 12.11i 12.2.

, gdzie:

Ri1(poz. 4, pierscien A) = -Cl lub -NO- (podstawniki pochodzace od zwigzkow Z5, 291 Z11)
R. (poz. 3°, pierscien B) = -OH, -OCHs lub H  (podstawniki pochodzace od zwigzkow literaturowych)
Rs (poz. 4°, pierScien B) = -OH lub -OCHj3 (podstawniki pochodzace od zwigzkow literaturowych)
R4 (poz. 5°, pierscien B) = -OH, -OCHs lub H  (podstawniki pochodzace od zwigzkow literaturowych)

RYCINA 12.1
Szkieletowy model nowych zwigzkow.
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zwiazek N16

Prognozowang aktywno$¢ biologiczng nowych czgsteczek wyznaczono w oparciu o zbudowane

modele 2D QSAR, ktore speiniaty kryteria walidacji. Parametry poszczegdlnych deskryptorow

wyliczono za pomoca specjalistycznych programow komputerowych: ACD/ChemSketch, Marvin

Suite oraz PADEL Descriptor. W oparciu 0 zebrane dane obliczono wartosci COX-1 plCsy oraz

COX-2 plCso, ktore nastepnie przeksztatcono do postaci COX-1 ICsq oraz COX-2 ICso. Uzyskane

wyniki usredniono iwyznaczono selektywnos¢ kazdego zwigzku wobec COX-2. Dodatkowo
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wyznaczono prognozowang aktywno$¢ celekoksybu wobec obydwoch izoform COX. Szczegoédtowe

dane przedstawiono w TABELI 12.5.

TABELA 12.5

Prognozowana aktywno$¢ biologiczna nowych pochodnych trans-stiloenu wobec COX-1 i COX-2,
obliczona z wykorzystaniem opracowanych modeli 2D QSAR

(gruba czcionka zaznaczono zwigzki wyselekcjonowane do dalszych badan).

Nr zwiazku COX-1 COX-2 Selektywnos¢
P 1Cso SD 1Cso SD p 1Cs SD 1Csp SD wobec COX-2*

N1 549 | 0,34 | 4,32 | £2,92 | 7,11 | £0,25 | 0,091 | +0,046 47,46
N2 528 | 0,27 | 6,11 | £2,80 | 534 | +0,36 | 585 | £3,02 1,04
N3 5,37 | +0,21 475 | £2,36 | 6,35 | +0,44 | 0,66 | +047 7,20
N4 484 | +0,14 | 15,19 | #4222 | 4,97 | £0,21 | 11,94 | +4,90 1,27
N5 544 | +0,08 | 3,69 | 0,67 | 6,70 | £0,31 | 0,26 | +0,22 14,19
N6 6,03 | 0,30 | 1,14 | +0,71 | 5,12 | 0,30 | 9,37 | +5,09 0,12
N7 531 | +0,26 | 597 | +429 | 583 | +0,43 | 2,18 | +1,64 2,74
N8 491 | +0,18 | 13,38 | +6,43 | 4,94 | +0,55 | 19,52 | +13,80 0,69
N9 546 | 0,31 456 | £3,67 | 553 | +0,23 | 3,41 | £1,83 1,34
N10 547 | 0,17 | 3,69 | £1,56 | 5,37 | £0,27 | 5,09 | +2,60 0,72
N11 523 | +0,34 | 8,02 | 6,20 | 596 | +0,51 | 1,70 | +1,03 4,72
N12 492 | +0,18 | 13,05 | £5.84 | 4,63 | £0,19 | 26,04 | £11,05 0,50
N13 536 | +0,22 | 5,01 | +£3,12 | 6,24 | +0,08 | 0,59 | +0,11 8,49
N14 520 | 0,16 | 6,75 | 2,69 | 5,78 | 0,12 | 1,71 | +0,51 3,95
N15 515 | 0,23 | 8,24 | 5,15 | 5,22 | £0,21 | 6,75 | +2,98 1,22
N16 5,01 +0,32 | 12,77 | £9,00 483 | +0,22 | 16,95 | +8,05 0,75

CELEKOKSYB | 4,89 | +0,21 | 14,80 | +7,12 | 7,09 | +0,28 | 0,111 | +0,057 132,97

* Prognozowany stopien selektywnos$ci zostat wyznaczony jako iloraz COX-1 1Cso / COX-2 ICsp.

12.2.5. Badane zwigzKi — regula Lipinskiego

Po wykonaniu obliczen 2D QSAR zweryfikowano, czy pochodne trans-stilbenu Z5, Z9, Z11,
N1, N2 i N6 spetniaja regute Lipinskiego [84]. Wyniki przedstawiono w TABELI 12.6.

TABELA 12.6
Zwiazki testowe — zgodno$¢ z reguta Lipinskiego.

HBD HBA . :
Zwiazek nr MW (suma wigzan (suma atomow ClogP Spelm:.l ',(,ryt?”a
"NH i -OH) NiO) reguly Lipinskiego ?
Z5 302,75 0 3 4,68 TAK
Z9 269,29 0 4 4,89 TAK
Z11 313,30 0 6 3,83 TAK
N1 273,24 3 6 3,34 TAK
N2 315,36 0 6 3,78 TAK
N6 285,30 0 5 3,94 TAK
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Wymienione zwiazki charakteryzuja si¢ parametrami fizyko-chemicznymi zgodnymi z tzw.
»reguta pieciu”. Na tej podstawie mozna wstgpnie przypuszczaé, ze badane czagsteczki powinny
cechowac si¢ korzystnym profilem farmakokinetycznym — tzn. dobra biodostepnoscia po podaniu
doustnym, co jest jednym z istotnych elementéw branych pod uwage przy projektowaniu nowych

substancji leczniczych. W zwiazku z tym zakwalifikowanie ich do kolejnych badan byto zasadne.

12.2.6. Podsumowanie ETAPU Il

Sposrod analizowanych czasteczek najsilniejszym i jednocze$nie najbardziej selektywnym
inhibitorem COX-2 powinien by¢ zwigzek N1 (4-nitro-3°,4’,5’-trihydroksy-trans-stilben). W zwiazku
z tym zostal on wytypowany do dalszych badan in vitro, majacych na celu m.in. weryfikacje
prognozowanej aktywnosci biologicznej wzgledem COX-1 i COX-2.

Dodatkowo do dalszych badan wlaczoo jeden zwiazek o potencjalnie najsilniejszym
i najbardziej selektywnym dziataniu wobec COX-1 oraz zwigzek nieselektywny. Tymi czasteczkami
byly odpowiednio N6 (4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilben) oraz N2 (4-nitro-3°,4°,5’-trimetoksy-
trans-stilben).

W odniesieniu do celekoksybu nalezy stwierdzi¢, ze model 2D QSAR wskazal na jego silng
aktywno$¢ i wysoka selektywnos$¢ wobec COX-2, a uzyskane warto$ci hie odbiegaja istotnie od

danych literaturowych:

model Murias Uddin
parametr | o5 osAR | iwsp. [32] | i wsp. [35] komentarz
COX-L1Cs |44 89 19,026 331 réimica kilku — kilkunastu umol/l
[wmol/1]
COX-2 ICs 0,111 0,03482 0,07 2-3-krotna r6znica na poziomie nmol/l
[wmol/1]
o 3-4-krotna roznica (wynikajaca
@fﬁﬁ?gg?ﬁ% 132,92 546,41 472,85 glownie z wartosci COX-2 ICsp),
ten sam rzad wielkosci 100-1000

12.3.  Synteza pochodnych trans-stilbenu (ETAP I11)

Wykonano synteze produktow posrednich oraz docelowych zgodnie =z opisem
zaprezentowanym w ROzDZIALE 9.3.
Otrzymane zwigzki zweryfikowano pod katem tozsamosci i struktury (ROZDZIAL 12.3.1).

Wydajnos¢ poszczegdlnych reakceji przedstawiono w ponizszej TABELI 12.7.
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TABELA 12.7
Wyniki wydajnosci reakcji dla poszczegolnych produktow.

. Wydajnos¢ reakeji
k

Nazwa zwiazku (% wydajno$ci teoretycznej)
4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben 62 o
(produkt posredni dla zwiazku nr Z5) °
4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilben 25 o
(produkt posredni dla zwigzkow nr Z9 i Z11) 0
4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben

. 80 %
(zwiazek nr Z5)
4-nitro-4’-etoksy-trans-stilben 68.5 O
(zwiagzek nr Z9) 70
4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben 65.5 0
(zwigzek nr Z11) 70
4-nitro-3’,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben 67
(zwiazek nr N1) 0
4-nitro-3’,4°,5’-trimetoksy-trans-stilben

. 81 %
(zwiazek nr N2)
4-nitro-3’,4°,5’-dimetoksy-trans-stilben

. 87 %
(zwiazek nr N6)

12.3.1. Wyniki badan tozsamosci i struktury

Wyniki analiz oraz widma poszczegdlnych zwigzkow zaprezentowano w SUPLEMENCIE.

12.3.2 Podsumowanie ETAPU |11

Przeprowadzono resynteze zwigzkow nr Z5, Z9 i Z11 oraz synteze trzech nowych pochodnych
trans-stilbenu — oznaczonych jako N1, N2 i N6. Wydajno$¢ poszczegdlnych reakcji byta powyzej
60%, co jest poziomem akceptowalnym w przypadku synezy zwigzkoéw organicznych [161].

Otrzymane czasteczki poddano klasycznej analizie fizyko-chemicznej (tj. elementarnej analizie
pierwiastkow, oznaczeniu temperatury topnienia i TLC), na podstawie ktorej wyznaczono kilka
parametrow charakteryzujacych tozsamo$¢ badanych zwigzkow.

Wykonano réwniez standardowg analize instrumentalng (tj. MS, *H NMR, 3C NMR oraz IR),
w wyniku ktorej potwierdzona zostala tozsamosc¢ i budowa testowanych czasteczek.

Nastepnie uzyskane zwiazki przekazano do badan in vitro.

12.4. Oznaczenie aktywnosci inhibicyjnej zwiazkéw nr N1, N2 i N6 wobec COX-1
i COX-2 w warunkach in vitro (ETAP 1V)

Analizowane zwigzki poddano reakcji z obydwoma izoformami COX - analogicznie jak
w przypadku zwigzkow nr Z5, Z9 i Z11, ktore zostaly przebadane w ETAPIE |. Dodatkowo, jako
zwigzek referencyjny, zastosowano CELEKOKSYB.
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W celu wykonania analiz wykorzystano ten sam test cEIA (komercyjny zestaw firmy Cayman
[134]) i zastosowano te same rozcienczenia seryjne (patrz ROzDzIAL 7.4.1.3). Wykresy i parametry
poszczegblnych krzywych wzorcowych zaprezentowano w SUPLEMENCIE.

Obliczenia wykonywano w oparciu o wyniki absorbancji (A = 405 nm) w poszczegdlnych
dotkach oraz parametry krzywych wzorcowych.

Wyniki oznaczen zaprezentowano na WYKRESACH 12.38-45.

Zwiazek N1
OH
OH
OH
o ®
OH OH
- N \ OH
Il
0
0= N
Zwigzek N1 vs COX-1 - stezenie PGF,, -
1600 000+ Zwigzek N1 vs COX-2 - stezenie PGF ,,
= == *
= 1 200 000+
g 1200 000 H Z% %“
3 % 2 900000
G 800000 / I
O / &
o / W e
P % 8 0 000+
S i: / 2
& 400000 / & 300000
4 | / g i
b ; % 2
ol ke I Z 0-
PSS S S S SN
’ &‘o \@Q K o \@o R \QQ \QQQ & &
NS
Stezenie zwigzku N1
Stezenie zwigzku N1
* p<0,05 *
.,p<001 p=<005
p=5, *p<0,01
Metoda statystyczna: Metoda statystyczna:
jednoczynnikowa analiza wariancji jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA) (one-way ANOVA)
z testem Dunnetta post hoc z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrola) (poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)
WYKRES 12.38

Wptyw zwigzku N1 na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem stezenia PGFyq,
wzgledem proby kontrolnej, ktora byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentdéw (£SD).
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Testowana czasteczka

biologicznej:

N1 charakteryzuje

. COX-1 I1Csp: 17,498 umol/l (95% CI: 8,995 — 34,041)
o COX-2 ICs0: 0,279 pmol/1 (95% ClI: 0,111 - 0,703)
. selektywnos¢ wzglgdem COX-2: 62,81 (95% CI: 48,42 — 81,28)
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Zwigzek N1 vs aktywnos¢ COX-1i COX-2

OH
OH
. O
ol

si¢ nastepujacymi

62,81

parametrami

COX-1ICgy = 17,498 uM (95% CI: 8,995 - 34,041 uM)
COX-2 ICsp = 0,279 uM (95% CI: 0,111 - 0,703 uM)

selektywnosc
H COX-1 |C50 / COX-Z |Cso

(95% CI: 48,42 - 81,28)

100+
75 \ i
3
£
g
2 50 !
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E 1
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0 i
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3 2 l a2 bl o
$ $ $ R RS S
s o
N ~
4 4
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Stezenie zwigzku N1 [pM]

krzywa inhibicji COX-1
krzywa inhibicji COX-2

% inhibicji enzymu = (A- D) / (1 + (stezenie zwigzku N1/ C) *B) + D

Parametry krzywej inhibicji COX-1:
A=145% (-5,62; 8,52)

B = 0,37 (0,29; 0,45)

C =17,41 M (10,94; 23,88)

D = 96,47 % (90,25; 102,69)

R? = 0,9837

R =0,9918

WYKRES 12.39

Krzywe hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek N1.

R? = 0,9853

R =0,9926

Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=9,64 % (4.06; 15,82)

B =0,27 (0,21; 0,33)
C=0,61uM(0,21;1,01)

D =98,16 % (92,21; 104,11)

aktywnosci

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie dwdch niezaleznych eksperymentdéw (95% CI).
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Zwigzek N2
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Stezenie zwigzku N2
Stezenie zwigzku N2 ‘<005
o= **p <0,01
" p<0,
**p=0,01
Metoda statystyczna:

Metoda statystyczna:

jednoczynnikowa analiza warianciji
(one-way ANOVA)

z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrola)

WYKRES 12.40

jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA)

z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)

Wplyw zwiazku N2 na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem st¢zenia PGF,
wzgledem proby kontrolnej, ktorg byta 100% aktywnos¢ enzymu bez inhibitora.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentdéw (£SD).

Testowana czasteczka

biologicznej:

N2 charakteryzuje

si¢ nastgpujacymi parametrami aktywnos$ci

o COX-1 ICs: 2,667 pmol/l (95% ClI: 1,361 — 5,383)
o COX-2 ICso: 2,168 pmol/1 (95% CI: 0,703 — 8,831)
o selektywnos¢ wzgledem COX-2: 1,23 (95% CI: 0,61 — 1,94)
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COX-1ICsq = 2,667 pM (95% Cl: 1,361 - 5,383 M)
COX-2 ICsq = 2,168 pM (95% Cl: 0,703 - 8,831 M)

selektywnosc
COX-11Cgq / COX-2 IC5

1,23
(95% CI: 0,61 - 1,94)

Zwigzek N2 vs aktywnosé¢ COX-1 i COX-2

100+
75+
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g
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25+
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\00
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¢ krzywa inhibicji COX-1
= krzywa inhibicji COX-2

Stezenie zwigzku N2 [uM]

% inhibicji enzymu = (A- D) / (1 + (stezenie zwiazku N2/ C) *B) + D

Parametry krzywej inhibicji COX-1:
A=425% (-4,03; 12,53)

B =0,35(0,15; 0,55)

C =0,96 uM (0,13; 21,05)

D = 88,50 % (90,25; 102,69)

R? = 0,9893
R = 0,9946

WYKRES 12.41

Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=12,22 % (3,81; 20,63)

B = 0,35 (0,06; 0,64)

C =2,34 uM (0,41; 4,27)

D = 91,78 % (81,15; 102,41)

R? = 0,9791
R = 0,9895

Krzywe hamowania aktywno$ci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek N2.
Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentow (95% CI).
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Zwiazek N6
E _CHa _~-CH,
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Zwiazek N6 vs COX-1 - stezenie PGF ,, Zwlazak Néve COX-2 -stozonie FGF 5
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& %% 3 ,/7 q
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Stezenie zwigzku N6

* p<0,05
**p <0,01

Metoda statystyczna:

jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA)

z testem Dunnetta post hoc
(porownanie kazdej kolumny z kontrolg)

WYKRES 12.42
Wptyw zwigzku N6 na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem stezenia PGFa,
wzgledem proby kontrolnej, ktora byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwdch niezaleznych eksperymentow (£SD).

Testowana czasteczka

N6 charakteryzuje

biologicznej:

si¢ nastepujgcymi

Stezenie zwigzku N6

* p<0,05
“*p <001

Metoda statystyczna:

jednoczynnikowa analiza wariancji
(one-way ANOVA)

z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)

parametrami

aktywnosci

. COX-1 ICs0: 0,659 pmol/1 (95% ClI: 0,239 — 2,153)
o COX-2 I1Cs: 4,688 pmol/1 (95% CI: 2,286 — 10,116)
o selektywno$¢ wzgledem COX-2: 0,14 (95% CI: 0,11 - 0,21)
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COX-11C5 = 0,659 uM (95% CI: 0,239 - 2,153 pM)

_on, COX-2 ICgp = 4,688 pM (95% CI: 2,286 - 10,116 pM)
o
o selektywnosc
O ot COX-1 1Csp / COX-2 [Csg
X

O 0,14
. (95% CI: 0,11 - 0,21)

Zwigzek N6 vs aktywnos¢é COX-1i COX-2

100+
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t
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@ 50 ;
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2
=
=
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0 ¥
i
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N N N D N N
NN *  krzywa inhibicji COX-1
o krzywa inhibicji COX-2
00 00 rzywa inhibicji -
Stezenie zwigzku N6 [uM]

% inhibicji enzymu = (A- D)/ (1 + (stezenie zwigzku N6/ C) *B) + D
Parametry krzywej inhibicji COX-1: Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=0,54 % (-5,84; 6,92) A=0,06 % (-5,10; 5,22)

B =0,59 (0,42;0,76) B =0,33 (0,24; 0,42)
C=0,11uM (0,03;0,18) C =0,13 uM(0,03; 0,23)

D = 66,95 % (58,50; 75,40) D = 65,30 % (55,49; 75,11)
R? = 0,9851 R? = 0,9949

R =0,9925 R =0,9974

WYKRES 12.43
Krzywe hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2 przez zwigzek NG6.
Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie dwoch niezaleznych eksperymentdéw (95% CI).
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CELEKOKSYB
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Stezenie zwigzku CELEKOKSYB

Stezenie zwigzku CELEKOKSYB

* p<0,05 * p<0,05
**p<0,01 *p<0,01

Metoda statystyczna: Metoda statystyczna: o

jednoczynnikowa analiza wariancji jednoczynnikowa analiza wariancji

(one-way ANOVA) (one-way ANOVA)

z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)

z testem Dunnetta post hoc
(poréwnanie kazdej kolumny z kontrolg)

WYKRES 12.44

Wplyw CELEKOKSYBU na aktywnos¢ COX-1 oraz COX-2 wyrazony zmniejszeniem stgzenia
PGF2, wzgledem proby kontrolnej, ktorg byta 100% aktywno$¢ enzymu bez inhibitora.

Wyniki przedstawiono jako wartosci srednie dwoch niezaleznych eksperymentdw (£SD).

Testowana czasteczka CELEKOKSYB charakteryzuje si¢ nastepujacymi parametrami
aktywnosci biologicznej:

o COX-1 ICs0: 8,222 pmol/1 (95% CI: 3,365 — 21,379)

o COX-2 ICs0: 0,012 pmol/1 (95% ClI: 0,006 — 0,025)

o selektywno$¢ wzgledem COX-2: 685,16 (95% CI: 559,50 — 857,16)
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WYKRES 12.45

% inhibicji enzymu

COX-1ICs, = 8,222 uM (95% Cl: 3,365 - 21,379 uM)
COX-2 ICsq = 0,012 uM (95% CI: 0,006 - 0,025 M)

selektywnosc
COX-11Cgq / COX-2 ICxq

685,16
(95% ClI: 559,50 - 857,16)

CELEKOKSYB vs aktywnos¢ COX-1 i COX-2
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_\_,'\ _\_,‘1« e krzywa inhibicji COX-1
o o) B —_
9 9 = krzywa inhibicji COX-2
Stezenie zwigzku CELEKOKSYB [uM]

% inhibicji enzymu = (A- D) / (1 + (stezenie celekoksybu / C) *B) + D
Parametry krzywej inhibicji COX-1: Parametry krzywej inhibicji COX-2:
A=8,65% (2,61; 14,61) A= 23,69 % (17,65; 29,73)

B =0,35(0,21; 0,49) B =0,31(0,18; 0,43)

C =14,11 uM (4,92; 23,63) C =0,09 uM (0,02; 0,17)

D = 98,56 % (93,91; 102,37) D = 99,73 % (97,21; 102,25)
R?=0,9715 R? = 0,9856

R = 0,9856 R =0,9928

Krzywe hamowania aktywnosci COX-1 oraz COX-2 przez zwiazek referencyjny CELEKOKSYB.
Wyniki przedstawiono jako wartosci §rednie dwoch niezaleznych eksperymentdéw (95% CI).
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12.4.1. Podsumowanie ETAPU IV

Wsrod trzech nowych pochodnych trans-stilbenu najsilniejszym i jednoczes$nie najbardziej
selektywnym inhibitorem COX-2 okazat si¢ by¢ zwigzek nr N1. Pozostate czasteczki cechowaly si¢
duzo stabszym dzialaniem wobec COX-2, przy czym zwigzek nr N2 nie wykazywat selektywnosci
wobec ktorejkolwiek z izoform cyklooksygenazy, a zwigzek nr N6 mozna okresli¢ jako preferencyjny
inhibitor COX-1.

Poréwnanie wartosci prognozowanych (2D QSAR, ETAP II) oraz wyznaczonych wartosci

eksperymentalnych zaprezentowano w TABELI 12.8.

TABELA 12.8

Poréwnanie prognozowanych i eksperymentalnych wartosci ICso badanych zwigzkéw wzgledem
COX-1i COX-2 oraz ich selektywnosci.

Nt zwinzku | COXcL 1Ca umot COX-2 ICso [pmol/l] Selektnggs;_vzvzgl‘;dem
warto$¢ PRE | wartos¢ EKS| wartos¢ PRE | wartos¢ EKS | wartos¢ PRE | wartos¢ EKS
N1 4,32 17,498 0,091 0,279 47,46 62,81
N2 6,11 2,667 5,85 2,163 1,04 1,23
N6 1,14 0,659 9,37 4,688 0,12 0,14

warto$¢ PRE — dane predykcyjne z badan in silico (ETAP 1)
warto$¢ EKS — dane eksperymentalne z badan in vitro (ETAP IV)

W przypadku CELEKOKSYBU uzyskane wyniki poréwnano z danymi literaturowymi:

arametr badanie Murias Uddin Komentarz
P invitro | iwsp.[32] | iwsp. [35]
COX-1 ICs fo L
8,222 19,026 33,1 2-4-krotna roéznica na poziomie pmol/l
[wmol/1]
COX-2 1Cso 0,012 0,03482 0,07 3-6-krotna r6éznica na poziomie nmol/l
[wmol/1]
selektywnosé i ..
wobee COX.-2 685,16 546,41 472,85 1,5-krotna roznica

Analizujac dane otrzymane komputerowo oraz doswiadczalnie nalezy stwierdzi¢, ze
w obydwoch przypadkach wyniki badan wzgledem COX-1 i COX-2 sg podobne, co $wiadczy¢é moze
m.in. o dobrych parametrach prognostycznych modeli 2D QSAR. Jedynie w przypadku zwiazku nr N1
wynik uzyskany wobec COX-1 jest nieco odmienny, co rzutuje na 2-krotng réznice w selektywnosci
wobec COX-2. Rozbieznosci te sa jednak nieistotne z punktu widzenia potencjalnego dziatania
farmakologicznego, gdyz charakter testowanych czasteczek jest taki sam, tzn. zwigzek N1 jest
selektywny wobec COX-2, zwigzek N2 jest nieselektywny, a zwiazek N6 silniej hamuje aktywno$¢
COX-1.

Podobna sytuacja wystepuje w przypadku CELEKOKSYBU, dla ktorego uzyskano rezultaty

zblizone wzgledem wczeéniej opublikowanych danych [32; 35].
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12.5.

12.5.1.

Naiwny model Bayesa (ETAP V)

Model inhibitorow COX-1

Naiwny model Bayesa dla potencjalnych inhibitorow COX-1 stworzono przy pomocy pakietu

Discovery Studio 4.0 — korzystajac z protokotu ,,Create bayesian model”.

Badane zwiazki zostaly losowo i proporcjonalnie podzielone na zestaw treningowy (70%

zwigzkow) i zestaw testowy (pozostate 30%).

W celu przypisania badanym czasteczkom statusu ,,aktywne” lub ,nieaktywne” przyjeto

graniczg warto$¢ ich biologicznej aktywnoS$ci na poziomie 5 pmol/l. Zwigzki charakteryzujace sie

warto$cig COX-1 ICso ponizej 5 pmol/l zaliczano do grupy aktywnych, a pozostate do nieaktywnych.

Zestaw treningowy:

. ilos¢ zwigzkéw n = 25

o parametry krzywej ROC:

pole powierzchni pod krzywa (AUC) = 0,641

klasa prawdziwie pozytywna TP = 9

klasa prawdziwie negatywna TN = 10

klasa fatszywie pozytywna FP = 0

klasa fatszywie negatywna FN = 6

czutos¢ TP/(TP+FN) = 0,600

specyficzno$¢ TN/(TN+FP) = 1,000

doktadno$¢ (TP+TN)/(TP+FN+TN+FP) = 0,760

1,00
0,95
0,90
0,85
0,80
0,75
0,70
0,65
0,60
0,55
0,50
0,45
0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05

True Positive Rate (sensitivity)

0,00
0

ROC Plot for Bayes2016_35_cox-1_ic05 (div70-30) (5-Fold Cross-Validation)

|

SN N

—

WYKRES 12.46
Krzywa ROC dla zestawu treningowego — model inhibitorow COX-1.

.0 01 02 03 0.4 05 06 07 08 09 1.0

False Positive Rate (1 - specificity)
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Fragmenty budowy analizowanych zwigzkow wplywajgce korzystnie (,,good features”

niekorzytnie (,, bad features”) na aktywnos¢ biologiczng wzgledem COX-1:

Category Bayes2016_35_cox-1_ic05 (div70-30): good features from ECFP_6

oraz

G1: -790637051
5 out of 5 good
Bayesian Score: 0.418

G4: 1119903506
4 out of 4 good
Bayesian Score: 0.398

|
0
e
"
G7: 225136438

3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.368

G8: -1905779405

3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.368

HO

G10: -177264957
3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.368

G13: -1046436026
2 out of 2 good
Bayesian Score: 0.320

G14: 220735655
2 out of 2 good
Bayesian Score: 0.320

G18: -1560646374
2 out of 2 good
Bayesian Score: 0.320

G19: -1954586762
2 out of 2 good
Bayesian Score: 0.320

G22: 2007300961
2 out of 2 good
Bayesian Score: 0.320

Category Bayes2016_35_cox-1_ic05 (div

70-30): bad features

from ECFP_6

B1: -175985444
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.779

Y

B2: -1072294614
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.779

B5: 1754935594
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.779

B6: -1753117496
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.779

B8: 257345465
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.779

B9: 425403071
1 out of 5 good
Bayesian Score: -0.680

O
0

i,

B12: -180418888
1 out of 4 good
Bayesian Score: -0.518

B 14: 693720869
1 out of 4 good
Bayesian Score: -0.518

B15: -222949654
0 out of 1 good
Bayesian Score: -0.464

B 18: -99968937
0 out of 1 good
Bayesian Score: -0.464

RYcCINA 12.3

Korzystne oraz niekorzystne struktury badanych zwigzkéw (wytypowane w oparciu o fingerprint
molekularny ECFP_6) — model inhibitorow COX-1.
Fragmenty budowy uznane za ,,dobre” wystepuja czesciej w strukturach zwigzkoéw oznaczonych jako
aktywne (inhibitory, COX-1 ICsp < 5 pmol/l).
Fragmenty budowy uznane za ,,zle” wystgpuja czesciej w zwigzkach oznaczonych jako nieaktywne
(nie-inhibitory, COX-1 ICso > 5 umol/l).

Gwiazdki (*) i wstegi (wv) oznaczajq dowolne atomy lezgce poza obszarem fingerprintu i tworzgce dozwolone

wigzania wewngtrzczgsteczkowe.
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Zestaw testowy:

o ilo§¢ zwiazkow n = 10

o parametry krzywej ROC:
. AUC = 0,917
= klasa prawdziwie pozytywna TP = 3
. klasa prawdziwie negatywna TN = 6
. klasa fatszywie pozytywna FP =0
. klasa falszywie negatywna FN = 1
. czuto$¢ TP/(TP+FN) = 0,750
. specyficzno$¢ TN/(TN+FP) = 1,000
] doktadno$¢ (TP+TN)/(TP+FN+TN+FP) = 0,900

ROC Plotfor Bayes2016_35_cox-1_ic05 (div70-30) (External Test Set TestSet_35cmpds_COX-1_bayes_05.sd)
1,00

0,95
0,90
0,85
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0,70
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0,60
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0,50
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0,40
0,35
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0,25
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015
0,10
0,05
0,00
0

True Positive Rate (sensitivity)

.0 01 02 03 0.4 0,5 0,6 07 08 09 1.0
False Positive Rate (1 - specificity)

WYKRES 12.47
Krzywa ROC dla zestawu testowego — model inhibitoréw COX-1.

Interpretacja modelu:

Na podstawie wyselekcjonowanych fragmentow budowy stwierdzono, ze obecno$¢ pojedynczej
grupy hydroksylowej w pozycji 4 lub dwoch grup metoksylowych w pozycji 3’ i 4’ (zwigzek N6), lub
obecnos¢ atomu fluoru w pozycji 3 moze sprzyjaé silniejszej aktywnos$ci analizowanych czasteczek
wzgledem COX-1.

Z kolei obecno$¢ grupy dimetyloaminowej w pozycji 4 lub grupy metoksylowej w pozycji 4°,
lub podstawnik alkilowy w mostku etylenowym moze ostabia¢ aktywnos$¢ biologiczng badanych
zwigzkow w stosunku do COX-1.

Parametry krzywej ROC sg akceptowalne (>0,5), mimo ze czulo$¢ modelu oraz powigzana z nia
warto§¢ AUC w przypadku zestawu treningowego nie osigga wysokich wartosci (>0,8), ktore

$wiadcza o duzej mocy prognostycznej tego modelu.
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Poroéwnanie wynikow z analizg 2D QSAR:

Wyniki otrzymane za pomoca prognostycznego modelu Bayesa oraz klasycznej analizy QSAR
(RozDZIAE 12.2) sa w pewnym zakresie podobne.

W obydwoch badaniach wykazano, ze korzystny wplyw na biologiczng aktywnosé¢
potencjalnych inhibitoréw COX-1 ma obecno$é¢ podstawnikow o hydrofilowym charakterze, w tym
przede wszystkim grupy hydroksylowej, bedacej jednoczesnie zrodtem wigzan wodorowych. Model
Bayesa typuje rowniez podstawniki lipofilowe (grupa —OCHs, atom fluoru) jako zwigkszajace
zdolno$¢ badanych zwigzkéw do hamowania aktywnos$ci COX-1, co jest rozbiezne z wynikami
2D QSAR wskazujacymi na ostabienie aktywno$ci pochodnych trans-stilbenu zawierajacych tego
rodzaju ugrupowania.

Nalezy zaznaczy¢, ze wyniki obliczen charakteryzuja si¢ wigkszym podobienstwem
w przypadku struktur mogacych ostabia¢ aktywno$¢ testowanych zwiazkoéw. Tzw. ,,zte” podstawniki
wyselekcjonowane za pomoca modelu Bayesa zwickszaja lipofilnos¢ (1logP), mase i objetosc
czasteczek (TMR), stopien rozgatezienia (1W) oraz powierzchni¢ oddziatywan Van der Waals’a
(1VdAWSA), co koreluje z wynikami obliczen 2D QSAR.

12.5.2. Model inhibitoréw COX-2

Model Bayesa dla potencjalnych inhibitorow COX-2 stworzono w sposob analogiczny, z tym ze
najlepsze parametry krzywej ROC uzyskano w przypadku podzialu zwigzkéw na zestaw treningowy
i zestaw testowy w porporcji 80% : 20%. Jako graniczg warto$¢ ich biologicznej aktywno$ci przyjeto

rowniez ICso = 5 umol/l.

Zestaw treningowy:
. ilos¢ zwigzkoéw n = 28
o parametry krzywej ROC:
" AUC = 0,667
= klasa prawdziwie pozytywna TP = 13
= klasa prawdziwie negatywna TN = 9
. klasa fatszywie pozytywna FP = 0
= klasa falszywie negatywna FN = 6
= czutos¢ TP/(TP+FN) = 0,684
= specyficzno$¢ TN/(TN+FP) = 1,000
*  doktadno$¢ (TP+TN)/(TP+FN+TN-+FP) = 0,786
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WYKRES 12.48
Krzywa ROC dla zestawu treningowego — model inhibitoréw COX-2.
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Fragmenty budowy analizowanych zwigzkow wplywajgce korzystnie (,, good features”) oraz

niekorzytnie (,,bad features”) na aktywnos¢ biologiczng wzgledem COX-2:

Category Bayes2016_35_cox-2_ic05 (div80-20): good features from ECFP_6

G1:-1431636759
6 out of 6 good
Bayesian Score: 0.367

~o0

G5: 812549537
5 out of 5 good
Bayesian Score: 0.354

HO

G10: 1419645508
5 out of 5 good
Bayesian Score: 0.354

G11: -1553278795
4 out of 4 good
Bayesian Score: 0.337

HO

G14: -177264957
3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.313

OH
HO

HO

G16: 22695581
3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.313

G20: -1553987716
3 out of 3 good
Bayesian Score: 0.313

G21: 59903095
3 out of 4 good
Bayesian Score: 0.285

+
G27: 1043790491

3 out of 4 good
Bayesian Score: 0.285

G30: -179073144
3 out of 4 good
Bayesian Score: 0.285

Category Bayes2016_35_cox-2_ic05 (div80-20): bad features from ECFP_6

B1: 770725138
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.826

0
o A
\/\[/ o

B2: -1447117732
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.826

B3: 1552674161

0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.826

s

B8: 2099970318
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.826

B13: 1844173165
0 out of 2 good
Bayesian Score: -0.826

B16: -1271104377
1 out of 4 good
Bayesian Score: -0.579

B17: 693720869
1 out of 4 good
Bayesian Score: -0.579

B19: -222949654
0 out of 1 good
Bayesian Score: -0.525

N

B 20: 2117664957
0 out of 1 good
Bayesian Score: -0.525

A

B24: -359474828
0 out of 1 good
Bayesian Score: -0.525

RYCINA 12.4
Korzystne oraz niekorzystne struktury badanych zwigzkow (wytypowane w oparciu o fingerprint
molekularny ECFP_6) — model inhibitoréw COX-2.

Zestaw testowy:
. ilo§¢ zwigzkow n =7
. parametry krzywej ROC:
. AUC =0,917
. klasa prawdziwie pozytywna TP = 4
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= klasa prawdziwie negatywna TN =1

. klasa fatszywie pozytywna FP = 1

. klasa falszywie negatywna FN = 1

. czuto$¢ TP/(TP+FN) = 0,800

. specyficzno$¢ TN/(TN+FP) = 0,500

. doktadno$¢ (TP+TN)/(TP+FN+TN+FP) = 0,714

ROC Plotfor Bayes2016_35_cox-2_ic05 (divB0-20) (External Test Set TestSet_35cmpds_COX-2_bayes_05.sd)
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True Positive Rate (sensitivity)
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False Positive Rate (1 - specificity)

WYKRES 12.49
Krzywa ROC dla zestawu testowego — model inhibitoréw COX-2.

Interpretacja modelu:

Wyniki typowania struktur mogacych sprzyja¢ silniejszej aktywosci pochodnych trans-stilbenu
w stosuku do COX-2 pokrywajg si¢ cze$ciowo z rezultatami uzyskanymi w poprzednim modelu.
W obydwoch przypadkach preferowane sa podstawniki hydroksylowe i metoksylowe. Istotng roznica
jest wystepowanie tutaj nie jednej, ale az trzech grup —OH w pozycjach 3°, 4’ 1 5* oraz grupy nitrowe;j
w pozycji 4, czyli fragmentéw budowy charakterystycznych dla zwiazku N1.

Do ugrupowan o potencjalnie negatywym wplywie na aktywnos$¢ analizowanych czasteczek
wobec COX-2 zaklasyfikowano przede wszystkim podstawnik 4-karboksymetylometoksylowy
(wystepuje w zwigzkach Z5 i Z11) oraz struktury wyznaczone w modelu inhibicji COX-1, tj. grupe
dimetyloaminowa w pozycji 4, metoksylowa w pozycjach 3° i 4> (zwigzek NG6) oraz podstawnik
alkilowy w mostku etylenowym.

Parametry krzywej ROC sg akceptowalne (>0,5), mimo ze czulo$¢ modelu oraz powigzana z nia
warto$¢ AUC w przypadku zestawu treningowego nie osigga wysokich wartosci (>0,8). Niska wartos¢

parametru specyficzno$¢ dla zestawu testowego wynika z typowania jednego ze zwigzkow do klasy

fatszywie pozytywnych (FP).

Poréwnanie wynikow z analizg 2D QSAR:
Dane uzyskane na podstawie obliczenh modelu Bayesa sg podobne do wnioskoéw plynacych

z badania 2D QSAR (RozDzIAt 12.2).
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Otrzymany model Bayesa wyselekcjonowat przede wszystkim podstawniki hydrofilowe (grupa
—OH i-NO;) jako zwigkszajace zdolno$¢ pochodnych trans-stilbenu do inhibicji COX-2. Ta
obserwacja jest zgodna z wynikami analizy 2D QSAR wskazujacymi na dodatnig korelacje pomigdzy
polarnoscia (1TPSA, |logP) a biologiczng aktywno$cig ocenianych zwiazkow wzgledem tego
enzymu. Co istotne, obecnos¢ kilku grup hydroksylowych, czyli donora wigzan wodorowych (1HBD),
powinna rowniez zwigksza¢ zdolno$¢ tych czgsteczek do inhibicji COX-2 poprzez oddziatywanie z
miejscem aktywnym enzymu za pomoca tego typu wigzan.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wsrod struktur typowanych jako ,,dobre” wystepuja roéwniez
2 grupy —OCHs w pozycjach 3 i 5, co jest rozbiezne z wynikami wczesniejszej analizy wskazujacymi
na ostabienie aktywnosci pochodnych trans-stilbenu zawierajacych ugrupowania lipofiilowe.

W odniesieniu do fragmentow budowy typowanych jako ,.zte”, otrzymane wyniki czeSciowo
korelujg z wezesniejszymi prognozami in silico. Obecnos¢ grupy metoksylowej lub dimetyloaminowej
zwigksza lipofilno§¢ (1logP) oraz powierzchni¢ oddziatywan van der Waals’a (1VdWSA) badanych
czasteczek, co w konsekwencji moze wplywac niekorzystnie na ich zdolno$¢ do inhibicji COX-2.
Z kolei podstawnik karboksymetylometoksylowy z jednej strony zwieksza znacznie warto§¢ VdWSA
(linhibicji), ale z drugiej strony powoduje zmniejszenie logP i zwigkszenie TPSA (finhibicji), dlatego
nie mozna w sposob jednoznaczny okresli¢ jego wplywu na biologiczng aktywno$¢ potencjalnych

inhibitorow COX-2 z grupy pochodnych trans-stilbenu.

12.6. Oznaczanie aktywnos$ci cytotoksycznej pochodnych trans-stilbenu wobec linii
komérkowej MCF-7 — badanie in vitro — test MTT (ETAP VI)

Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw oznaczano w trzech niezaleznych eksperymentach za
pomoca testu MTT. Do wlasciwej oceny dziatania cytotoksycznego pochodnych trans-stilbenu
wykorzystano tylko dolny zakres stezen 0 — 12,5 pmol/l — ze wzglgdu na ograniczong rozpuszczalnos¢
tych zwigzkow w medium hodowlanym (DMEM). Jedynie w przypadku CELEKOKSYBU aktywnos$¢

biologiczng przebadano w pelnym zakresie stezen.

Wyniki badania przedstawiono w TABELACH 12.9-10 oraz na WYKRESIE 12.50.
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TABELA 12.9

Wyniki testu MTT — inkubacja komérek MCF-7 z pochodnymi trans-stilbenu

($rednia z trzech eksperymentow).

kontrola 1,56 pmol/l 3,12 pmol/l 6,25 pmol/l 12,5 pmol/l
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
Z5
Zywotnosé
komérek [%] 100,00 93,18 91,77 89,65 87,03
SD [%0] +9,63 +3,76 +4,46 +3,96 +4,60
Z9
Zywotnosé
komérek [%] 100,00 89,68 84,98 79,87 75,30
SD [%0] +4,79 +3,40 +3,58 +4,08 +3,53
Z11
Zywotnosé
komorek %] 100,00 91,49 89,97 83,34 85,09
SD [%] +6,66 +3,40 +6,11 +5,22 +5,57
N1
Zywotnosé *
komérek [%] 100,00 87,22 79,13 74,57 66,60
SD [%] +5,74 +7,02 +7,65 +5,85 +4,11
N2
Zywotnosé %
komérek [%] 100,00 83,90 77,65 73,95 69,02
SD [%] +4,50 +4,24 +2,75 +4.01 +3,43
N6
Zywotnosé
komorek %] 100,00 90,81 89,66 85,69 82,13
SD [%] +4,19 +4,03 +5,54 +5,24 +5,62
* ponad 30% obnizenie zywotno$ci komorek MCF-7
TABELA 12.10
Wyniki testu MTT — inkubacja komérek MCF-7 ze zwigzkiem CELEKOKSYB
($rednia z trzech eksperymentow).
1,56 3,12 6,25 12,5 25 50 100
K(()nn;[{g;a pmol/l pmol/1 pmol/l pmol/1 pmol/1 pmol/1 pmol/1
i (n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=18)
kaVY"““’sf 100,00 | 91,71 | 90,96 | 9364 | 92,84 | 8523 | 4991 0,53
omorek [%]
SD [%0] +4,73 +7,43 +7,92 +8,47 +6,03 +5,22 6,70 +0,31
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Wyznaczenie wartosci IC 59
(srednia z trzech eksperymentow)

100+

Zywotnosé komorek [%]

o

1 10 ICs, 100
Stezenie celekoksybu [pmol/l]

IC 5o = 49,66 pmoll
(95% CI: 45,19 - 54,55 pmoll)

WYKRES 12.50
Wyznaczenie wartosci ICso dla zwigzku CELEKOKSYB (test MTT).

12.6.1. Podsumowanie ETAPU VI

Zbiorczenie zestawienie wynikow zaprezentowano na WYKRESIE 12.51.

Wykazano, ze zwigzki badane nr Z5, Z9, Z11 oraz N6 charakteryzujg si¢ stabym dziataniem
cytotoksycznym w zakresie analizowanych stezen, gdyz spowodowaly zmniejszenie zwytotno$ci
komorek do poziomu 93 — 75 % wzgledem proby kontrole;j.

Zwiazki nr N1 oraz N2 wykazywaly podobne dzialanie w stezeniach 1,56 — 6,25 pmol/l.
Obnizenie zywotnosci komorek o ponad 30% obserwowano tylko przy najwyzszym stgzeniu tych
zwigzkow, tj. 12,5 pmol/l.

Norma PN-EN ISO 10993-5:2009 klasyfikuje czasteczki jako potencjalnie cytotoksyczne
w przypadku obnizenia zywotno$ci komoérek do poziomu <70% wzgledem proby kontrolnej [162].
W oparciu o0 uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze to kryterium spetniaja jedynie zwiazki nr N1 i N2

w stezeniu 12,5 pmol/l.

CELEKOKSYB poddano analogicznemu badaniu, z jednoczesnym zastosowaniem wyzszych
stezen (1,56 — 100 umol/1).

W zakresie mniejszych stezen (1,56 — 25 umol/l), zwigzek ten, podobnie jak pochodne
trans-stilbenu, wykazywal stabe dziatanie, gdyz powodowal zmniejszenie liczby zywych komorek
0 zaledwie 10 — 15%.

W najwyzszych analizowanych stgzeniach dziatanie celekoksybu bylo znacznie silniejsze.
Obnizenie zywotno$ci komorek o ok. 50% zaobserwowano przy stezeniu 50 pmol/l.

Wyznaczono warto$¢ ICso = 49,66 pumol/1 (95% CI: 45,19 — 54,55) — WYKRES 12.50.
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Test MTT

(trzy niezalezne eksperymety)

zakres stezen 0 - 100 pmol/l

110+
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=
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2 601 -+ NB
~ - 75
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] - 711
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1 (zwiazek referencyjny)
5
c-[ T T T T \_

i
0 5 10 15 25 50 75 100
Stezenie [umol/l]

WYKRES 12.51
Podsumowanie testu MTT — zbiorcze zestawienie wynikow.

12.7. Oznaczenie aktywnosci biologicznej zwiazku nr N1 — badanie in vitro
— ocena stopnia hamowania syntezy PGE2 w linii komérkowej MCF-7 (ETAP VII)

Stezenie PGE> oznaczono w supernatacie komoérek MCF-7 inkubowanych ze zwigzkiem nr N1
(6,25 pmol/l oraz 12,5 umol/l) za pomocg zestawu Prostaglandin E, Express ELISA Kit firmy
Cayman Chemical Company, USA [136].

Parametry krzywej wzorcowej zaprezentowano w SUPLEMENCIE.

Wyniki przedstawiono w TABELI 12.11 oraz na WYKRESIE 12.52.
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TABELA 12.11

Stezenia PGE; w supernatancie komoérek MCF-7.

PGE; [pg/ml]

Kontrola Zwiazek nr N1 Zwiazek nr N1
(n=16) 6,25 pmol/l (n=16) 12,5 pmol/l (n=16)

75,95 47,22 42,26 46,56 35,38 40,68
59,04 64,03 41,47 49,63 32,51 38,36
49,81 46,37 25,84 37,56 29,09 48,94
43,88 68,21 58,08 25,38 41,47 22,76
52,48 57,12 32,51 33,15 47,22 28,43
78,27 50,69 39,90 47,90 58,08 31,12
45,53 44,70 46,37 55,57 26,48 23,36
40,68 46,37 43,88 34,66 54,31 17,06

$rednia (= SD) $rednia (= SD) $rednia (= SD)

54,40 (+ 11,65) 41,29 (+9,51) 35,95 (+ 11,83)

Stezenie PGE; [pg/ml]

WYKRES 12.52

Inkubacja zwigzku nr N1 z komérkami linii MCF-7

MCF-7 : 20 000 komorek / dotek

czas inkubacji: 72 h

Fk

-24,10%

-33,92%

Kontrola MCF-7 N1 - 6,25 mmol/l

Kontrola MCF-7 (n=16)
PGE, = 54,40 (+ 11,65 pg/ml)

N1 - 6,25 pmolil (n=16)
PGE, = 41,29 (= 9,51) pg/ml

N1 - 12,5 pmol/l (n=16)
PGE, = 35,95 (+ 11,83) pg/ml

N1 - 12,5 mmol/l

wartosé p
wzgledem kontroli

= p<0.01

Stopien zahamowania aktywnosci COX-2 w komorkach MCF-7 po 72 h inkubacji ze zwigzkiem nr N1.

190




12.  WYNIKI

12.7.1. Podsumowanie ETAPU VII

Wykazano, ze zwigzek nr N1 charakteryzuje si¢ umiarkowang sitg hamowania aktywnosci COX
bezposrednio w komorkach nowotworowych. W zastosowanych stgzeniach — 6,25 pmol/l oraz 12,5
umol/l — jego dziatanie powodowato zmniejszenie stgzenia prostaglandyny E, odpowiednio o 24,10%
(£17,48) i 33,92% (+21,75) wzglgdem proby kontrolne;.

Zaobserwowano, ze stopien inhibicji COX ma charakter liniowy (r = -0,9660) w zakresie
analizowanych stgzen: 0 — 12,5 umol/l. Ekstrapolujac wyniki mozna zakladac¢, ze catkowite
zahamowanie syntezy PGE, w komoérkach MCF-7 (a co za tym idzie efekt cytotoksyczny) mégloby
wystapi¢ po inkubacji komorek ze zwigzkiem nr N1 w stezeniu ok. 34 pmol/I.

Podobne obserwacje mozna poczyni¢ w odniesieniu do CELEKOKSYBU, w przypadku
ktorego stopien zahamowania aktywnosci COX ma rowniez liniowy przebieg (r = - 0,9634) dla stezen

0 — 40 pmol/l. Ekstrapolacja wynikow zaklada jednak catkowita redukcje syntezy PGE; przy stezeniu
wyzszym niz dla zwigzku nr N1, tj. ok. 59 pmol/l.

Poréwnanie zaprezentowano na WYKRESIE 12.53.

100 4. 100 $.
L - ~ ’ ~. y=-1,699x+ 100
. 80 .- y=-2,942x +100 R e R=-0,0634
~ 3 S R =-0,9660 £F
S 60 '8
oo B3 60 .
o :", % ;
2 40 28
5 £ E’§ 40 .
2 20 & .
&a 20
0 -
0 10 20 0 | 40 0 ;
I . 1290 0 10 20 30 a0 50 /60
Stezenie zwigzku nr N1 [umol/l] ' Stezenie CELEKOKSYBU [umol/I] o ke
WYKRES 12.53

Ekstrapolacja wynikow inkubacji zwigzku nr N1 oraz CELEKOKSYBU z komoérkami MCF-7
— prognoza catkowitego zahamowania syntezy PGE-.

12.8. Dokowanie zwigzku N1 i celekoksybu do miejsca aktywnego COX-1 i COX-2
(ETAP VIII)

Procedure dokowania przeprowadzono za pomoca oprogramowania Discovery Studio 4.0
— korzystajac z protokotu ,,CDOCKER” W seKcji ,,Receptor-Ligand Interaction”(metodyke tego
badania przedstawiono w ROzDZIALE 8.5).

12.8.1. Zwiazek nr N1: 4-nitro-3’,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben

COX-1 (PDB ID: 1EQH)

W wyniku przeprowadzonej symulacji komputerowej stwierdzono, ze badana czasteczka wiaze

si¢ z centrum katalitycznym cykooksygenazy poprzez roznego rodzaju wigzania niekowalencyjne:
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wodorowe, elektrostatyczne, hydrofobowe oraz oddziatywania van der Waals’a. W tworzenie tych
wigzan zanagazowane sg zard6wno obydwa pierscienie aromatyczne trans-stilbenu, jak réwniez grupa
nitrowa oraz hydroksylowa w pozycji 3°.

Z kolei w czasteczce enzymu aminokwasami odpowiedzialnymi za tego rodzaju interakcje
wydajg si¢ by¢ m.in.: Arg120, Tyr355, Tyr385, Gly526 oraz Ala527. Nalezy podkresli¢, ze pierwsze
trzy reszty aminokwasowe sg niezbedne do katalitycznej przemiany kwasu arachidonowego do PGH»
[2; 5]. Co istotne, zwigzek N1 tworzy z tymi resztami trzy wiazania wodorowe (dwa silne i jedno
umiarkowane) oraz dwa elektrostatyczne, jednakze sa one do$¢ stabe, gdyz odleglosci migdzy
atomami wynosza ponad 4,0 A (RYCINA 12.5) [80; 84; 163].

Szczegdlowe informacje na temat poszczegdlnych oddzialywan pomiedzy zwigzkiem N1

a centrum aktywnym COX-1 przedstawiono w TABELI 12.12.

TABELA 12.12
Charakterystyka wigzan utworzonych pomiedzy zwigzkiem N1 a miejscem aktywnym COX-1.

Rodzaj wigzania Fragmenty struktury/podstawniki tworzace wiazanie
Zwiazek N1 Reszta aminokwasowa COX-1
[grupa, atom wiazacy] [grupa, atom wiazacy]
3-OH Arg120 [HaNC(N+H2)NH-]

wodorowe Tyr355 [-OH]

4-NO2 [O] Tyr385 [-OH]
elektrostatyczne:
I1 - kation 4-NOz [N*; O] Tyr385 [Ar]
IT— anion

A Leu352 [-CH2CH(CHs):]
hydrofobowe: Ala527 [=CH-CHs]

IT — grupa alkilowa Val116 [-CH(CHsa)2]

1l

Ar Ala527 [=CH-CH;]
hydrofobowe:
IT — grupa amidowa, Ar! Gly526-Ala527
oddziatywania warstwowe [wiazanie peptydowe]
typu ,,stacking”
oddziatywania typu van réime strukt Jasteczki Met113, Tyr348, Val349, Ser353, Leu357, Leu359, Phe381,
der Waals’a 0zne struktury czgstec Leu384, Trp387, Phe518, Met522, 116523, Ser530, Leu531

Ar = pierécien aromatyczny reszty aminokwasowej;
Ar' = pierScien aromatyczny trans-stilbenu (C1-C6);

Ar'' = piericien aromatyczny trans-stilbenu (C1°-C6”)

Analizujgc przestrzenne umiejscowienie czgsteczki N1 w centrum aktywnym COX-1
stwierdzono, ze preferowana konformacja tego zwigzku jest potozona wzdluz gléwnego kanatlu
hydrobowego, przy czym pierScien aromatyczny polagczony z grupa nitrows znajduje sie glebiej.
Swiadcza o tym oddzialywania grupy hydroksylowej z Argl120 i Tyr355, ktore tworza ,,wrota” do
centrum aktywnego. Podstawnik nitrowy wchodzi natomiast w interakcje z Tyr385 potozona na
»szezycie” gtownego kanatu hydrofobowego [8; 9; 27-29; 159] (RYCINA 12.5).
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RYCINA 12.5
Dokowanie zwigzku N1 w miejscu aktywnym COX-1 — projekcja przestrzenna (A) oraz diagram 2D (B)
(w przypadku wigzan wodorowych i oddziatywan elektrostatycznych podano réwniez ich dhugosci, A).

Z punktu widzenia termodynamiki utworzony kompleks zwigzek N1-COX-1 jest korzystny
energetycznie, o czym $wiadczg dodatnie wartoSci parametrow —CDOCKER ENERGY oraz
—CDOCKER INTERACTION ENERGY, ktore wynosza odpowiednio 16,3235 kcal/mol oraz 30,9868
kcal/mol.

Komputerowa symulacja procesu dokowania wskazuje, ze w wyniku umieszczenia
preferowanej konformacji zwigzku N1 w centrum aktywnym enzymu dochodzi do wzjamnego
przyciggania si¢ atomow czasteczki trans-stilbenu oraz reszt aminokwasowych COX-1,
Z jednoczesnym obnizeniem stanu energetycznego takiego uktadu poprzez wydzielenie si¢ energii

w trakcie tworzenia oddziatywan.

COX-2 (PDB ID: 4COX)

Interakcja zwigzku N1 z centrum aktywnym COX-2 prowadzi do utworzenia podobnego

,wachlarza” wigzan niekowalencyjnych jak w przypadku pierwszej izoformy. W tworzenie tych
oddziatywan zanagazowane sa te same struktury czasteczki N1 co w symulacji dotyczacej COX-1,
czyli obydwa pierScienie aromatyczne, grupa nitrowa oraz hydroksylowa w pozycji 3’.
Do aminokwasow COX-2 odpowiedzialnych za wyzej wymienione interakcje naleza m.in.: Argl120,
Tyr355, Tyr385, Met522, Gly526 oraz Ala527 (RYCINA 12.6).
Zasadnicze réznice w przypadku dokowania czasteczki N1 do miejsca aktywnego COX-2
obejmuja:
o wystepowanie tylko jednego silnego wiazania wodorowego (~2 A) pomiedzy 3’-OH i Tyr355
w porownaniu do trzech wigzan tego typu utworzonych pomiedzy N1 i COX-1 [163],
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o dodatkowe, umiarkowanie silne oddziatywanie siarka-tlen pomigdzy Met522 i tlenem grupy
nitrowej,
o dodatkowe, stabe wigzanie -elektrostatyczne typu II — kation pomiedzy pierScieniem

aromatycznym (C1°-C6’) zwigzku N1 i azotem Arg120.

Inna, mniej istotna obserwacja dotyczy mniejszej ilosci oddziatywan typu van der Waals’a (8 vs 14).

Szczegotowe informacje na temat poszczegodlnych oddziatywan pomiedzy zwigzkiem N1

a centrum aktywnym COX-2 przedstawiono w ponizszej TABELI 12.13.

TABELA 12.13
Charakterystyka wigzan utworzonych pomigdzy zwigzkiem N1 a miejscem aktywnym COX-2.

Rodzaj wigzania Fragmenty struktury/podstawniki tworzace wiazanie
Zwiazek N1 Reszta aminokwasowa COX-2
[grupa, atom wiazacy] [grupa, atom wiazacy]
wodorowe 3’-OH Tyr355 [-OH]
elektrostatyczne:
II — kation 4-NO2 [N*; O] Tyr385 [Ar]
IT—anion
elektrostatyczne: Al Arg120 [=N*H2]
IT— kation
siarka — tlen 4-NO2 [O] Met522 [-SCHs]
Ar! Ala527 [=CH-CHs]
hydrofobowe: Val349[-CH(CHz)2]
IT - grupa alkilowa Ar!l Ala527 [=CH-CHs]
Leu531 [-CH2CH(CHs)s]
hydrofobowe: Gly526-Ala527
IT — grupa amidowa, Ar! i i
oddziatywania warstwowe typu ,,stacking” [wigzanie peptydovwe]
. . , .. . Met113, Val116, Leu359, Phe381,
oddziatlywania typu van der Waals’a rozne struktury czasteczki Leu3sd, Trp3s7, Val523, Ser530

Ar = pierécien aromatyczny reszty aminokwasowej;
Ar' = pierScien aromatyczny trans-stilbenu (C1-C6);

Ar'' = pier§cien aromatyczny trans-stilbenu (C1°-C6°)

Orientacja przestrzenna analizowanej pochodej trans-stiloenu w centrum aktywnym COX-1
i COX-2 jest bardzo podobna. W oparciu o przeprowadzong symulacje dokowania mozna stwierdzic,
ze badana czasteczka potozona jest rowniez wzdhuz gléwnego kanalu hydrofobowego, a wigkszos¢
aminokwaséw odpowiedzialnych za podstawowe oddziatywania jest identyczna jak w przypadku

COX-1 (RYCINA 12.6).
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Interactions

| van der Waals Bl Pi-Anion
I cConventional Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
Sulfur-X ] Pi-Alkyl

| Pi-Cation

RYCINA 12.6

Dokowanie zwigzku N1 w miejscu aktywnym COX-2 — projekcja przestrzenna (A) oraz diagram 2D (B)
(w przypadku wigzania wodorowego, siarka-tlen i oddziatywan elektrostatycznych podano rowniez
dhugosci, A).

W wyniku przeprowadzonej symulacji uzyskano nastgpujace wartosci parametrow dokowania:
o —CDOCKER ENERGY = 26,9004 kcal/mol,
o —CDOCKER INTERACTION ENERGY = 36,7097 kcal/mol.

Obliczone parametry energetyczne wskazuja na nieco bardziej korzystng interakcj¢ czasteczki
N1 z centrum aktywnym COX-2 niz COX-1. Na tej podstawie mozna prognozowaé, ze badany
zwigzek powinien tatwiej dopasowywac sie i silniej oddziatywaé z drugg izoforma, czyli w efekcie

powinien wykazywa¢ wigkszg zdolno§¢ do hamowania aktywnosci COX-2.

12.8.2. Zwiazek referencyjny - celekoksyb

COX-1 (PDB ID: 1EQH)
Odziatywanie CELEKOKSYBU z centrum aktywnym COX-1 cechuje si¢ duzg liczbg interakcji

niekowalencyjnych, z ktorych najistotniejsze s3 wigzania wodorowe, hydrofobowe oraz siarkowe.
W tworzenie tych wigzan zanagazowane sa wszystkie struktury czasteczki, zaro6wno pierScienie
aromatyczne jak i podstawniki.

Do aminokwasow wchodzacych w interakcj¢ ze zwiazkiem referencyjnym nalezag m.in.:
Phe205, Tyr385, Met522, 11e523, Gly526, Ala527 oraz Ser530. Co istotne, CELEKOKSYB tworzy
z tymi resztami trzy silne wigzania wodorowe oraz wiele oddziatywan hydrofobowych (RYCINA 12.7).

Szczegotowe informacje na temat przedstawiono w TABELI 12.14.
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TABELA 12.14
Charakterystyka wigzan utworzonych pomigdzy CELEKOKSYBEM a miejscem aktywnym COX-1.

Rodzaj wiazania Fragmenty struktury/podstawniki tworzace wiazanie
CELEKOKSYB Reszta aminokwasowa COX-1
[grupa, atom wiazacy] [grupa, atom wiazacy]
4-SO2NH:2 Ser530 [-CH20H]
wodorowe 3-CFs 11e523 [-NHCH(R)C(0)-]

Gly526 [-CH2]

Al 11e523 [-CH(CH3)CH2CHjs]
Ala527 [-CHs]
Arl! Val349 [-CH(CHs)2]
Val349 [-CH(CHz)2]
Ala527 [-CHs]
Trp387 [Ar]
Phe518 [Ar]
4-CHjs Tyr355 [Ar]

hydrofobowe: Arn
T — grupa alkilowa

3-CF3

Leu352 [-CH2CH(CH3)7]

hydrofobowe: SCh Met522 [-SCH;]

grupa alkilowa — grupa alkilowa 4-CHs Val116 [-CH(CHs)2]
Leu359 [-CH2CH(CHs)2]

hydrofobowe: , Gly526-Ala527

IT —grupa amidowa, Ar [wiazanie peptydowe]

oddziatywania warstwowe typu ,,stacking”

IT(an) — tlen (wolna para elektronow) Ar!l Ser530 [-CH20H]

TIan — siarka 4-SO2NH:2 :_;‘:gg: {ﬁg

fluor — tlen (wiagzanie halogenowe) 3-CFs Met522 [-NHCH(R)CO-]

. . , . i Met113, Phe209, Val344, Tyr348, Ser353,
oddziatywania typu van der Waals’a rozne struktury czasteczki Phe38L, Leu3s4, Leus3L, Leu534

Ar = pier§cien aromatyczny reszty aminokwasowej;

Ar '= pierscie pirazolu;

Ar "= pierscien fenylu podstawiony grupg sulfoamidows;
Ar "= pierscien fenylu podstawiony grupg metylows.

Na podstawie przeprowadzonej symulacji stwierdzono, ze najbardziej korzystna konformacja
CELEKOKSYBU umiejscowiona jest w gtowym kanale hydrofobowym (pier§cien pirazolu oraz
fenylu z grupa metylowa) oraz bocznym kanale hydrofobowym (pierscien fenylu z grupa
sulfonamidowsg) centrum aktywnego COX-1, czyli odmiennie niz w przypadku zwigzkoéw nalezacych
do grupy trans-stilbenow [32]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ta roznica wynika bezposrednio z innej
budowy koksybow, w ktorych zamiast mostka etylenowego (tworzacego liniowa strukturg
z 2 podstawnikami feylowymi) wystepuje pierscien pirazolu taczacy obydwa pierscienie benzenu pod
katem ok. 90°, przez co rdzen tych zwigzkéw zajmuje wigkszg przestrzen. W rezultacie czasteczkom
0 takiej strukturze trudniej jest si¢ wpasowa¢ do miejsca aktywnego COX-1, ktére cechuje sie
mniejszg objetosceia niz w przypadku COX-2.

Preferowane potozenie CELEKOKSYBU w centrum aktywnym COX-1 zaprezetowano na
RYCINIE 12.7.

196



12.  WYNIKI

’ ILE
LEU 2582 A:523

- 240
Y,
SER . 218 qfy

TR A:353 f A'384

v GLY
@ A:526

A:359 555 o™

A34g 20 PHE
\ A:381
A116 PHE.  \ VAL

A:205 A:344
Interactions 450

| van der waals
I cConventional Hydrogen Bond ] Pi-Lone Pair
Carbon Hydrogen Bond Amide-Pi Stacked
I Halogen (Fluorine) [ Ayl
Pi-Sulfur Pi-Alkyl

RYCINA 12.7

Dokowanie CELEKOKSYBU w miejscu aktywnym COX-1 — projekcja przestrzenna (A)

oraz diagram 2D (B)

(w przypadku wigzan wodorowych, IT-siarka i oddziatywan fluor — siarka podano réwniez dtugosci, A).

Obliczone paramtery energetyczne rowniez wskazuja, ze oddzialywanie CELEKOKSYBU
z centrum aktywnym COX-1 ma charakter wysoce niekorzysty. Swiadczy o tym przede wszystkim
bardzo niska, ujemna wartos$¢ —CDOCKER ENERGY wynoszaca -81.0490 kcal/mol. Drugi
z parametréow, -CDOCKER INTERACTION ENERGY, cechuje si¢ rowniez niska wartoscig rzgdu
4,0978 kcal/mol.
Na uzyskane wyniki maja wptyw nastepujace czynniki:
o brak boczej ,kieszeni” hydrofilowej, w ktorej mogilby ,,zakotwiczyé” pierscien fenylu
podstawiony grupg sulfonamidows,
o antagonistyczna interakcja pomig¢dzy aminokwasami tworzgcymi hydrofobowa boczng kieszen
a podstawnikiem hydrofilowym, ktorym jest sulfonamid,
o mata przestrzen miejsca aktywnego oraz sztywna struktura enzymu (tzw. dokowanie potgietkie)

dodatkowo utrudniajg przyjecie optymalnej konformacji przez zwigzek badany.

Na tej podstawie mozna stwierdzi¢, ze ,,wpasowanie si¢” zwigzku referencyjnego do czasteczki
cyklooksygenazy 1 i przyjecie w jej miejscu aktywnym optymalnej konformacji przestrzennej
wymaga bardzo duzego nakladu energii. W rezultacie utworzony kompleks wykazuje stabe

oddzialtywanie niewigzgce pomimo utworzenia réznego rodzaju wigzan.

COX-2 (PDB ID: 4COX)

Wynik dokowania tego zwiazku do miejsca aktywnego drugiej izoformy cyklooksygenazy

sugeruje jego korzystng konformacje . Zwigzane jest to przede wszystkim z zastgpieniem Ile przez Val
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w pozycji 523, dzigki czemu pojawia si¢ dostep do bocznej ,kieszeni” hydrofilowej 1 zwicksza sie

przestrzen do oddziatywan enzymu z ligandami o rozgaltgzionej strukturze.

W efekcie czasteczka CELEKOKSYBU przyjmuje zupetnie inng konformacj¢ przestrzenng niz

w COX-1. W wykonanej symulacji zaobserwowano, ze poszczegdlne jej fragmenty wchodza

w interakcje z nastepujacymi strukturami COX-2 (TABELA 12.15, RYCINA 12.8):

o pierécien benzenu z grupa metylowa oraz pierscien pirazolu sa umieszczone wzdhuz gtdwnego
kanatu hydrofobowego,

o pierscien pirazolu oraz podstawnik trifluorometylowy wchodza w oddziatywania
z aminokwasami  znajdujagcymi si¢ U podstawy glownego kanatu hydrofobowego
(m.in. z Arg120) oraz tworzacymi boczny kanat hydrofobowy,

o drugi pierscien benzenu (z podstawnikiem sulfonamidowym) oddziatuje z aminokwasami
bocznego kanatu hydrofobowego,

o grupa sulfonamidowa tworzy az pi¢¢ silnych i umiarkowanie silnych wigzan wodorowych
z aminokwasami ,,kieszeni” hydrofilowej (His90 i GIn192) oraz budujgcymi boczny i gtéwny
kanat hydrofobowy (Leu352, Ser353 i Phe518).

Uzyskane wyniki sg podobne do wynikéw analizy kompleksu celekoksyb-COX-2
przedstawionych w RozDzIALE 1.3.1 [8; 9; 27-30]. Pewne rozbieznos$ci dotyczace aminokwasow lub
struktur inhibitora zaangazowanych w tworzenie wigzan mogg wynika¢ z zastosowania réznych
programéw komuterowych oraz innych algorytméw dokowania, jednak nie ma to istotnego znaczenia
dla interpretacji danych.

TABELA 12.15
Charakterystyka wigzan utworzonych pomiedzy CELEKOKSYBEM a miejscem aktywnym COX-2.

Rodzaj wigzania Fragmenty struktury/podstawniki tworzace wigzanie
CELEKOKSYB Reszta aminokwasowa COX-2
[grupa, atom wiazacy] [grupa, atom wiazacy]
His90 [-ArNi-H]
4-SONH: Phe518 [-NHCH(R)C(0)-]
GIn192 [-CH2CH2CONH2]
wodorowe 4-S0:NH; Leu352 [-NHCH(R)C(O)-]
Ser353 [-CH20H]
3-CF3 Arg120 [=N*H7]
elektrostatyczne: N
v y Ar! Arg120 [=N*Hz]
Val349 [-CH(CHs)s]
Ar! Val523 [-CH(CHs)s]
Ala527 [-CHzs]
Al Leu352 [-CH2CH(CHa)]
hydrofobowe: Val523 [-CH(CHz)2]
II - grupa alkilowa Al Val349 [-CH(CHs)]
Ala527 [-CHzs]
Phe381 [Ar]
4-CHs Tyr385 [Ar]
Trp387 [Ar]
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Val349 [-CH(CHa)2]
Leu359 [-CH2CH(CHs)2]
Leu531 [-CH2CH(CHs)2]

hydrofopowe: _ 3-CFs
grupa alkilowa — grupa alkilowa

TIan — siarka 4-SO2NH:2 Phe518 [Ar]
ddziat ia t der Waals’ ‘- K i Vall16, Tyr348, Gly354, Tyr355, Arg513,
oddziatywania typu van der waals'a rozne struktury czgsteczki Ala516, 11e517, Met522, Gly526, Ser530

Ar = pierécien aromatyczny reszty aminokwasowej;

Ar '= pier$cie pirazolu;

Ar "= pierscien fenylu podstawiony grupg sulfoamidows;
Ar "= pier§cien fenylu podstawiony grupg metylows.

_— A:354
AI:_L)% 513 P
/,",,,z.ss
MET
e ; A:522  PHE
e 5" A:381
X 197 TRP.
. 7 A:387
) " AL LE
1 . / A531 VAL oo (YR
. T A:116 PV, A:526 A:385
» g 2 A:355
vy LEU 2 .
@ A A:359 o™ | ;
/ 3 J. ' V.
S 224
- 531
. TYR
_ Q\\ VAL A:348
- J ALA  A:349 SER
A:527 A:530
Interactions
[ van der Waals [ Pi-sulfur
I cConventional Hydrogen Bond ] Ayl
eu3s — —
Lo I Fi-cation P-Alkyl
RYCINA 12.8

Dokowanie CELEKOKSYBU w miejscu aktywnym COX-2 — projekcja przestrzenna (A)
oraz diagram 2D (B)
(w przypadku wigzan wodorowych oraz I1-siarka podano réwniez dhugosci, A).

Na tlatwiejsze dopasowanie si¢ zwigzku do centrum aktywnego COX-2 niz COX-1 oraz
silniejsze oddziatlywanie z aminokwasami tej izoformy wskazujg rowniez wyniki obliczen obydwoch
parametrow energetycznych. Warto§¢ —CDOCKER ENERGY wyniosta 11,2467 kcal/mol, co
sugeruje, ze do uzyskania preferowanej konformacji CELEKOKSYBU wymagany jest duzo miejszy
wydatek energetyczny niz w przypadku oddzialywania z miejscem aktywnym COX-1. Wartosé
drugiego parametru —-CDOCKER INTERACTION ENERGY zostata obliczona natomiast na poziomie
47,7623 kcal/mol. Tak wysoki wynik S$wiadczy¢é moze o wystgpowaniu silnych interakcji
polegajacych na wzajemnym przycigganiu si¢ atomow czasteczki inhibitora oraz reszt
aminokwasowych COX-2, z jednoczesnym obnizeniem stanu energetycznego takiego uktadu poprzez
wydzielenie si¢ energii w trakcie tworzenia oddzialywan niekowalencyjnych. Szczegélng role w tym

wypadku nalezy przypisa¢ licznym wigzaniom wodorowym.
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12.8.3. Podsumowanie ETAPU VIII

Celem analizy komputerowej byto okres$lenie sposobu i sity wigzania zwigzku N1 oraz
CELEKOKSYBU z centrum katalitycznym COX-1/-2 o aktywnosci cyklooksygenazy, jak rowniez
porownanie uzyskanych wynikow z rezultatami badan in vitro.

W przypadku pochodnej trans-stilboenu N1 otrzymane dane nie wskazuja jednoznacznie na jego
selektywne dziatanie wobec izoformy COX-2, gdyz przestrzenna orientacja tej czasteczki W obywoch
centrach aktywnych jest bardzo podobna, a paramtery energetyczne nie réznig si¢ istotnie mimo
korzystniejszego oddziatywania z COX-2.

W odniesieniu do CELEKOSYBU dane z uzyskane na podstawie symulacji komputerowej sg
zbiezne z wynikami badan in vitro oraz danymi literaturowymi wskazujacymi na selektywne dziatanie

tego inhibitora wobec COX-2 [4; 18; 20].
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Do niedawna nowotwory zto§liwe stanowily drugg po chorobach sercowo-naczyniowych
przyczyng zgonoéw na $wiecie, w tym rowniez w Polsce [164; 165]. Obecnie staja si¢ one pierwsza
przyczyng $miertelnosci w Europie Zachodniej oraz w Polsce, szczegolnie w populacji 0sob ponizej
65. roku zycia. Nalezy podkreslic, ze u kobiet przed 65. rokiem zycia zgony z przyczyn
nowotworowych wystepuja dwa razy czgsciej niz z powodu chordb uktadu krazenia [165]. Na zmiang
tego trendu epidemiologicznego wpltyw majg nie tylko behawioralne i $rodowiskowe czynniki
rakotworcze (np. otylo$¢, palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu, brak aktywnosci fizycznej,
zakazenia wirusowe HPV i HBV), ale takze znaczy postep medycyny w zakresie leczenia
i profilaktyki chordb serca i uktadu krazenia [164-167].

Od wielu lat rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem w populacji kobiet w Polsce
i na catym $wiecie [40; 164; 165]. Wprowadzenie badan przesiewowych, poprawa diagnostyki oraz
postepy w farmakoterapii przyczynily si¢ do stopniowego zmniejszenia umieralnosci na ten rodzaj
nowotworu. Niemniej jednak, prognozy dotyczace zapadalnosci na raka piersi w kolejnych latach
nadal nie sg optymistyczne, a ma to zwigzek nie tylko z jego wczesniejsza 1 wyzszg wykrywalnoscia,
ale réwniez z zmianami w profilu demograficznym ludnosci. Wydtuzenie przecietnej dlugosci zycia
powoduje, ze przypadkéw raka piersi bedzie wiccej, gdyz ryzyko zachorowania na te chorobe rosnie
wraz z wiekiem [40; 165].

Rozwdj nowotwordéw ztosliwych to ztozony i wieloetapowy proces, czesto trwajacy wiele lat.
Na poziomie komérkowym obejmuje on m.in. mutacje gendw, aktywacje czynnikow wzrostu
i szlakéw sygnatowych oraz nadekspresje enzymow i bialek antyapoptycznych. W tkankach natomiast
powigzany jest z przewleklem stanem zapalnym, upos$ledzeniem funkcji lokalnego uktadu
odporno$ciowego oraz angiogenezg [37-39; 51; 52; 165]. Dlatego tez strategia poszukiwania, selekcji
i badania nowych zwigzkow chemicznych w kierunku potencjalnego zastosowania w terapii
przeciwnowotworowej obejmuje rozne mechanizmy dziatania, do ktérych zalicza si¢ rowniez
aktywnos$¢ przeciwzapalna.

W przypadku raka piersi punkt uchwytu dla tego typu zwigzkdw moze stanowié
cyklooksygenaza-2 (COX-2) i produkty jej aktywnosci (gtownie PGE>), ktore odgrywaja istotng role
w patomechanizmie tej choroby [50; 168]. Nadekspresja COX-2 w raku piersi wystgpuje czesto
i koreluje z agresywniejszym charakterem guza oraz wigksza opornoscia na standardowa
chemioterapi¢ [45; 46; 48; 168]. Dotychczas przeprowadzone badania pozwolily zidentyfikowaé co
najmniej kilka prawdopodobnych mechanizmoéw proonkogennego dziatania COX-2, wsrod ktorych
mozna wyrozni¢ aktywacje szlaku sygnatowego PI3K/Akt/mTOR zwigzanego z przezyciem
i proliferacja, stymulowanie angiogenezy zaleznej od VEGF, immunosupresje oraz hamowanie

apoptozy poprzez regulacje ekspresji biatek pro- i antyapoptycznych [12; 45-50; 62; 65; 168].
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W zwigzku z powyzszym wprowadzenie do standardow terapii onkologicznej selektywnych lub
preferencyjnych inhibitorow COX-2 wydaje si¢ by¢ obiecujagcg metoda walki z rakiem.
Dotychczasowe wyniki eksperymentow przedklinicznych z zastosowaniem selektywnych inhibitorow
COX-2 z grupy koksybow, gtownie celekoksybu wydaja si¢ potwierdzac¢ stuszno$¢ tej koncepcji [45;
58; 59; 60; 135; 169]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wplyw na uzyskane wyniki maja rowniez inne
mechanizmy dziatania koksybow, jak np. aktywacja wewnatrzpochodnej $ciezki apoptozy,
zahamowania cyklu komorkowego w fazie GO/G1 i zmniejszenie liczby komorek w fazie S [45; 135].
Niestety istotnym ograniczeniem w powszechnym stosowaniu tego typu lekow sa powazne dziatania
niepozadane, w tym udary i zawaly mig$nia sercowego bedace skutkiem zachwiania réwnowagi
hemostatycznej organizmu i stanowigce powod wycofania kliku lekéw z obrotu [4; 20-22].

W ostatnich latach pojawito si¢ wiele interesujacych doniesien o zwiazkach pochodzenia
naturalnego oraz syntetycznego z grupy trans-stilbenow, ktore mogltby w przysztosci stanowic
alternatywe wobec lekow przeciwzapalnych z grupy NLPZ oraz koksybow. Wsrod nich na szczegdlng
uwage zashuguje resweratrol oraz jego metabolity i pochodne (np. DMU-212, DMU-214, piceatannol,
pterostilben,), ktére, oprécz hamowania aktywnosci COX-2, wykazuja réwniez wiasciwosci
chemoprewencyjne, antyoksydacyjne i proapoptyczne [31-33; 170]. Niestety niska biodostepnosé
tych zwigzkow po podaniu doustnym moze stanowié istotny czynnik ograniczajacy skuteczno$é
i mozliwos¢ ich wykorzystania w terapii onkologicznej [171]. W zwigzku z tym Kolejne prace
badawcze skupione byly na syntezie nowych pochodnych trans-stilbenu oraz oznaczeniu ich
aktywnos$ci biologicznej wzgledem COX-2 [32, 34; 35]. Na podstawie dostepnych danych
literaturowych literaturowej stwierdzono jednak, ze ilo§¢ zwiazkoéw tego typu nadal jest niewielka,
a zakres wykonanych analiz przedklinicznych niewystarczajacy, aby moc okreslic ich potencjat
terapeutyczny. Dlatego tez w niniejszej pracy doktorskiej ocenie dziatania biologicznego poddano
nowe pochodne trans-stilbenu. Ponadto, przeanalizowano wstepnie zwigzki pokrewne zawierajace
szkielet trans-stilbazolu pod katem zdolno$ci do hamowania aktywnosci COX-2.

W pierwszym etapie pracy wykonano badanie przesiewowe in vitro polegajace na bezposredniej
reakcji COX-1 lub COX-2 z badanymi zwigzkami w stezeniu 100 umol/l. Zwiazki, ktore hamowaty
aktywno$¢ obydwoch izoform w co najmniej 50% byly poddawane dalszym testom w celu
wyznaczenia warto$ci ICso oraz wspotczynnika selektywnosci wzglegdem COX-2. Projekt badania
zostal opracowany na podstawie analizy metodyki i wynikéw podobnych badan in vitro z udziatem
pochodnych resweratrolu [34] i 1,1,2-triaryloetenu [35], w ktorych nie raportowano wartosci ICso
odpowiednio powyzej 10 pg/ml (co odpowiada ok. 43 umol/l resweratrolu) oraz 100 pmol/l.

W wyniku przeprowadzonego testu immunoenzymatycznego wytypowano trzy zwiazki z grupy
pochodnych trans-stilbenu, ktore wykazywaty przynajmniej 50% zdolno$¢ do hamowania aktywnosci
COX-1 iCOX-2. Nastepnie wyznaczono dla nich wartosci ICsp wobec obydwoch izoform.
Potencjalnymi inhibitorami COX-1/-2 okazaly si¢ czasteczki o symbolach Z5, Z9 oraz Z11, ktore

zawieraja chlor lub grupg nitrowa w pozycji 4. W niniejszej pracy doktorskiej wykazano,
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ze najsilniejsze i najbardziej selektywne dziatanie hamujace COX-2 posiada zwiazek Z9 (4-nitro-4’-
etoksy-trans-stilben), dla ktorego uzyskano nastgpujace wyniki: COX-2 ICso = 4,017 umol/1 (95% CI:
2,280 — 7,586), selektywnos¢ wzgledem COX-2 = 21,16 (95% CI: 15,74 — 32,21). W poréwnaniu do
dwoch pozostatych czgsteczek Z5 1 Z11, selektywnosc¢ tego zwigzku wzgledem indukowanej izoformy
COX jest 5-krotnie wyzsza, co moze wynika¢é m.in. z zastapienia ugrupowania
karboksymetylometoksylowego podstawnikiem etoksylowym w pozycji 4’ [159]. Biorac pod uwage
klasyfikacje zaproponowana przez Warnera i wsp. (2004) [172], pochodng Z9 mozna zaliczy¢ do
preferowanych inhibitorow COX-2 (wskaznik selektywnosci pomigdzy 5 — 50), podobnie jak
nimesulide, meloksykam i etodolak. Przypuszcza sie, ze w przypadku nimesulidu oraz zwiazku Z9
porownywalna selektywno$¢ moze wigza¢ si¢ m.in. z obecno$cia pierscienia benzenu podstawionego
grupa nitrowa w pozycji para.

Co istotne, zwigzki o strukturze trans-stilbazolu (Z20 — Z25) charakteryzowaly si¢ mniejsza
aktywnoscia, powodujac 3-5-krotnie stabsza inhibicje COX-2. W przypadku czasteczek 7220 — Z22
prawdopodobna przyczyna stabszego dziatania moze by¢ brak podstawnika begdacego donorem
elektronow (np. atomu tlenu grupy nitrowej lub hydroksylowej, atomu chloru) przy weglach C2-C5.
Symulacje komputerowe wykonane dla r6znych inhibitoréw COX wykazaty, ze tego typu podstawniki
mogg tworzy¢ wigzania wodorowe z kluczowymi aminokwasami odpowiedzialnymi za katalityczng
przemiang kwasu arachidonowego do prostaglandyny H, (PGHy), tj. Arg120, Tyr355 i Tyr385 [2; 5;
32, 173]. Z kolei czasteczki Z23 — 725 wystgpuja w postaci jonowej (jako chlorki), co moze utrudniaé
ich interakcje z hydrofobowym kanatem tworzacym centrum aktywne cyklooksygenazy. Nalezy
podkresli¢, ze wsrdod obecnie stosowanych lekow z grupy koksybow [18; 19; 20; 24; 26] oraz
dotychczas przebadanych pochodnych trans-stilbenu [32, 34; 35] nie wystepuja czasteczki o jonowym
charakterze, co moze dodatkowo tlumaczy¢ stabsze dziatanie pochodnych trans-stilbazolu. Dlatego
przeprowadzenie badan nad nowymi czasteczkami o tej strukturze wydaje si¢ niezbedne w celu
potwierdzenia badz odrzucenia powyzszej hipotezy.

Wyniki uzyskane dla zwigzkéw Z5, Z9 i Z11 zostaly nastepnie wykorzystane w analizie 2D
QSAR majacej na celu wytypowanie struktur odpowiedzialnych za selektywne dziatanie wzgledem
COX-2. Do utworzenia komputerowych modeli predykcyjnych wykorzystano nie tylko pochodne
trans-stilbenu zawierajace roéznego rodzaju podstawniki (gtownie hydroksylowe, metoksylowe
i nitrowe) [32; 34], ale rowniez 1,1,2-triaryloeteny posiadajace szkielet trans-stilbenu oraz trzeci
piercien aromatyczny przy mostku etylenowym [35]. W przypadku tego rodzaju analizy QSAR
roznice w budowie przestrzennej mozna pomingé, poniewaz zalezno$¢ struktura-aktywnosé
rozpatrywana jest jedynie w odniesieniu do wlasciwosci fizykochemicznych analizowanych
czgsteczek. Na podstawie przeprowadzonych obliczen stwierdzono, ze pochodne trans-stilbenu
0 mniejszej lipofilnosci ({ClogP), posiadajace wiecej donorow wigzan wodorowych (1HBD) oraz
zawierajace wigcej atomow polarnych, jak np. tlen, azot, siarka lub fluor ({TPSA) powinny

charakteryzowac¢ si¢ silniejszym 1 bardziej selektywnym dziataniem wobec COX-2 niz COX-1.
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W zwigzku z tym przy projektowaniu i syntezie nowych trans-stilbenu powinno si¢ uwzglednicé
przede wszystkim podstawniki nitrowe 1 hydroksylowe, jak rowniez amidowe, sulfonowe
i trifluorometylowe [159]. Potwierdzeniem tych obserwacji sa wyniki uzyskane przez Muriasa i wsp.
(2004), ktérzy wykazali, ze obecno$¢ grup hydroksylowych, czyli wyzsza warto$¢ deskryptora TPSA,
powinna sprzyjaé¢ silniejszej zdolno$ci analogdéw resweratrolu do inhibicji COX-2 [32]. Natomiast
czasteczki 0 wigkszej powierzchni i objetosci, czyli majace podstawniki metoksylowe, powinny raczej
by¢ bardziej aktywne wzgledem COX-1. W odniesieniu do lipofilno$ci rezultaty obliczen sa zgodne
z wynikami otrzymanymi w pracy doktorskiej. Autorzy tego badania sugeruja, ze zwigzki o nizszych
warto$ciach logP powinny silniej hamowa¢ aktywno§¢ COX-2 niz COX-1, aczkolwiek selektywnos¢
tego dziatania nie byla statystycznie istotna w analizowanym zestawie zwigzkow (r = -0,588). Jedna
Z przyczyn tej rozbieznosci moze by¢ mata ilo$¢ czasteczek, jaka mogli wykorzysta¢ Murias i wsp.
do stworzenia modelu obliczeniowego (zaledwie 14). Ponadto, wplyw na ten wynik mogla miec
odmienna selektywno$¢ niektorych zwigzkéw o zblizonej wartosci logP wzgledem COX-2,
np. dla 3,3°,5,5’-tertahydroksy-trans-stilbenu oraz 3,4’,5,5’-tertahydroksy-trans-stilbenu wyniosta
odpowiednio 5,83 i 417,08 [32].

W pracy doktorskiej po raz pierwszy przeprowadzono probabilistyczng analiz¢ in silico
pochodnych trans-stilbenu za pomocg naiwnego modelu Bayesa. Na podstawie utworzonego modelu
komputerowego okreslono fragmenty budowy mogace sprzyjaé silniejszej lub stabszej aktywnosSci
tych zwigzkéw wzgledem COX-2. Wykazano, ze obecnos¢ podstawnikow hydrofilowych, takich jak
np. grupa hydroksylowa lub nitrowa, moze zwigksza¢ aktywno$¢ potencjalnych inhibitoréw COX-2.
Podstawniki lipofilowe, do ktorych zalicza si¢ przede wszystkim grupe metoksylowa
i dimetyloaminowsg, mogg natomiast powodowaé¢ skutek odwroty. Obserwacje te sa zgodne
z wynikami analizy 2D QSAR wskazujagcymi na dodatnia korelacje pomiedzy polarnoscig tych
zwigzkéw a biologiczng aktywnoscia wzgledem indukowanej izoformy COX. Co istotne, obecnosé
Kilku grup hydroksylowych (jak w zwigzku N1) powinna w sposob znaczacy zwigksza¢ zdolnos¢ tych
czasteczek do inhibicji COX-2, np. poprzez tworzenie wigzan wodorowych z miejscem aktywnym
cyklooksygenazy. Otrzymane wyniki in silico moga zosta¢ wykorzystane podczas projektowania
kolejnych inhibitorow COX-2 z grupy trans-stilbenu.

W oparciu o wyniki analizy 2D QSAR zaprojektowano i zsyntezowano 3 nowe pochodne trans-
stilbenu. Sposrod tych zwiazkow najsilniejsze i jednoczes$nie wybiorcze dziatanie wobec COX-2
wykazywal 4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-stilboen (oznaczony symbolem N1), dla ktoérego
uzyskano nastepujgce wartosci: COX-2 ICso = 0,279 pumol/l (95% CI: 0,111 — 0,703), selektywnos¢
wzgledem COX-2 = 62,81 (95% ClI: 48,42 — 81,28). Zgodnie z klasyfikacja zwiazek ten mozna
zaliczy¢ do preferencyjnych lub wybidrczych inhibitoréw COX-2, podobnie jak celekoksyb [172].
Pozostate dwa zwigzki (pochodne metoksylowe), zgodnie z prognozami badania in silico,
charakteryzowaly si¢ ok. 10-15-krotnie stabszym dzialaniem i brakiem selektywnosci wobec tej

izoformy. Potwierdzeniem tego sa wyniki badan Muriasa 1 wsp. (2004), ktorzy wykazali,
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ze aktywnos$¢ 1 selektywno$¢ analogow resweratrolu wzgledem COX-2 zwigzana jest przede
wszystkim z obecnoscig podstawnikow hydroksylowych [32]. Przedmiotem badan Sale i wsp. (2005)
byt natomiast 3,4,4°,5-tetrametoksy-trans-stilben (DMU-212) oraz jego metabolity. Rowniez w tym
przypadku autorzy zaobserwowali, ze zdolnos¢ DMU-212 do hamowania aktywnosci COX-2
uwarunkowana jest jej metabolizmem, na drodze O-demetylacji, do pochodnych hydroksylowych
[174]. Podobne wnioski poczynili w swoich badaniach Kang i wsp. (2009), ktorzy stwierdzili
korzystny wplyw pierscienia rezorcynowego na sitg¢ dziatania wzglegdem COX-2. Selektywne
wlasciwosci tych zwigzkow przypisali jednakze nie tyle grupie nitrowej (typowanej w analizie 2D
QSAR), ale innym podstawnikom bogatym w elektrony, jak np. grupa trifluorometylowa lub
hydroksylowa w pozycji 4. Ponadto, dla 3’,5’-dihydroksy-4-nitro-trans-stilbenu, czyli zwiazku
roznigcego sie od czasteczki N1 brakiem grupy hydroksylowej przy weglu C4’, oznaczona wartosc¢
ICso byta nizsza wzgledem COX-1 niz COX-2 [34]. Tego typu rozbieznosci moga wskazywac, ze
obecnos¢ podstawnika 4’-OH moze mieé kluczowa rolg w interakcji z COX-2. Swiadczyé o tym moga
rowniez wyniki badan dla 3,3’,4,5,5’-pentahydroksy-trans-stiloenu (PHS) oraz 3,3’,4,4°,5,5-
heksahydroksy-trans-stilbenu (HHS), ktorych selektywno$¢ dziatania wzgledem COX-2 rézni si¢ az
100-krotnie, dla PHS wynosi 7,44, a dla HHS ma warto$¢ 719,23 [32]. Siarczanowe koniugaty
resweratrolu byly przedmiotem badania Hoshiho i wsp. (2010), ktérzy wykazali, ze wprowadzenie
tego hydrofilowego podstawnika do czgsteczki macierzystej powoduje ok. 10-krotnie ostabienie jej
potencjatu do hamowania aktywnosci COX-2 [175]. W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono
réwniez reakcje in vitro celekoksybu (zwiazku referencyjnego) z COX-1 i COX-2. Uzyskano wyniki
podobne do danych literaturowych, co potwierdza silne i wysoce wybidrcze dziatanie celekoksybu
wobec COX-2 [32; 35].

Dostepne dane literaturowe wskazuja na nadekspresjc COX (w szczego6lnosci indukowanej
izoformy COX-2) w wielu réznych nowotworowych liniach komérkowych [135; 155; 156]. Jedng
Znich jest estrogenozalezna ludzka linia komoérkowa raka piersi MCF-7, ktora stanowila model
do$wiadczalny w badaniach aktywnosci potencjalnych inhibitorow COX-2, tj. celekoksybu [135],
NS398 [168], resweratrolu, DMU-212 [176] oraz 3’-hydroksy-DMU-212 (DMU-214) [177].
W zwiazku z powyzszym réwniez ta linia komoérkowa zostala wybrana w niniejszej rozprawie
doktorskiej do oceny wtasciwosci cytotoksycznych szesciu nowych inhibitorow COX, wytypowanych
na podstawie wynikow badania skryningowego (zwiazki Z5, Z9 i Z11) oraz zsyntezowanych de novo
(czasteczki N1, N2 i N6). Jako kontrole pozytywna zastosowano celekoksyb. W wyniku
przeprowadzonego testu MTT wykazano, ze wszystkie analizowane zwiazki w nizszych stezeniach
(1,56 — 12,5 umol/l) wykazuja silniejsze dziatanie cytotoksyczne w poréwnaniu do celekoksyb. Nie
analizowano wyzszych stezen pochodnych trans-stilbenu z uwagi na czesciowag krystalizacje tych
zwigzkow w medium hodowlanym, nawet po zwigkszeniu stezenia DMSO do 0,5 % (v/v). Niemniej
jednak stwierdzono, ze dwie pochodne 4-nitro-3’.4°,5’-trihydroksy-trans-stilben (N1) oraz 4-nitro-

3’4’ 5’-trimetoksy-trans-stilben (N2), powoduja co najmniej 30% obnizenie zywotno$ci komorek
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przy stezeniu 12,5 umol/l, co spetnia kryteria cytotoksycznosci wg standardow 1SO [162]. Pomimo
znacznych réznic w hamowaniu aktywnosci COX-2, wpltyw obydwoch zwigzkéw na zywotnosé
komorek byt podobny. Przypuszcza sie, ze to zjawisko moze by¢ zwigzane z biotransformacija
pochodnej metoksylowej N2 do hydroksylowej N1 poprzez O-demetylacje w komodrkach MCF-7.
Podobne wnioski zostaty przedstawione przez Sale i wsp. (2005) w odniesieniu do cytotoksycznego
dziatania DMU-212 w komorkach raka okreznicy HCA-7. Autorzy tego badania sugeruja, ze za
biologiczng aktywno$¢ tego zwigzku odpowiadaja jego metabolity hydroksylowe, ktére posiadaja
zdolno$¢ do inhibicji COX [174]. Inne pochodne resweratrolu, zawierajace dwie lub trzy grupy
Siarczanowe w stezeniu 20 umol/l réwniez nie wykazuja dziatania cytotoksycznego wobec komorek
MCEF-7 oraz KB (linia komoérkowa raka jamy nosowo-gardtowej). Z kolei monopodstawiony koniugat
charakteryzuje si¢ dziataniem stabszym od zwigzku macierzystego. Przyczyna zmniejszonej
aktywnos$ci tych zwiazkow jest nizsza biodostgpnos¢ i brak hydrolizy do resweratrolu w komorkach
nowotworowych [175]. Ponadto, liczne badania dotyczace metoksylowanych flawonoidow (zwigzkow
o podobnej budowie) wykazaty, ze za ich przeciwnowotworowg aktywno$¢ odpowiadaja w duzym
stopniu hydroksylowe pochodne powstajace w wyniku biotransformacji zwiazkow macierzystych pod
wpltywem enzymoéw cytochromu P450 z rodziny CYP1 [178; 179]. Jednym z takich zwiazkow jest
naturalnie wystgpujaca eupatoryna, ktora w komorkach gruczolakoraka piersi MDA-MB-468 ulega
konwersji do hydroksylowej pochodnej — cirsiliolu — w wyniku reakcji katalizowanej przede
wszystkim przez CYP1ALl. Cirsiliol, podobnie jak celekoksyb w komorkach MCF-7, powodowat
zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M [135; 178]. Tego zjawiska nie obserwuje si¢ jednak
w nienowotworowych komorkach nabtonka piersi MCF-10A, ktére nie wykazujg ekspresji biatek
CYP1 [179]. Innym przyktadem jest pro-lek Oncamex, ktory wykazuje silne dziatanie cytotoksyczne
w roznych liniach komorkowych raka piersi (MCF-7, MDA-MB-231, BT-549 i HBL-100)
prawdopodobnie w wyniku biotransformacji do analogu hydroksylowego [180]. Autorzy tych badan
nie wykluczaja mozliwosci zastosowania metoksylowanych zwiazkow jako prolekow
W chemoprewenc;ji lub terapii roznych nowotworow.

Za wlasciwosci cytotoksyczne badanych zwigzkéw moze réwniez odpowiada¢ grupa nitrowa.
W przeprowadzonym tescie MTT zaobserwowano, ze wszystkie pie¢ czasteczek posiadajacych te
grupe (tj. Z9, Z11, N1, N2 i N6) wykazuje wyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komorek MCF-7
niz pochodna chlorowa Z5. Prawdopodobny mechanizm wyjasniajacy te obserwacj¢ zwigzany jest z
duzg reaktywno$cia grupy nitrowej w komorkach guza, szczegodlnie w warunkach hipoksji. Niedobor
tlenu moze zwigksza¢ ekspresje¢ nitroreduktazy cytochromu P450 [181; 182], pod wptywem ktorej
dochodzi do stopniowej redukcji aromatycznej grupy nitrowej do rodnika nitrowego i dalej do
pochodnych — nitrozowej, hydroksyaminowej i aminowej. Powstajace produkty posrednie oraz
koncowy moga uszkadza¢ DNA i inne makromolekuty poprzez atak rodnikowy lub interakcje z ich
centrami nukleofilowymi, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci komorki [183-186].

Przeciwnowotworowe wtasciwo$ci zwigzkéw nitrowych byly przedmiotem badan Cenas i wsp.
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(2006). Wykazali oni, ze dinitrochlorobenzen (DNCB) wykazuje silne wlasciwosci cytotoksyczne
poprzez aktywacje kaspaz wykonawczych 3 i 7 w komorkach raka szyjki macicy HeLa. Co wigcej,
zwigzek ten indukowat apoptoz¢ w komodrkach HelLa oraz komorkach raka pluc A549, ktore
wykazywatly nadekspresje antyapoptycznego biatka Bcl-2. Mechanizm aktywno$ci DNCB byt Scisle
zwigzany z alkilowaniem reduktazy tioredoksyny przez produkty powstate w wyniku redukcji grup
nitrowych [185]. Warto rowniez podkreslié, ze analogiczny sposéb toksycznego dzialania
aromatycznych zwigzkéw nitrowych wykorzystywany juz jest w leczeniu zakazen bakteryjnych
pochodnymi nitroimidazolu (np. metronidazolem) i nitrofuranu (np. nitrofurantoing) [184; 187; 188].
W celu doktadniejszego wyjasnienia mechanizmu cytotoksycznej aktywnosci zwigzkow testowanych
w ramach niniejszej pracy doktorskiej nalezatoby przeprowadzi¢ dodatkowe badania w warunkach
hipoksji, jak rowniez oznaczy¢ poziom ekspresji genéw oraz bialek z rodziny CYPI, ktore
odpowiedzialne sa m.in. za O-demetylacj¢ zwiazkow aromatycznych.

W przypadku celekoksybu ICso wyznaczone za pomoca testu MTT wyniosto 49,66 pmol/l (95%
Cl: 45,19 — 54,55) i bylo wyzsze od wartosci uzyskanej przez Dai i wsp. (2012), ICso ~ 20 umol/l
[135]. W mniejszych st¢zeniach (10 — 20 umol/l) celekoksyb wykazywatl stabsze dziatanie
cytotoksyczne wobec komorek MCF-7 niz w badaniu wykonanym przez Dai i wsp., ale w wyzszych
stezeniach (40 — 50 umol/l) dziatanie to byto podobne. Nalezy jednak zauwazy¢, ze wskazane roéznice
nie zmieniajg istotnie charakteru tego zwigzku — w obydwoch przypadkach wykazuje on silne
dziatanie cytotoksyczne wzgledem komorek MCF-7. Odmienne wyniki (dotyczace mniejszych stezen)
moga wynika¢ m.in. z zastosowania réznych podtozy hodowlanych (DMEM vs RPMI-1640), liczby
komorek (2+10% vs 5+10%) oraz dtugosci fali stosowanej do pomiaru absorbancji (570 nm vs 490 nm).

Najwazniejszym mediatorem prokancerogennego dziatania COX-2 jest prostaglandyna E,
ktorej zwiekszone stezenia stwierdzono w nowotworach réznego typu, jak np. glejak, oponiak [189],
rak oskrzeli [190], watrobowokomoérkowy [191] oraz jelita grubego [192]. Podwyzszony poziom
PGE: wystepuje rowniez w nowotworze piersi i razem z nadekspresja COX-2 stanowi negatywny
czynnik rokowniczy tej choroby [45; 49; 155; 193]. W S$wietle powyzszych danych zbadano
W niniejszej pracy doktorskiej wptyw najsilniejszego inhibitora COX-2, tj. zwiazku N1 na produkcje
PGE; przez komorki raka piersi MCF-7 z nadekspresja COX-2. Podobnie jak w przypadku testu MTT
zakres stezen badanej czasteczki nie przekraczat 12,5 pmol/l. Wykazano ponad 30% zmniejszenie
stezenia PGE2> w supernatancie komérkowym po 72-godzinnej inkubacji komoérek z najwyzszym
stezeniem zwigzku N1, co koreluje z redukcja zywotno$ci komoérek wykazang w tescie MTT.
Zaobserwowane zjawisko zalezne jest wprost od stezenia pochodnej trans-stilbenu. Podobne badanie
przeprowadzili Dai i wsp. (2012), ktorzy analizowali wptyw 48-godzinnej inkubacji celekoksybu
na biosynteze PGE; rowniez w komorkach raka piersi MCF-7 [135]. Porownujac wyniki obydwoch
doswiadczen zaobserwowano, ze zwigzek N1 w stezeniu 6,25 umol/l oraz celekoksyb w stezeniu
10 umol/lI powoduja niemal identyczne, 23-24% zmniejszenie poziomu PGE,. Pomimo zastosowania

réznych parametréw stezenia i czasu analizy, mozna stwierdzi¢, ze zwiazek N1 wykazuje

207



13. DyskusJA

poréwnywalny do celekoksybu wptyw na aktywnos¢ indukowanej izoformy COX w analizowanej
linii komoérkowej. Nadmieni¢ nalezy, ze st¢zeniach wynoszacych 20 i 40 umol/l, czyli wykraczajacych
poza zakres oceniany dla czasteczki N1, sita dziatania koksybu byla znacznie wicksza, powodujac
odpowiednio 43 i 62% redukcje stgzenia PGE;. Wartosci uzyskane w tym eksperymencie byty
rowniez zblizone do wynikow testu MTT, co dodatkowo wskazuje na istotng role COX-2
W mechanizmie zwigzanym z przezyciem i proliferacja komorek nowotworowych [135]. Badania nad
wptywem pochodnych trans-stilbenu na pozakomoérkowe stezenie PGE» prowadzili réwniez Sale
i wsp. (2005) [174] oraz Jager i wsp. (2011) [194]. W pierwszym z wymienionych do$wiadczen
wykazano, ze DMU-212 (analog resweratrolu) powoduje obnizenie st¢zenia PGE, w komorkach raka
okrgznicy HCA-7, pomimo braku zdolno$ci do hamowania ekspresji COX-2. Na podstawie dalszych
analiz autorzy tego badania postawili hipotezg, ze za zmniejszenie poziomu PGE; odpowiadaja
produkty biotransformacji tego zwiazku, takie jak 4’-hydroksy-3,4,5-trimetoksystilben (DMU-281),
4-hydroksy-3,4’,5-trimetoksystilben (DMU-291) oraz 3-hydroksy-4,4’,5-trimetoksystilben (DMU-
807), ktore w badaniu in vitro wykazywaty zdolno$¢ do hamowania aktywnosci COX [174]. Jager
i wsp. oceniali natomiast wptyw resweratrolu w st¢zeniu 100 pmol/l na poziom PGE, w supernatancie
dwoch linii komorkowych raka piersi. Drastyczne zmniejszenie stezenia prostaglandyny E> (>99%)
zaobserwowano w komorkach MDA-MB-231. W przypadku komorek MCF-7 efekt byt stabszy
I wigzat si¢ jedynie z 65% obnizeniem poziomu PGE; [194].

Przedmiotem rozwazan niniejszej pracy doktorskiej sa rowniez rezultaty dokowania zwigzku
N1, czyli najbardziej selektywnego inhibitora COX-2, do centrum katalitycznego cykooksygenazy
obydwoch izoform. W wyniku symulacji komputerowej wykazano, ze badana czasteczka przyjmuje
niemal identyczng orientacj¢ przestrzenng W obydwoch centrach aktywnych, uktadajac si¢ wzdluz
gtéwnego kanalu hydrofobowego i wiazac si¢ elektrostatycznie z Tyr385. Murias i wsp. roOwniez
wykazali, ze 3,3’,4,5,5’-pentahydroksy-trans-stilben przyjmuje analogiczne potozenie w miejscu
aktywnym COX-2. W obydwodch symulacjach nie wystepuje oddziatywanie z hydrofilowa ,.kieszenig”
boczng, jak ma to miejsce w przypadku koksyboéw [9; 32; 153]. Pomimo wigkszej ilosci wigzan
wodorowych utworzonych z COX-1, obliczone wartoéci energii dokowania wskazujg na lepsze
dopasowanie i silniejszg interakcj¢ czasteczki N1 z centrum aktywnym COX-2. Nie sg to jednak
roznice, ktére w sposob wystarczajacy wyjasniaja Selektywne wiasciwosci tej czasteczki wobec
indukowanej izoformy COX. Przypuszczalnie wybiorcze dziatanie tego zwiazku wynika¢ moze
z dodatkowego lub silniejszego blokowania centrum aktywnego peroksydazy COX-2 niz COX-1 lub
allosterycznego wigzania si¢ z indukowang izoformg w poblizu ,,wejscia” do glownego kanatu
hydrofobowego. Podobne wnioski zostaly wysunigte wczesniej w odniesieniu do hydroksylowych
pochodnych resweratrolu [32]. Akaho i wsp. (1999) wykazali natomiast, ze klasyczne niesteroidowe
leki przeciwzapalne tworzg jedno do trzech wigzan wodorowych z centrum aktywnym COX-2 [173].
Hydroksylowe analogi resweratrolu wigzg si¢ z tym enzymem za pomoca takiej samej liczby wigzan

[32]. Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki sg zgodne z powyzszymi obserwacjami, poniewaz zwigzek
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N1 tworzy przynajmniej jedno silne wigzanie wodorowe z Tyr355. Kang i wsp. (2009) dodatkowo
sugeruja, ze podstawniki bogate w elektrony powinny silniej oddziatywaé¢ z centrum aktywnym
COX-2 poprzez interakcje typu pi-kation [34]. Przeprowadzona symulacja tylko czgsciowo
potwierdza wyniki badan Kang i wsp., poniewaz tego typu oddziatywanie pomig¢dzy azotem grupy
nitrowej a pier§cieniem aromatycznym Tyr385 obserwuje si¢ w symulacji dokowania do obydwodch
izoform. W celu potwierdzenia prognozowanego sposobu wigzania si¢ zwigzku N1 z centrum
aktywnym COX-1 oraz COX-2 nalezy przeprowadzi¢ badania krystalograficzne komplekséw enzym-
inhibitor. W przypadku celekoksybu otrzymane rezultaty sa zgodnie z doniesieniami literaturowymi
[9; 25; 153]. Na selektywne wigzanie si¢ tego inhibitora z COX-2 wskazuje nie tylko wigzanie si¢
podstawnika sulfonamidowego z aminokwasami ,,kieszeni” hydrofilowej takimi jak His90 i GIn192,
ale réwniez znaczna réznica w obliczonej energii dokowania sugerujaca silniejsza interakcje i duzo
tatwiejsze dopasowanie si¢ celekoksybu do centrum aktywnego tej izoformy.

W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono badania nad nowymi pochodnymi trans-stilbenu
zard6wno w modelu in vitro, jak i in silico. Wérdd analizowanych zwigzkow najsilniejsze wasciwosci
cytotoksyczne prezentuja dwie czasteczki zawierajagce aromatyczng grupe nitrowa w pozycji 4 oraz
trzy grupy hydroksylowe lub metoksylowe w pozycjach 3°-5’. Najwi¢ksza zdolnoscia do hamowania
aktywnos$ci prozapalnej cyklooksygenazy-2 charakteryzuje si¢ 4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-
stilben (N1), ktory jest zarazem najbardziej selektywnym inhibitorem tego enzymu. Inna pochodna,
4-nitro-3,4,5’-trimetoksy-trans-stilben (N2), wykazuje porownywalng site cytotoksycznego dziatania
do zwigzku N1, co prawdopodobnie jest wynikiem biotransformacji do czagsteczki N1 poprzez
O-demetylacje katalizowang przez enzymy z rodziny CYP1. Przypuszcza sig, ze badane zwigzki moga
rowniez powodowac uszkodzenie struktur komorek nowotworowych i w konsekwencji ich $mier¢
w wyniku dziatania toksycznych produktoéw, takich jak np. rodniki nitrowe lub aminy aromatyczne,
powstajace podczas stopniowej redukcji grupy nitrowej. Doktadne wyjasnienie mechanizmu dziatania
analizowanych zwigzkéw wymaga jednak dalszych badan. Wyniki badan uzyskane w ramach pracy
doktorskiej moga postuzy¢ do zaprojektowania nowych pochodnych trans-stilbenu o korzystniejszych
wlasciwosciach biologicznych. Impulsem do opracowania nowych inhibitorow COX-2 sg nie tylko
rezultaty badan przedklinicznych, ale rowniez wyniki metanalizy wykonanej przez de Pedro i wsp.
(2015), ktorzy wykazali, ze tego rodzaju zwiazki moga zmniejsza¢ ryzyko rozwoju inwazyjnego
nowotworu piersi nawet 0 20% [195]. Niestety stosowanie tego rodzaju inhibitor6w moze wigzac si¢
Z ryzykiem wystapienia powaznych dziatan niepozadanych, co obserwowano juz w przypadku lekow
z grupy koksybow. Ponadto, obecno$¢ grupy nitrowej moze powodowac¢ zmiany mutagenne
i uszkadza¢ system detoksykacji w komoérkach prawidlowych. Potwierdzeniem tego niekorzystnego
dzialania sg m.in. doniesienia o hepatotoksycznosci dwoch aromatycznych zwigzkow nitrowych
stosowanych w terapii raka prostaty — flutamidu i nilutamidu [196; 197]. Terapia celowana polegajaca
na podawaniu tych zwigzkéw bezposrednio do tkanki nowotworowej moze stanowi¢ jeden ze

sposobow zminimalizowania ogélnoustrojowych dziatan niepozadanych.
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W $wietle przedstawionych danych nalezy stwierdzi¢, ze istnieje pilna potrzeba
zaprojektowania, syntezy 1 badan nowych zwiazkéw, ktore w przysztosci moglyby zostaé
wykorzystane w profilaktyce i leczeniu nowotworéw. Tego typu czasteczek warto poszukiwaé miedzy

innymi w$rod pochodnych trans-stilbenu.
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14.

Podsumowanie i wnioskKi

Najsilniejsze i najbardziej selektywne dzialanie wobec COX-2 wykazywal zwigzek N1, tj.
4-nitro-3,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben, dla ktorego otrzymano nastgpujagce wyniki: COX-2
ICs0 = 0,279 umol/l (95% CI: 0,111 — 0,703) i selektywnos¢ wzgledem COX-2 = 62,81
(95% ClI: 48,42 — 81,28). Zwiazek N1 jest jednak stabszym i mniej wybiorczym inhibitorem
COX-2 niz celekoksyb (zwigzek referencyjny).

Dane uzyskane za pomocg analizy 2D QSAR sugeruja, ze zwiazki bardziej hydrofilowe oraz
posiadajace wicksza liczbe atomow polarnych (np. N, O, Cl) i donoréow wigzan wodorowych
(np. grupa —OH) powinny charakteryzowac si¢ silniejszym i bardziej selektywnym dziataniem

wobec COX-2.

Analiza in silico wykonana z wykorzystaniem modeli Bayesa pozwolita wytypowaé
podstawniki hydrofilowe (grupa —OH i1-NOy) jako zwigkszajace zdolno$¢ pochodnych
trans-stilbenu do inhibicji COX-2. Obecnos¢ kilku grup hydroksylowych, czyli donorow
wigzan wodorowych, powinna rowniez zwigksza¢ silg¢ hamowania aktywnosci COX-2.

Ta obserwacja jest zgodna z wynikami analizy 2D QSAR.

Najsilniejsze dzialanie cytotoksyczne wobec komorek raka piersi MCF-7 wykazywaty
dwie zwiazki: 4-nitro-3’,4’,5’-trihydroksy-trans-stilben (N1) oraz 4-nitro-3’,4’,5’-trimetoksy-
trans-stilben (N2). Sita dziatania tych zwigzkéw byta podobna do celekoksybu w zakresie
stezen 0 — 12,5 pumol/l. Pomimo znacznych r6znic w hamowaniu aktywnosci COX-2, wplyw
obydwoch zwigzkow na zywotno$¢ komorek byt podobny. Przypuszcza sig, ze to zjawisko
moze by¢ zwigzane z biotransformacja pochodnej metoksylowej N2 do hydroksylowej N1
poprzez O-demetylacje w komoérkach MCF-7.

Za wlasciwosci cytotoksyczne badanych zwigzkow moze rowniez odpowiadaé aromatyczna
grupa nitrowa. Prawdopodobny mechanizm wyjasniajacy te obserwacje zwigzany jest z duza
reaktywnoscig grupy nitrowej, ktora moze ulega¢ redukcji do rodnika nitrowego i innych

pochodnych cytotoksycznych — nitrozowej, hydroksyaminowej i aminowej.

Wykazano, ze zwigzek N1 hamuje aktywnos¢ COX-2 rowniez w komorkach MCF-7. Zwigzek
ten powodowat ponad 30% zmniejszenie stezenia PGE, w supernatancie uzyskanym z hodowli
komoérkowych. Wynik ten koreluje z redukcjg zywotnosci komoérek wykazang w tescie MTT,
co wskazuje na istotng role indukowanej izoformy COX w mechanizmie zwigzanym

z przezyciem i proliferacja komérek nowotworowych. Zaobserwowane zjawisko zalezne jest
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wprost od stezenia pochodnej trans-stilbenu. Wpltyw zwigzku N1 na aktywnos¢ COX-2
w komoérkach MCF-7 jest podobny do celekoksybu.

Na podstawienie komputerowej symulacji dokowania czasteczki zwigzku N1 stwierdzono, ze
przyjmuje ona niemal identyczng orientacj¢ przestrzenng W centrum Kkatalitycznym

cyklooksygenazy obydwu izoform COX i uktada si¢ wzdhuz gtéwnego kanatu hydrofobowego.

Obliczone wartosci energii dokowania wskazuja na lepsze dopasowanie i silniejsza interakcje
czasteczki N1 z centrum aktywnym COX-2, ale nie sg to roznice, ktore w sposob wystarczajacy
wyjasniajg selektywne wiasciwosci tej czasteczki wobec COX-2. Przypuszczalnie wybidrcze
dziatanie tego zwigzku wynika¢ moze z dodatkowego lub silniejszego blokowania centrum
aktywnego peroksydazy COX-2 niz COX-1 lub allosterycznego wigzania si¢ z indukowang

izoforma w poblizu ,,wejscia” do glownego kanatu hydrofobowego.
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1-metoksyPMS,
1-metoksyP

3,3°,4,4’,5,5-HHS

95% ClI
o
B/Bo

ABAM
AChE
Angl, Ang2
ANN

AP-2
Apaf-1

APOL

ATP

Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1
BID, BAX, BAK
BRCAL, BRCA2

BSA
BT-549

C
CADD

cAMP

CBB
CDK
cEIA

—CDOCKER
ENERGY

—CDOCKER
INTERACTION
ENERGY

CHARMM

WYKAZ SKROTOW

metylosiarczan 1-metoksy-5-metylofenazyny, 1-metoksy-5-metylofenazyna
(ang. 1-methoxy-5-methylphenazinium methyl sulfate,
1-methoxy-5-methylphenazinium)
3,3°,4,4°,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben

(ang. 3,3°,4,4°,5,5 -heksahydroxy-trans-stilbene)

95% przedziat ufnosci (ang. 95% confidence interval)

polaryzowalnos¢ czasteczkowa (ang. molecular polarizability)

stosunek absorbancji zmierzonej dla dotka probki testowej lub dotka
wzorcowego stezenia prostaglandyn do absorbancji zmierzonej dla dotka Bo
[ang. Bound/Maximum Bound (B/Bo)]

roztwor antybiotykow i antymykotyku (ang. Antibiotic-Antimycotic solution)
acetylocholinoesteraza (ang. acetylcholinesterase)

angiopoetyna 1, angiopoetyna 2 (ang. angiopoietin 1, angiopoietin 2)
sztuczne sieci neuronowe (ang. Artificial Neural Networks)

czynnik transkrypcyjny (ang. activating enhancer-binding protein 2)
czynnik 1 aktywujacy proteaze apoptyczng

(ang. apoptotic protease activating factor 1)

suma polaryzowalnosci atomow (ang. sum of atomic polarazabilities)
adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine 5 -triphosphate)

biatka antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2)
biatka proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (B-cell leukemia/lymphoma-2)
geny cztowieka, ktorych mutacje moga stac si¢ przyczyng dziedzicznych
form raka piersi

(ang. breast cancer 1, early onset; breast cancer 2, early onset)

surowicza albumina wotowa (ang. bovine serum albumin)
estrogenoniezalezna, ludzka linia komérkowa nowotworu piersi

(ang. estrogen-independent human breast cancer cell line)

stezenie liganda (ang. ligand concentration)

komputerowe wspomaganie projektowania lekow

(ang. Computer-Aided Drug Design)

3',5'-cykliczny adenozynomonofosforan

(ang. 3'-5'-cyclic adenosine monophosphate)

btekit kumassi (ang. Coomassie Brilant Blue)

kinazy cyklinozalezne (ang. cyclin-dependent kinases)

kompetycyjny test immunoenzymatyczny

(ang. competitive enzyme immunoassay)

suma energii oddziatywan niewigzacych ligand-receptor oraz zmiany
wewngtrznej energii ligandu (zwigzanej z jego napr¢zeniem sterycznym,
indukowanym podczas wigzania przez receptor)

suma energii oddziatywan niewigzacych pomiedzy ligandem a receptorem
(oddziatywania Van der Waals’a, elektrostatyczne, wodorowe, odpychanie
steryczne)

pole sitowe mechaniki molekularnej

(ang. Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics)
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COMBINE
CoMFA
CoMSIA

COX
CRE

CYP450
DAG
DAPI
DDC
DF
DMEM
DMBA
DMSO
DMSO-ds
DNA
DNCB
E-box
ECso

ECFP_6
EDso

EDTA
EGF
EGR-1

ELISA

EPA

EP,, EP,, EP3, EP4
ER

F

FasL

FBS

FGF

Flk1

Flt-1
FN

=
FTIC

metoda porownawczej analizy energii wigzan
(ang. Comparative Binding Energy Analysis)
metoda porownawczej analizy pol molekularnych
(ang. Comparative Molecular Field Analysis)

metoda porownawczej analizy indeksow podobienstwa molekularnego (ang.

Comparative Molecular Similarity Indexes Analysis)
cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

regulatorowe sekwencje DNA wiazace czynniki transkrypcyjne
aktywowane w odpowiedzi na CAMP (ang. CAMP response elements)
Cytochrom P450 (ang. cytochrome P450)

diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

4',6-diamidyno-2-fenyloindol (ang. 4,6-diamidino-2-phenylindole)
N,N-dietyloditiokarbaminian sodu (ang. diethyldithiocarbamate sodium)
stopnie swobody (ang. degrees of freedom)

podtoze hodowlane Dulbecco's Modified Eagle's Medium
dimetylobenz[a]antracen (ang. dimethylbenz[a]anthracene)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

deuterowany dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide-d6)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
dinitrochlorobenzen (ang. dinitrochlorbenzene)

kaseta E, sekwencja DNA wigzaca biatko Myc (5'-CACGTG-3')
stezenie efektywne liganda, ktore powoduje 50% zmiang aktywnoSci
receptora (ang. half maximal effective concentration)

fingerprint molekularny sktadajacy si¢ z 2048 deskryptorow)

(ang. extended-connectivity fingerprint of depth 6)

dawka efektywna ligandu, ktora powoduje 50% zmiang aktywnosci
receptora (ang. half maximal effective dose)

kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)

biatko odpowiedzi wczesnego wzrostu komorki

(ang. early growth response protein 1)

test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid)

receptory prostaglandyny E (ang. prostaglandin E receptors)
receptory estrogenowe (ang. estrogen receptors)

warto$¢ wyznaczona testem Fishera (ang. Fisher value)

ligand apoptotycznego receptora Fas (ang. Fas receptor ligand)
ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

czynnik wzrostu fibroblastow (ang. fibroblast growth factor)

kinaza watroby ptodowe;j 1, receptor btonowy dla VEGF

(ang. fetal liver kinase 1)

kinaza tyrozynowa FMS-podobna 1, receptor btonowy dla VEGF
(ang. FMS-like tyrosine kinase 1)

klasa fatszywie negatywna (ang. false negative)

klasa falszywie pozytywna (ang. false positive)

izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
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GADDA45A

Gind

Gi

Gq

Gs

GSK3
HBA
HBD
HBL-100

HCA-7

HER2, HER2/neu

HETE
HIFa

Hoechst 33258,
Hoechst 33342

HOMO

1Cso

IL-1B, -2, -4, -8,
-10, 11, -13
INT

IP;

INK

KB
KB

Km
LDso

LDH
logP
LOO

logD
LUMO

MAP

biatko naprawcze, powodujace zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie
G2/M i biorgce udziat w naprawie DNA

(ang. growth arrest and DNA damage inducible protein 45 alpha)
energia (entalpia) swobodna wigzania (oddziatywania) ligandu z receptorem
rodzina biatek G hamujaca cyklaz¢ adenylowsa (ang. Gi protein)
rodzina biatek G aktywujaca fosfolipaze C (ang. Gq protein)

rodzina biatek G aktywujaca cyklaze adenylowa (ang. Gs protein)
kinaza 3 syntazy glikogenu (ang. glycogen synthase kinase 3)

ilo$¢ akceptorow wigzan wodorowych (ang. H-bond acceptors)

ilos¢ donorow wigzan wodorowych (ang. H-bond donors)

ludzka linia komérkowa raka piersi

(ang. human breast cancer cell line)

ludzka linia komérkowa raka okreznicy

(ang. human colon adenocarcinoma cell line)

receptor ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu typu 2

(ang. human epidermal growth factor receptor 2)

kwas hydroksyeikosatetraenowy (ang. hydroxyeicosatetraenoic acid)
czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksja a

(ang. hypoxia inducible factor a)

barwniki fluorescencyjnych, pochodne bis-benzimidazoli, wybarwiajace
DNA na zasadzie interkalacji

najwyzszy obsadzony orbital molekularny

(ang. Highest Occupied Molecular Orbital)

potowicze maksymalne st¢zenie hamujace,

stezenie hamujgce w 50% aktywno$¢ enzymu / zywotnos¢ komorek
(ang. half maximal inhibitory concentration)

interleukiny, grupa prozapalnych cytokin

(ang. interleukins)

chlorek jodonitrotetrazoliny (ang. iodonitrotetrazolium chloride)
inozytolo-1,4,5-trifosforan (ang. inositol 1,4,5-trisphosphate)

kinaza domeny N-koncowej biatka c-Jun, N-terminalna kinaza c-Jun
(ang. c-Jun N-terminal kinase)

btekit kenacidu (ang. Kenacid Blue)

ludzka linia komérkowa raka jamy nosowo-gardtowe;j

(ang. human nasopharyngeal carcinoma cell line)

stata Michaelisa, st¢zenie liganda, przy ktorym aktywnos¢ receptora wynosi
50% aktywnosci maksymalnej (ang. the Michaelis constant)

dawka zwiazku powoduja $mier¢ 50% komorek

(ang. the median lethal dose, lethal dose 50%)

dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase)
wspotczynnik podziatu (ang. partition coefficient)

walidacja krzyzowa typu ,,wyrzu¢ jeden obiekt”

(ang. leave-one-out cross validation)

wspotczynnik dystrybucji (ang. distribution coefficient)

najnizszy nieobsadzony orbital molekularny

(ang. Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
biatko aktywowane mitogenem (ang. mitogen-activated protein)
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MAPK

MCF-7

MCF-10A

MDA
MDA-MB-231,
MDA-MB-468

n
MIC

MLR
MMP-2,-9

MR
MTD
MTS

MTT

MW
N
NAD*, NADH

NADP*, NADPH

NAR
NF-1L-6
NF-kB

NLPZ

NMU
NR

P
p38 MAPK

PBS
PCA

kinaza biatkowa aktywowana mitogenem

(ang. mitogen-activated protein kinase)

estrogenozalezna, ludzka linia komérkowa raka piersi

(ang. estrogen-dependent Michigan Cancer Foundation-7 human breast
cancer cell line)

nienowotworowa, ludzka linia komérkowa nabtonka gruczotu piersiowego
(ang. non-neoplastic,human breast epithelialcell line)

malonodialdehyd (ang. malondialdehyde)

estrogenoniezalezna, ludzka linia komérkowa raka piersi

(ang. estrogen-independent human breast cancer cell line)

elektryczny moment dipolowy (ang. electric dipole moment)

minimalne stezenie zwigzku hamujace wzrost komorek

(ang. minimum inhibitory concentration)

wielokrotna regresja liniowa (ang. multilinear regression)
metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 2, 9; matryksyna 2, 9
(ang. matrix metalloproteinase-2, -9)

refraktywno$¢ molowa (ang. molar refractivity)

maksymalna tolerowana dawka zwigzku (ang. maximum tolerated dose)
3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-5-(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-
2H-tetrazolina

(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium)

bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliny

(ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

masa czasteczkowa (ang. molecular weight)

ilo$¢ stopni swobody (ang. number of degrees of freedom)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy — forma utleniona, forma
zredukowana

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide — oxidized form, reduced form)
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

— forma utleniona, forma zredukowana

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

— oxidized form, reduced form)

liczba pierscieni aromatycznych (ang. number of aromatic rings)
jadrowy czynnik transkrypcyjny IL-6 (ang. nuclear factor interleukin-6)
jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B

(ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
niesteroidowe leki przeciwzapalne

(ang. non-steroidal anti-inflammatory drugs)

N-nitrozometylomocznik (ang. N-nitrosomethyl urea)

czerwien obojetna (ang. neutral red dye);

liczba pierscieni (ang. number of rings)

warto$¢ prawdopodobienstwa (ang. probability value)

biatko p38 (jedna z kinaz biatkowych aktywowanych miogenem)

(ang. p38 mitogen-activated protein kinase)

bufor fosforanowy (ang. phosphate buffered saline)

analiza czynnikéw (sktadowych) gtéwnych

(ang. Principal Component Analysis)
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PDB

PDGF
PG
PGA,-J;
PGHS

PGl
PhIP

Pl

PI3K
PI3K/Akt/mTOR
PKA

PKC

PR

PRESS

R?, r?

Rzpred

RBN
ROC

RPMI-1640

Q% ¢?
QSAR

RANKL

Ras/Raf/Mek/ERK

RECK

SAR
SASA

SBB

SD

SLR

SP1
TATA box

baza danych strukturalnych biatek i kwasow nukleinowych

(ang. Protein Data Bank)

ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor)
prostaglandyny (ang. prostaglandins)

prostaglandyny A-J, (ang. prostaglandins Az-Jy)

syntaza cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego, COX

(ang. prostaglandin G/H synthase)

prostacyklina (ang. prostacyclin, prostaglandin 1)
2-amino-1-metylo-6-fenyloimidazo[4,5-b]pirydyna

(ang. 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine)

jodek propidyny (ang. propidium iodide)

kinaza fosfatydylo-3-inozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase)
szlak sygnatowy kinaz zawierajacy kinazy PI3K/Akt/mTOR

(ang. PI3K/Akt/mTOR kinase signaling pathway)

kinaza bialkowa A (ang. protein kinase A)

kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

receptory progesteronowe (ang. progesteron receptors)
przewidywana suma kwadratéw reszt

(ang. predicted residual sum of squares)

wspotczynnik determinacji, kwadrat wspotczynnika korelacji

(ang. squared correlation coefficient)

przewidywany wspotczynnik determinacji

(ang. predicted coefficient of determination)

liczba wigzan pojedynczych (rotowalnych) (ang. number of rotatable bonds)
krzywa charakterystyki operacyjnej odbiornika

(ang. Receiver Operating Characteristic curve)

podtoze hodowlane RPMI, typ 1640

(ang. Roswell Park Memorial Institute culture medium, type 1640)
wspotczynnik krzyzowej walidacji (ang. cross-validation coefficient)
ilosciowa zaleznos¢ struktura-aktywnos¢

(ang. quantitative structure-activity relationship)

ligand aktywatora receptora czynnika jadrowego kB

(ang. Receptor Activator for Nuclear Factor «B Ligand)

szlak sygnatowy kinaz aktywowanych mitogenami zawierajacy kinazy
Ras/Raf/Mek/ERK

(ang. Ras/Raf/Mek/ERK mitogen activated kinase signaling pathway)
biatko hamujace inwazyjnos¢ i angiogeneze nowotworu,

inhibitor biatek MMP

(ang. reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs)
zalezno$¢ struktura-aktywnos$¢ (ang. structure-activity relationship)
powierzchnia dostepnosci dla rozpuszczalnika

(ang. solvent accessible surface area)

sulforodamina B (ang. sulforhodamine B)

odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

prosta regresja liniowa (ang. simple linear regression)

czynnik transkrypcyjny, biatko specyficznosci 1 (ang. specificity protein 1)
kaseta TATA, sekwencja DNA wigzaca biatko TBP (5-TATAAA-3")
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TGFa, TGFp
TIMP1-3
TMS

TN

TNFa

TP

Tris-HCI

TXA:-B:
TPSA

VEGF
VAWSA
W

WTS

WTS-1

XTT

transformujacy czynnik wzrostu alfa/beta

(ang. transforming growth factor alpha/beta)

biatko hamujace inwazyjno$¢ i angiogenezg nowotworu,

tkankowy inhibitor bialek MMP

(ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1-3)

tetramytylosilan (ang. tetramethylsilane)

klasa prawdziwie negatywna (ang. true negative)

kacheksyna, czynnik martwicy guza alfa (ang. tumor necrosis factor alpha)
klasa prawdziwie pozytywna (ang. true positive)

chlorowodorek tri(hydroksymetylo)aminometanu

[ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride]

tromboksany (ang. thromboxanes)

topologiczna polarna powierzchnia czgsteczki

(ang. topological polar surface area)

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego

(ang. vascular endothelial growth factor)

powierzchnia Van der Waals’a (ang. Van der Waals surface area)
wskaznik Wiener’a (ang. Wiener index)

sole tetrazolowe rozpuszczalne we wodzie

(ang. Water-soluble tetrazolium salts)

s01 sodowa 2-(4-jofdofenylo)-3-(4-nitrofenylo)-5-(2,4-disulfofenylo)-2H-
tetrazoliny

(ang. 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium)
sol sodowa 2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-
5-karboksyanilidu

(ang. sodium 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[ (phenylamino)-
carbonyl]-2H-tetrazolium)
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Dane epidemiologiczne wskazuja, ze nowotwory staja si¢ pierwsza przyczyng $miertelno$ci
w Polsce iinnych krajach europejskich, szczegolnie w populacji 0sob ponizej 65. roku zycia.
Pomimo coraz lepszej diagnostyki i nowych metod leczenia, wspolczesna terapia onkologiczna w
wielu przypadkach nadal jest bezradna. W zwigzku z tym wyzwaniem dla wspdlczesnych nauk
medycznych jest znalezienie nowych zwiazkow o wlasciwosciach przeciwnowotworowych.
Wyniki badan przedklinicznych sugeruja, ze czasteczek o takiej aktywnosci biologicznej nalezy
poszukiwa¢ miedzy innymi wsérod pochodnych trans-stilbenu. Najbardziej znanym
przedstawicielem tej grupy zwiazkoéw jest resweratrol, ktory hamuje proces nowotworowy na
wszystkich trzech etapach jego rozwoju. Podobne wiasciwosci posiadaja jego metabolity
oraz pochodne. Wymienione zwigzki sa rowniez inhibitorami cyklooksygenazy 2 (COX-2), ktora
odgrywa wazng rolg w procesie onkogenezy.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byla ocena nowych pochodnych trans-stilbenu
i trans-stilbazolu jako czasteczek o potencjalnych wiasciwosciach przeciwnowotworowych
i przeciwzapalnych. Wybrane zwigzki poddano badaniom in vitro, w ktorych oznaczono zdolno$é
do hamowania aktywnosci COX-2 oraz ich dziatanie cytotoksyczne wzgledem linii komorkowej
raka piersi MCF-7. Przeprowadzono rowniez analizy in silico, w ramach ktoérych okreslono
wilasciwosci fizyko-chemiczne oraz zidentyfikowano fragmenty budowy odpowiedzialne za
aktywno$¢ badanych zwigzkow wzgledem COX-2. Wykonano takze symulacj¢ dokowania, ktorej
celem byla proba wyjasnienia, w jaki sposob najbardziej selektywny inhibitor COX-2 moze wigzaé
si¢ z centrum aktywnym tego enzymu.

Analizowane zwigzki poddano inkubacji z COX-1 i COX-2 w warunkach in vitro,
a nastepnie oznaczono ich aktywno$¢ za pomoca testu immunoenzymatycznego, w ktorym
mierzono st¢zenie prostaglandyny Fa.. Sposrdd tych czasteczek najsilniejszym inhibitorem
prozapalnej cyklooksygenazy-2 byt  4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben,  oznaczony
symbolem N1 (COX-2 ICso = 0,279 pumol/l, 95% CI: 0,111 — 0,703), ktéry jednoczesnie byt
najbardziej selektywnym inhibitorem tego enzymu (wskaznik selektywnos$ci powyzej 60).
W badanym zakresie stezen zwigzek N1 hamowal aktywno$§¢ COX-2 réwniez w komodrkach
MCF-7, ktore wykazuja silng ekspresje tego enzymu. Potwierdzeniem tego dziatania byto ponad
30% zmniejszenie stezenia PGE, w supernatancie hodowlanym. Badany zwigzek wykazywat
jednak stabszg i mniej selektywng aktywno$¢ wobec COX-2 niz celekoksyb.

Dziatanie cytotoksyczne analizowanych zwigzkéw oznaczono za pomocg testu MTT
w komorkach raka piersi MCF-7. Rownolegle zbadano aktywno$¢ celekoksybu jako zwigzku
referencyjego. Najsilniejsze wilasciwosci cytotoksyczne wykazywaly dwie czasteczki: 4-nitro-
3’,4°,5’-trihydroksy-trans-stiloen oraz 4-nitro-3’,4°,5’-trimetoksy-trans-stilben. Obydwa zwigzki
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w stezeniu 12,5 umol/l spowodowaty ponad 30% obnizenie zywotnosci komoérek, co spetnia
kryteria cytotoksycznosci wg standardow I1SO. Nalezy zaznaczy¢, ze sila dziatania obydwoch
zwigzkow byla podobna, pomimo wczesniej wykazanych znacznych réznic w bezposrednim
hamowaniu aktywnosci COX-2. Przypuszcza si¢, ze poréownywalna aktywno$¢ pochodnej
metoksylowej moze by¢ wynikiem biotransformacji (O-demetylacji) do pochodnej hydroksylowej
w komorkach MCF-7. Za wlasciwosci cytotoksyczne badanych zwigzkow moze roéwniez
odpowiada¢ grupa nitrowa. W przeprowadzonym tescie MTT zaobserwowano, ze wszystkie pie¢
czasteczek posiadajacych te grupe wykazywalo wigksza aktywno$¢ niz pochodna chlorowa.
Prawdopodobny mechanizm wyjasniajacy t¢ obserwacj¢ moze wynika¢ z redukcji grupy nitrowe;j
do jej toksycznych pochodnych uszkadzajacych biatka i DNA. Nie badano aktywno$ci pochodnych
trans-stilbenu w stezeniach powyzej 12,5 pmol/l z uwagi na ograniczong rozpuszczalnosé
W medium hodowlanym. Celekoksyb w identycznym zakresie st¢zen charakteryzowat si¢ stabszym
dziataniem, ale w wigkszych stezeniach wykazywat silny efekt cytotoksyczny (ICso = 49,66 umol/I,
95% CI: 45,19 — 54,55).

Na podstawie analizy 2D QSAR stwierdzono, ze pochodne trans-stiloenu o mniejszej
lipofilno$ci oraz zawierajace wigcej donoréow wiazan wodorowych i atomoéw polarnych powinny
charakteryzowac sie silniejszym i bardziej selektywnym dziataniem wobec COX-2 niz COX-1.
Mniejsza masa, objeto$¢ i powierzchnia catkowita tych czasteczek oraz obecno$¢ mniej
rozgatezionych podstawnikow moze sprzyja¢ natomiast silniejszej aktywnosci wzgledem COX-1.
Na tej podstawie zaprojektowano trzy nowe pochodne trans-stilbenu, ktore nastepnie
zsyntezowano i poddano wyzej wymienionym badaniom in vitro.

Przeprowadzono réwniez inne badanie in silico, wykorzystujace naiwny model Bayesa.
Wykazano w nim, ze obecno$¢ podstawnikow hydrofilowych, takich jak np. grupa hydroksylowa
lub nitrowa, moze zwicksza¢ aktywno$¢ potencjalnych inhibitorow COX-2. Podstawniki
lipofilowe, do ktorych zalicza sie przede wszystkim grupe metoksylowsg i dimetyloaminows, moga
powodowa¢ natomiast skutek odwroty. Wnioski te sg zbiezne z wynikami obliczen 2D QSAR.

W wyniku przeprowadzonej symulacji dokowania zaobserwowano, ze 4-nitro-3’,4°,5’-
trihydroksy-trans-stilben (N1) przyjmuje niemal identyczng orientacj¢ przestrzenng W miejscu
aktywnym COX-1 i COX-2, uktadajac si¢ wewnatrz gtéwnego kanatu hydrofobowego. Pomimo
wigkszej ilosci wigzan wodorowych utworzonych z COX-1, obliczone wartosci energii dokowania
wskazuja na lepsze dopasowanie i silniejszg interakcje tej czasteczki z centrum aktywnym COX-2.
Nie sa to jednak roznice, ktore w sposob wystarczajacy moga wyjasnia¢ selektywne wiasciwosci
tego zwigzku wobec indukowanej izoformy COX. Przypuszcza si¢, ze wybiorcze dziatanie
zwigzku N1 moze wynika¢ z dodatkowego lub silniejszego blokowania miejsca aktywnego
peroksydazy COX-2 niz COX-1 lub allosterycznego wiazania si¢ z COX-2 w poblizu ,,wejscia” do
centrum aktywnego. Niezbgdne jest wykonanie badan krystalograficznych, na podstawie ktorych
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zostanie zweryfikowany sposob wigzania sie badanego zwigzku z miejscem aktywnym obydwoch
izoform.

Wyniki otrzymane w ramach niniejszej pracy doktorskiej pozwolity wytypowac 4-nitro-
3°,4°,5°-trihydroksy-trans-stilben, ktory w przeprowadzonych badaniach wykazywat dziatanie
cytotoksyczne oraz silnie i selektywnie hamowal aktywnos¢ COX-2. Dokladne wyjasnienie
mechanizmu dziatania tej czasteczki wymaga jednak dalszych badan. Uzyskane dane mogg
robwniez postuzy¢é do zaprojektowania nowych pochodnych trans-stilbenu o korzystniejszych

wlasciwosciach biologicznych.
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Title:
”trans-Stilbene and trans-stilbazole derivatives as cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors with potential
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Keywords:
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Epidemiological data indicate that cancer diseases are the leading cause of mortality in Poland
and other European countries, especially in the population under 65 years of age. Despite improved
diagnostic methods and new treatment options, modern oncologic therapy is still helpless in many
cases. Therefore, the challenge for modern medical sciences is to find new compounds with anticancer
properties. Preclinical studies suggest that molecules with such biological activity should be sought
among trans-stilbene derivatives. The most famous representative of this chemical group is
resveratrol, which inhibits cancer process at various stages of its development. Similar properties have
its metabolites and derivatives. These compounds are also inhibitors of cyclooxygenase 2 (COX-2),
which plays an important role in oncogenesis.

The aim of this PhD thesis was to evaluate new trans-stilbene and trans-stilbazole derivatives as
potential anticancer and anti-inflammatory agents. The selected compounds were subjected to in vitro
assays, which determined ability to inhibit COX-2 activity as well as their cytotoxic properties against
the MCF-7 breast cancer cell line. In addition, in silico analyses were carried out in order to define
physico-chemical properties and identify structural moieties responsible for the investigated
compounds activity against COX-2. A docking simulation was also performed to try to explain how
the most selective COX-2 inhibitor may bind to the active site of this enzyme.

The analyzed compounds were incubated in vitro with COX-1 and COX-2, and then their
activity was determined by an enzyme-linked immunosorbent assay based on the measurement of
prostaglandin F,, concentration. Among these molecules the strongest inhibitor of the pro-
inflammatory cyclooxygenase-2 was 4-nitro-3',4',5'- trihydroxy-trans-stilbene, marked as N1 (COX-2
ICso = 0.279 umol/l; 95% CI: 0.111 — 0.703) which was also the most selective inhibitor of this
enzyme (selectivity ratio above 60). Within the tested concentrations, the compound N1 inhibited
COX-2 also in MCF-7 cells which are known for a strong expression of this enzyme. The
confirmation of this activity was over 30% reduction in PGE; concentration in cell culture supernatant.
However, the tested compound exhibited weaker and less selective COX-2 activity than celecoxib.

Cytotoxic activity of the compounds were determined by the use of MTT assay. The activity of
celecoxib was tested in parallel. The MCF-7 cell line was also used for the study. The strongest
cytotoxic properties exhibited two molecules: 4-nitro-3',4',5'-trihydroxy-trans-stilbene and 4-nitro-

3',4' 5'-trimethoxy-trans-stilbene. Both compounds at 12.5 pumol/l caused decrease in cell viability
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by over 30%, meeting the criteria of cytotoxicity according to 1SO standards. It should be noted that
the potency of both compounds was similar, despite previously demonstrated significant differences in
the direct inhibition of COX-2 activity. It is assumed that comparable activity of the methoxy
derivative may be a result of its biotransformation (O-demethylation) to the hydroxyl one in MCF-7
cells. The nitro group may also be responsible for cytotoxic properties of the tested compounds. In the
MTT test, It was found that all five molecules bearing this group exhibited greater activity than the
chlorine derivative. The probable mechanism explaining this observation may associated with
reduction of nitro group to its toxic derivatives that can damage proteins and DNA. The activity of
trans-stilbene derivatives was not tested at concentrations exceeding 12.5 umol/l due to poor solubility
in cell culture medium. Celecoxib in the same concentration range was less active, but at higher
concentrations showed a strong cytotoxic effect (ICso = 49.66 umol/l; 95% CI: 45.19 — 54.55).

Based on the results of 2D QSAR analysis, it was found that trans-stilbene derivatives with
lower lipophilicity, possessing more hydrogen bond donors and more polar atoms should be a stronger
and more selective inhibitors of COX-2 than COX-1. On the other hand, a smaller mass, volume and
total surface area of these molecules as well as presence of less branched substituents may promote
stronger activity against COX-1. The results were used to design three new trans-stilbene derivatives,
which subsequently were synthesized and subjected to the above-mentioned in vitro studies.

Another in silico study using a naive Bayesian model was also conducted. It was shown that
presence of hydrophilic moieties, such as hydroxyl or nitro groups, may increase the activity of
potential COX-2 inhibitors. Lipophilic substituents like methoxy and dimethylamino group may cause
the opposite effect. These conclusions coincide with the 2D QSAR calculations.

The molecular docking simulation revealed that the 4-nitro-3',4',5'-trihydroxy-trans-stilbene
(N1) adopts almost identical spatial orientation in the cyclooxygenase active site of COX-1 and COX-
2, laying inside the main hydrophobic channel. Despite the more number of hydrogen bonds with
COX-1, the calculated docking energy values indicate a better fit and a stronger interaction of this
molecule with the COX-2 active site. However, these differences are not sufficient to explain the
selective properties of this compound against the inducible isoform of COX. It is presumed that the
selective action of the compound N1 may result from additional or stronger blocking of the peroxidase
active site in COX-2 than COX-1, or allosteric binding with COX-2 near "entrance" of its active
centre. Crystallographic studies are essential to verify the binding mode of the investigated compound
to the active site of both izoforms.

The results obtained in this PhD thesis enabled selection of the 4-nitro-3',4',5'-trihydroxy-trans-
stilbene, which exhibited cytotoxic activity as well as strong and selective inhibitory effect against
COX-2. Exact explanation of the mechanism of action of this molecule, however, requires further
investigation. The gathered data can also be used to design new trans-stilbene derivatives with more

favorable biological properties.
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7. Oznaczanie aktywnosci inhibicyjnej pochodnych trans-stilbenu
I trans-stilbazolu wobec COX-1 i COX-2 w warunkach in vitro
(ETAP l Ooraz IV)

7.3. Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie

Do badania aktywnos$ci potencjalnych inhibitoréw COX-1 i COX-2 wykorzystano komercyjny
zestaw COX Inhibitor Screening Assay Kit firmy Cayman Chemical Company, USA [].

Zestaw ten sktada si¢ z nastepujacych materialéw i odczynnikow:

a)  materialy:
o COX-1 (owcza):
- roztwor w buforze o pH 8,0: Tris-HCI, polisorbat 20, BSA i DDC;
° COX-2 (ludzka rekombinowana):
— roztwor w buforze o pH 8,0: Tris-HCI, polisorbat 20, BSA i DDC;
. antyserum specyficzne dla prostaglandyn (ang. PG Screening EIA Antiserum), liofilizat:
- anty-PG krdlicze przeciwcialo IgG;
° znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg (ang. PG Screening AChE
Tracer), liofilizat:
- koniugat PGE, z AChE wyizolowang z narzadu elektrycznego stretwy (lac.
Electrophorus electricus);
. ptytka 96-dotkowa pokryta mysim anty-kroliczym przeciwcialem IgG;
. folia do przykrycia ptytki 96-dotkowe;j;

b)  odczynniki:

° koncentrat buforu do inkubacji COX z inhibitorem (ang. Reaction Buffer (10X)), bezbarwna ciecz:
- bufor o pH 8,0: Tris-HCI 1 mol/lI, EDTA 50 mmol/l i fenol 20 mmol/I;

. hem, 5% roztwor w DMSO;

. kwas arachidonowy — substrat do reakcji, 10% roztwor w etanolu;
. wodorotlenek potasu, roztwor 0,1 mol/l;
° kwas solny, roztwor 1 mol/l;

. chlorek cyny 250 mg, krystaliczny;
. wzorzec prostaglandyn w ilosci 10 ng (ang. PG Screening EIA Standard), liofilizat;
o koncentrat buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn metoda cEIA (ang. EIA Buffer

Concentrate (10X)), bezbarwna ciecz:
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- bufor fosforanowy 1 mol/l zawierajacy BSA 1%, chlorek sodu 4 mol/l, EDTA sol
czterosodowa 10 mmol/l i azydek sodu 0,1%;
. koncentrat buforu do przemywania ptytki (ang. Wash Buffer Concentrate (400X)), bezbarwna
ciecz:
- bufor fosforanowy 4 mol/l o pH 7,4;
° polisorbat 20 (Tween 20), oleista, zéitawa ciecz;
. odczynnik Ellman’a (ang. Ellman’s Reagent), liofilizat:
— jodek acetylotiocholiny, kwas 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy, chlorek sodu,
wodorofosforan postasu, diwodorofosforan potasu.

7.4. Metodyka badania

7.4.1. Kompetycyjny test immunoenzymatyczny (CEIA)

7.4.1.4. Procedura inkubacji COX z badanymi zwiazkami oraz oznaczenie stezenia
prostaglandyn

1. Przygotowanie materialéw i odczynnikéw do wykonania inkubacji

Bufor do inkubacji z COX z inhibitorem
Przygotowano 10-krotne rozcienczenie koncentratu buforu do inkubacji COX z inhibitorem.
W tym celu odmierzono 5 ml koncentratu i dodano 45 ml wody ultraczystej, cato$¢ wymieszano.

Rozcienczony bufor jest trwaly przez jeden miesigc w temperaturze pokojowe;.

COX-1 (owcza)
Gotowy roztwor COX-1 rozmrozono i przechowywano na lodzie podczas wykonywania reakc;ji.

Roztwor ten zuzyto w ciagu jednej godziny, a niewykorzystang ilo$¢ ponownie zamrozono w -80°C.

COX-2 (ludzka rekombinowana)
Gotowy roztwor COX-2 rozmrozono i przechowywano na lodzie podczas wykonywania reakc;ji.

Roztwor ten zuzyto w ciggu jednej godziny, a niewykorzystang ilo$¢ ponownie zamrozono w -80°C.

Hem
100 pl roztworu hemu w DMSO rozcienczono 5-krotnie buforem do inkubacji COX z inhibitorem,
catos¢ wymieszano.

Rozcienczony roztwor hemu jest trwaly przez 12 godzin w temperaturze pokojoweyj.
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Kwas arachidonowy — substrat do reakcji

Odmierzono 50 pl etanolowego roztworu kwasu arachidonowego, a nastgpnie dodano 50 pl 0,1 mol/l
roztworu wodorotlenku potasu oraz 400 ul wody ultraczystej, cato$¢ wymieszano.

Przygotowany roztwor zawiera kwas arachidonowy o st¢zeniu 10 mmol/l, a jego trwato$¢ wynosi

jedna godzing.

Wodorotlenek potasu

0,1 mol/l roztwér wodorotlenku potasu jest przygotowany jako gotowy do uzycia.

Kwas solny

Przygotowano 0,1 mol/l roztwor kwasu solnego poprzez rozcienczenie 1 mol/l roztworu kwasu
solnego.

Obydwa roztwory kwasu solnego (1 mol/l oraz 0,1 mol/l) sa trwate przez jeden miesigc w temperaturze

pokojowej.

Chlorek cyny

Odwazono 250 mg krystalicznego chlorku cyny i rozpuszczono w 5 ml 0,1 mol/l roztworu kwasu
solnego.

Nasycony roztwor chlorku cyny w kwasie solnym jest trwaly osiem godzin w temperaturze

pokojowej.

2. Inkubacja COX-1 oraz COX-2 z badanymi zwigzkami

1. Przygotowano tazni¢ wodng i ustawiono temperaturg ogrzewania na 37°C.
2. Przygotowano szklane probowki, korki silikonowe, pipety i koncowki do przeprowadzenia
reakcji.
3. Podzielono szklane probowki na:
. proboéwki testowe (z inhibitorem) — po 1 szt. na kazde badane stezenie inhibitora wobec
COX-1 lub COX-2,
. probowki do wyznaczenia 100% aktywnosci COX-1 lub COX-2 (bez inhibitora)
— po 2 szt. na izoforme,

o probowki tha (z inaktywowanym COX-1 lub COX-2) — po 1 szt. na izoforme.

Probowki testowe oraz probowki do wyznaczenia 100% aktywnosci COX-1 lub COX-2
1. Odmierzono do kazdej szklanej probowki po 950 pl buforu do inkubacji COX z inhibitorem

i wstawiono do tazni celem uzyskania temperatury 37°C.
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2. Dodano po 10 pl rozciericzonego roztworu hemu do kazdej szklanej probowki, wymieszano.

3. Dodano po 10 ul roztworu COX-1 lub COX-2 do odpowiednich szklanych probowek,
wymieszano.

4. Probowki testowe — dodano 20 ul rozciericzonego roztworu inhibitora, wymieszano
i inkubowano zawarto$¢ przez 10 minut w temperaturze 37°C.

Proboéwki do wyznaczenia 100% aktywnos$ci COX-1 lub COX-2 — dodano 20 ul DMSO,
wymieszano i inkubowano zawartos¢ przez 10 minut w temperaturze 37°C.

5. Dodano po 10 pl rozciericzonego roztworu kwasu arachidonowego do kazdej szklanej probowki
celem zainicjowania reakcji katalitycznej, wymieszano i inkubowano przez 2 minuty
w temperaturze 37°C. 10 pl roztworu odpowiadalo docelowemu stezeniu 100 pmol/l kwasu
arachidonowego w probowce. Catkowita objeto$¢ roztworu reakcji wynosita 1 ml.

6. Dodano po 50 ul 1 mol/l roztworu kwasu solnego do kazdej szklanej probowki w celu
zatrzymania reakcji katalitycznej.

7. Wyjeto probowki z tazni i do kazdej dodano po 100 ul nasyconego roztworu chlorku cyny, co
umozliwito redukcje otrzymanej, labilnej PGH, do stabilnej PGF,,. Inkubowano zawarto$¢
proboéwek przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Ostateczna objeto$¢ roztworu reakcji
wyniosta 1,15 ml.

8. Szczelnie zatkano proboéwki korkami silikonowymi i przystgpiono do oznaczania zawartos$ci
PGF,, metoda cEIA lub wstawiono je do lodéwki. Otrzymana PGF,, jest trwata przez siedem
dni w temperaturze 2-8°C.

Probowki ta

1. Przygotowano tazni¢ wodng i ustawiono temperatur¢ ogrzewania na 100°C.

2. Przygotowano plastikowa proboéwke o pojemnosci 500 ul.

3. Odmierzono 20 pl roztworu COX-1 lub COX-2, przeniesiono do probowki i szczelnie
zamknieto.

4. Wstawiono probéwke do wrzacej wody na 3 minuty w celu inaktywacji COX, potem wyjeto

i ochtodzono.

5. Ustawiono ogrzewanie tazni na 37°C.

6. Przygotowano dwie szklane probowki, korki silikonowe, pipety i koncéwki do przeprowadzenia
reakcji.

7. Odmierzono do kazdej szklanej probowki po 950 ul buforu do inkubacji COX z inhibitorem
i wstawiono do tazni celem uzyskania temperatury 37°C.

8. Dodano po 10 pl rozciericzonego roztworu hemu do kazdej szklanej probowki, wymieszano.

0. Dodano po 10 pl roztworu z inaktywowanym COX-1 lub COX-2 do odpowiednich szklanych

probowek, wymieszano.
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10. Dodano 20 ul DMSO, wymieszano i inkubowano zawarto$¢ przez 10 minut w temperaturze
37°C.

11. Dodano po 10 ul rozciericzonego roztworu kwasu arachidonowego do kazdej szklanej probowki
celem zainicjowania reakcji katalitycznej, wymieszano i inkubowano przez 2 minuty
w temperaturze 37°C. 10 ul roztworu odpowiadalo docelowemu stezeniu 100 umol/l kwasu
arachidonowego w probowce. Catkowita objgto$¢ roztworu reakcji wynosita 1 ml.

12.  Dodano po 50 pl 1 mol/l roztworu kwasu solnego do kazdej szklanej probowki w celu
zatrzymania reakcji katalitycznej.

13.  Wyjeto proboéwki z tazni i do kazdej dodano po 100 ul nasyconego roztworu chlorku cyny, co
umozliwito redukcje otrzymanej, labilnej PGH, do stabilnej PGF,,. Inkubowano zawarto$¢
proboéwek przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Ostateczna objeto$¢ roztworu reakcji
wyniosta 1,15 ml.

14. Szczelnie zatkano probowki korkami silikonowymi i przystapiono do oznaczania zawarto$ci
PGF,, metoda cEIA lub wstawi¢ je do lodowki. Otrzymana PGF,, jest trwata przez siedem dni

w temperaturze 2-8°C.

Probowki do oceny interferencji badanego zwigzku na wynik analizy

1. Wykonano wszystkie czynno$ci opisane powyzej — W punktach 1.-14. dla Probowki tla
— zawyjatkiem jednej zmiany w punkcie 10. polegajacej na zastgpieniu DMSO przez
rozcienczony roztwor inhibitora lub jego najwyzsze st¢zenie (w przypadku badania zakresu

stezen inhibitora).

3. Przygotowanie wzorcow, materialow i odczynnikow do oznaczania zawartosci

prostaglandyn

Bufor do oznaczania zawartosci prostaglandyn metodg cEIA

Przygotowano 10-krotne rozcienczenie koncentratu buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn
metodq cEIA.

W tym celu odmierzono 10 ml koncentratu i dodano 90 ml wody ultraczystej, cato$¢ wymieszano.

Rozcienczony bufor jest trwaty przez dwa miesiagce w temperaturze 2-8°C.

Bufor do przemywania ptytki

Przygotowano 400-krotne rozcienczenie koncentratu buforu do przemywania pfytki.

W tym celu nalezy odmierzono 5 ml koncentratu, 1 ml polisorbatu 20 i dodano 2000 ml wody
ultraczystej, catos¢ wymieszano.

Rozcienczony bufor jest trwaty przez dwa miesiace w temperaturze 2-8°C.
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Antyserum specyficzne dla prostaglandyn

Do fiolki z liofilizatem dodano 6 ml buforu do ozraczania zawartosci prostaglandyn metodg cEIA,

wymieszano.

Roztwor antyserum jest trwaty przez cztery tygodnie w temperaturze 2-8°C.

Znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg

Do fiolki z liofilizatem dodano 6 ml buforu do ozraczania zawartosci prostaglandyn metodg cEIA,

wymieszano.

Roztwor znacznika jest trwaty przez dwa tygodnie w temperaturze 2-8°C.

Zakres stezen prostaglandyn do krzywej wzorcowej

1.

Rozpuszczono 10 ng wzorca prostaglandyn w 1 ml buforu do oznaczania zawartosci
prostaglandyn metodq cEIA, Wymieszano.

Otrzymany roztwor zapasowy o stezeniu 10 ng/ml jest trwaly przez sze$¢ tygodni w
temperaturze 2-8°C.

Do przygotowania rozcienczen wykorzystano osiem szklanych probowek i oznaczono je
symbolami S1-S8.

Do probowki S1 przeniesiono 800 ul buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn metodg
cEIA.

Do probowek S2-S8 przeniesiono po 500 ul buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn
metodq cEIA.

Pobrano 200 pl roztworu zapasowego o stezeniu 10 ng/ml i przeniesiono do probéwki S1,
wymieszano. Uzyskany roztwor miat stezenie 2000 pg/ml.

Nastepnie odmierzono 500 pl roztworu z probowki SI1 i przeniesiono do proboéwki S2,
wymieszano. Czynnos¢ powtorzono dla kolejnych probéwek S2-S8.

Uzyskane roztwory S1-S8 sa trwate przez 24 godziny w temperaturze 2-8°C.

Sposob przygotowania roztwordw oraz wartosci stezen do krzywej wzorcowej przedstawiono

na RYCINIE 7.1-suplement.
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RYCINA 7.1-suplement
Procedura przygotowania stgzen prostaglandyn do krzywej wzorcowej [1].

4.

Wykonanie rozcienczen roztworéw prostaglandyn, ktére otrzymano w wyniku inkubacji

Probowki testowe — roztwory po inkubacji COX-1 i COX-2 z inhibitorami

1.

Przygotowano plastikowe probowki, pipety i koncéwki do wykonania rozcienczen.

Na jedng szklang probowke zawierajacg 1,15 ml roztworu po inkubacji COX-1 lub COX-2
z inhibitorem przypadaty dwie plastikowe probowki.

Oznaczono plastikowe probowki symbolami C1-C2, osobno dla reakcji COX-1 i COX-2.

Do kazdej probowki Cl1 dodano 990 ul buforu do ozmaczania zawartosci prostaglandyn
metodg CEIA.

Do odpowiednich probéwek C1 dodano po 10 ul roztworéw po inkubacji COX-1 lub COX-2
z inhibitorem, wymieszano. Uzyskane roztwory stanowity rozcienczenie 1:100.

Do kazdej probowki C2 dodano 950 pl buforu do ozmaczania zawartosci prostaglandyn
metodg CEIA.

Z kazdej probéwki C1 odmierzono 50 ul roztworu 1:100 i przeniesiono do odpowiedniej
probowki C2, wymieszano. Uzyskane roztwory stanowily rozcienczenie 1:2000 i postuzyly do

oznaczenia zawartosci prostaglandyn metoda cEIA.

Probowki do wyznaczenia 100% aktywnosci COX-1 lub COX-2

1.

Przygotowano plastikowe probowki, pipety i koncéwki do wykonania rozcienczen.

Na jedna szklang proboéwke zawierajacg 1,15 ml roztworu COX-1 lub COX-2 bez inhibitora
przypadaty dwie plastikowe probowki.

Oznaczono plastikowe probowki symbolami IA1-1A2, osobno dla roztworu COX-1 i COX-2 bez
inhibitora.

Do kazdej proboéwki IA1 dodano 990 pl buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn
metodg CEIA.

10
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4. Do odpowiednich probowek IA1 dodano po 10 pl roztworéow COX-1 lub COX-2 bez inhibitora,
wymieszano. Uzyskane roztwory stanowity rozcienczenie 1:100.

5. Do kazdej proboéwki IA2 dodano 950 pl buforu do ozmaczania zawartosci prostaglandyn
metodqg CEIA.

6.  Z kazdej probowki IA1 odmierzono 50 pl roztworu 1:100 i przeniesiono do odpowiedniej
probowki IA2, wymieszano. Uzyskane roztwory stanowily rozcienczenie 1:2000 i postuzyty do

oznaczenia zawartosci prostaglandyn metoda cEIA.

Probowki tla

1. Przygotowano plastikowe probowki, pipety i koncéwki do wykonania rozcienczen.
Na jedna szklang probéwke zawierajacg 1,15 ml roztworu inaktywowanego COX-1 lub COX-2
przypadata jedna plastikowa probowka.

2. Oznaczono plastikowe probowki symbolami BC1 dla COX-1 i BC2 dla COX-2.

3. Do proboéwki BC1 i BC2 dodano 990 ul buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn
metodg CEIA.

4, Do probowki BC1 dodano 10 ul roztworu inaktywowanego COX-1, a do probowki BC2 dodano
10 ul roztworu inaktywowanego COX-2, wymieszano. Uzyskane roztwory stanowity

rozcienczenie 1:100 i postuzyly do oznaczenia zawarto$ci prostaglandyn metodg cEIA.

Probowki do oceny interferencji badanego zwigzku na wynik analizy

1. Wykonano wszystkie czynnosci opisane powyzej — W punktach 1.-4. dla Probowki tia — stosujac
odpowiednio roztwor inaktywowanego COX-1 lub COX-2 z inhibitorem oraz oznakowanie
plastikowych probowek jako BC1 + inhibitor i BC2 + inhibitor.

5. Przygotowanie 96-dotkowej plytki do inkubacji, nanoszenie odczynnikow do

odpowiednich dotkéw

Pojecia:

Blank (BIK)

Absorbancja dla proby S$lepej, zmierzona po dodaniu odczynnika Ellman’a do pustego dotka
i wywotaniu ewentualnej barwnej reakcji. Warto$¢ absorbancji dla wszystkich pozostatych dotkow

nalezy pomniejszy¢ o absorbancj¢ proby Slepe;j.

Total Activity (TA)

Calkowita aktywno$¢ enzymatyczna AChE (sktadowej znacznika), bez obecnosci antyserum
i wolnego analitu (tj. prostaglandyny PGF,, uzyskanej w reakcji COX) w dotku. Zmierzona po
dodaniu odczynnika Ellman’a i wywotaniu barwnej reakcji. Warto$¢ absorbancji stanowi narzedzie

diagnostyczne do oceny poprawnosci uzyskanych wynikoéw metoda cEIA.

11
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Non-Specific Binding (NSB)

Nie-immunologiczne wigzanie si¢ znacznika z powierzchnig dotka. Niewielka ilo$¢ znacznika moze
wigzaé sie z biatkami izolacyjnymi powlekajagcymi dotek lub mysim anty-kroliczym przeciwciatem
IgG nawet przy braku obecnosci antyserum i wolnego analitu.

NSB stanowi pomiar absorbancji takiej mozliwos$ci wigzania, zmierzonej po dodaniu odczynnika

Ellman’a do dotka i wywotaniu barwnej reakcji.

Maximum Binding (Bo)

Maksymalna ilo$¢ znacznika, jaka moze zosta¢ zwigzana przez antyserum przy braku obecnosci
wolnego analitu. Tak uzyskany kompleks znacznik-antyserum wigzany jest przez mysie anty-krolicze
przeciwciato IgG na powierzchni dotka.

Absorbancja mierzona jest po dodaniu odczynnika Ellman’a do dotka i wywolaniu barwnej reakc;ji.

Bound/Maximum Bound (B/B,)
Stosunek absorbancji zmierzonej dla dotka danej probki testowej lub dotka wzorcowego stezenia

prostaglandyn do absorbancji zmierzonej dla dotka By.

Nanoszenie rozciehczeh probek (C2 i IA2), stezeh wzorcowych (S1-S8) i odczynnikéw do dotkéw:

1. Bufor do oznaczania zawartosci prostaglandyn metodg CEIA
Dodano po 100 pl buforu do kazdego dotka NSB oraz po 50 ul buforu do kazdego dotka B,.

2. Stezenia prostaglandyn do krzywej wzorcowej (S1-S8)
Stezenia nanoszono od najmniejszego (S8) do najwigkszego (S1) do dwoch kolumn po osiem
dotkow.
Dodano po 50 pl stgzenia S8 do dwoch dotkéw. Czynnos¢ powtorzono dla kolejnych stezen
S7-S1.

3. Probowki tla (BC)
Dodano po 50 pl roztworu BC1 do dwoch dotkow oraz po 50 pl roztworu BC2 réowniez do
dwoch dotkow.

4.  Probowki do oceny interferencji badanego zwigzku na wynik analizy (BC + inhibitor)
Dodano 50 ul roztworu BC1 + inhibitor do jednego dotka oraz 50 ul roztworu BC1 + inhibitor
réowniez do jednego dotka.

5. Probowki do wyznaczenia 100% aktywnosci COX-1 i COX-2 (1A2)
Dodano po 50 pl roztworu 1A2 COX-1 do dwoch dotkow oraz po 50 pl roztworu 1A2 COX-2

réwniez do dwoch dotkow.
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Probowki testowe reakcji COX-1 i COX-2 z udziatem inhibitora (C2)

Dodano po 50 ul kazdego roztworu C2 COX-1 oraz C2 COX-2 do odpowiednich dwoch
dotkow.

Zgodnie z zaleceniami producenta zestawu — wykonano przynajmniej dwa oznaczenia dla danej

probowki testowej C2.

7. Znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg

Dodano po 50 pl roztworu znacznika do kazdego dotka za wyjatkiem dotkoéw Blk i TA.

5 ul roztworu znacznika dodano do kazdego dotka TA dopiero na etapie rozwijania ptytki

z uzyciem odczynnika Ellman’a.

8. Antyserum specyficzne dla prostaglandyn

Dodano po 50 pl roztworu znacznika do kazdego dotka za wyjatkiem dotkow Blk, TA i NSB.

TABELA 7.1-suplement

Uproszczony schemat dodawania reagentéw do poszczegolnych dotkow [1].

Probéwka, odczynnik [ Bufor cEIA BC(+inhibitor), Znacznik Antyserum
Dolek S1-S8, 1A2, C2
Blk - - - _
TA - - 5 ul(etap rozwijania ptytki) -
NSB 100 ul . 50 ul i
Bo 50 ul - 50 ul 50 ul
BC (+inhibitor), i
51-S8, 1A2, C2 50 ul 50 pl 50 pl

Przyktadowe oznakowanie dotkéw dla oznaczania aktywno$ci jednej izoformy COX zaprezentowano

na RYCINIE 7.2-suplement.

2 3 4 5

6 7 8 9 101112

" OOOOCEEEEEE
8 @OEOOEOEOEEE
cOREOCEEEEVEE
P EOOEOEEEEOEWE
E OOEOOOEOEOVE
FOOEOOOOEOEWE)
sOOOOOOELELE
HOEEEOEOVELEEE

RYCINA 7.2-suplement

Wzor oznakowania 96-dotkowej plytki do oznaczania aktywnosci inhibitorow COX oraz zdjecie
plytki po inkubacji z odczynnikiem Ellman’a [1].
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6.

Inkubacja plytki oraz pomiar absorbancji

Etap inkubacji | (z reagentami):

1.
2.
3.

Przykryto ptytke folia ochronng po wypetnieniu wszystkich dotkéw wymaganymi reagentami.
Wstawiono ptytke do wytrzasarki rotacyjnej, ustawiono szybkos¢ obrotéw na 250 / minutg.

Inkubowano w ciemnosci, w temperaturze pokojowej, przez 18 godzin.

Etap inkubacii II (z odczynnikiem Ellman’a):

1.

Przygotowano roztwor odczynnika Ellman’a.

W tym celu rozpuszczono jedna fiolke liofilizatu w 20 ml wody ultraczystej.

Uzyskany roztwor przechowywano w ciemnosci do momentu dodawania do dotkow.

Wyjeto ptytke z wytrzasarki i usunigto foli¢ ochronng.

Wstawiono ptytke do pluczki, oproézniono zawarto$¢ dotkéw i przemyto 5-krotnie za pomoca
buforu do przemywania ptytki.

Wyjeto ptytke z ptuczki i naniesiono po 200 pl roztworu odczynnika Ellman’a do kazdego
dotka.

Dodano po 5ul roztworu znacznika do kazdego dotka TA.

Przykryto ptytke folig ochronng, wstawiono do wytrzasarki rotacyjnej i ustawiono szybkosé¢
obrotéw na 250 / minute.

Inkubowano w ciemnosci, w temperaturze pokojowej, przez 60-90 minut — w celu otrzymania
barwnych, zo6ttych roztwordw.

Wyjeto ptytke z wytrzasarki i usunigto foli¢ ochronng.

Zmierzono absorbancj¢ zottego roztworu w kazdym dotku za pomoca czytnika, przy dtugosci
fali 405 nm.

Optymalna wartos¢ absorbancji dla dotkow By winna miesci¢ si¢ w zakresie 0,3 — 0,8
(pomniejszona o wartos¢ proby slepej).

W przypadku wartosci By < 0,3 — przediuzy¢ inkubacje o kolejne 15 min lub do uzyskania
wartosci progowej 0,3.

W przypadku wartosci By > 1,5 — przemy¢ plytke ponownie 5 razy i powtorzyé etap rozwijania

Z nowym roztworem odczynnika Ellman’a.

Obliczenia

Obliczenia podstawowe:

1.
2.
3.

Usredniono wartosci absorbancji dla dotkéw Blk.
Od warto$ci absorbancji kazdego dotka odjeto $rednig wartos¢ Blk.

Usredniono wartosci absorbancji dla dotkow NSB.
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Usredniono wartosci absorbancji dla dotkow Ba,.
Od éredniej wartoSci Bg 0djeto srednig warto$¢ NSB. Otrzymana wartos¢ to skorygowane Bi,.

Usredniono warto$ci absorbancji dla dotkéw TA.

N o o &

Od éredniej wartosci TA odjeto $rednig wartos¢ NSB i pomnozono przez 10. Otrzymana
warto$¢ to faktyczne TA.

8. Podzielono skorygowane By przez faktyczne TA i pomnozono przez 100%. Uzyskana warto$¢
to faktyczny stopien wigzania si¢ kompleksu znacznik-antyserum z mysim anty-kroliczym

przeciwciatem IgG na powierzchni dotka.

Obliczenia danych do krzywej wzorcowej:
Obliczono wartos¢ B/B, dla dotkow S1-S8.

W tym celu od wartosci S1 odjeto $rednig wartos¢ NSB i nastepnie uzyskany wynik podzielono przez

skorygowane B,.

Analogiczne obliczenia powtdrzono dla pozostatych dotkéw S2-S8.

Wyznaczenie krzywej wzorcowej:

Wykreslono krzywa liniowa opisujaca zaleznos¢ wartosci logit (B/Bg) dla dotkow S1-S8 od
wzorcowych stezen prostaglandyn S1-S8:

1. Dokonano transformacji logitowej wartosci B/By:
(B/By)
logit (B/By) = In —————
S T N = ®/By)]
2. O$ y przyjeto wartosci logit (B/By) (skala liniowa), a o§ X stanowily wzorcowe st¢zenia
prostaglandyny (skala logarytmiczna).
3. W oparciu o uzyskane wyniki wykreslono krzywa liniowa w skali pollogarytmicznej na

podstawie wzoru (WYKRES 7.1-suplement)

251

10 100 1000

logit (B/B,)

wzorcowe stezenie prostaglandyny [pg/ml]

logit (B/By) = a » In (stgzenie PG) + b
logit (B/By) = a « 2,303 « log (stezenie PG) + b

WYKRES 7.1-suplement
Krzywa liniowa logit (B/By) = f [log(stezenie PG)] [1].
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Obliczenia wynikow dla probowek testowych C2, probéwek 1A2 oraz probéwek tta (BC):

BC

BC +

1A2

C2

Obliczono wartos¢ B/B, dla dotkow BC.

W tym celu od wartosci BC odja¢ $rednig wartos¢ NSB i nastgpnie uzyskany wynik podzieli¢
przez skorygowane By.

Wyznaczono stezenie prostaglandyn w probdéwce z inaktywowanym COX-1 lub COX-2
wykorzystujac wykres i wzor krzywej liniowej logit (B/Bo) = f [log(stezenie PG)].

Uzyskany wynik pomnozono przez krotno$¢ rozcienczenia, czyli 100.

inhibitor

Obliczono warto$¢ B/Bdla dotka BC + inhibitor — analogicznie jak dla BC.

Wyznaczono st¢zenie prostaglandyn w probowce z inaktywowanym COX-1 lub COX-2
— analogicznie jak dla BC.

Uzyskany wynik pomnozono przez krotno$¢ rozcienczenia, czyli 100.

Badany zwiqzek uwaza sie za powodujqcy interferencje, jesli uzyskany wynik jest >20% wyzszy
niz dla BC. W takim przypadku roztwor uzyskany w wyniku reakcji inhibitora z COX nalezy
oczysci¢ i poddaé ponownemu oznaczaniu metodg cEIA. Do tego celu mozna zastosowac
kartridze do ekstrakcji w fazie statej oraz radioaktywnie znakowang prostaglandyne

(np. [*H]-PGE,) do oceny stopnia odzysku oczyszczonej prébki.

Obliczono wartos¢ B/Bg dla dotkow 1A2 — analogicznie jak dla BC.

Wyznaczono st¢zenie prostaglandyn w probowce z COX-1 lub COX-2 bez inhibitora
—analogicznie jak dla BC.

Uzyskany wynik pomnozono przez krotno$¢ rozcienczenia, czyli 2000.

Od otrzymanej warto$ci stezenia prostaglandyn odjeto warto$¢ stezenia wyznaczong dla BC.

Otrzymany wynik to stezenie PG powstatych w probowce bez inhibitora (PG ;09 akywnosei cox )-

Obliczono wartos¢ B/Bg dla dotkow C2 — analogicznie jak dla BC.

Wyznaczono st¢zenie prostaglandyn powstalych podczas inkubacji inhibitora z COX-1 lub
COX-2 —analogicznie jak dla BC.

Uzyskany wynik pomnozono przez krotno$¢ rozcienczenia, czyli 2000.

Dla danej probowki testowej C2 roznica w wynikach uzyskanych dla dwoch dotkow nie powinna
by¢ wigksza niz 10%. Jesli wynosi >20% — reakcj¢ z COX lub oznaczanie metodq cEIA nalezy

powtorzyc.
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Od otrzymanej warto$ci st¢zenia prostaglandyn odjeto warto$¢ stgzenia wyznaczong dla BC.
Otrzymany wynik to stezenie PG powstalych w probowce z inhibitorem (PG innivitor cox )-
Wyznaczono stopien zahamowania aktywnosci COX-1 lub COX-2 przez okreslone stgzenie

badanego inhibitora na podstawie ponizszego wzoru.

PG 100% aktywnosci COX — PG inhibitor COX
zahamowanie aktywnoéci COX [%] = = 100 %

PG 100% aktywnosci COX

W przypadku analizy kilku stezen inhibitora sporzadzono tzw. krzywg sigmoidalng opisujaca
zalezno$¢ stopnia zahamowania aktywnosci COX (08 Y) 0od zakresu stezen badanego inhibitora
(0§ X, skala potlogarytmiczna).

W oparciu o uzyskane wykresy wyznaczono wartosci ICso badanego inhibitora wobec COX-1
lub COX-2.
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9.  SYNTEZA POCHODNYCH TRANS-STILBENU (ETAP IIl)

Q. Synteza pochodnych trans-stilbenu (ETAP 111)
9.4. Potwierdzenie tozsamosci i struktury zsyntezowanych zwigzkow

9.4.1. Metody badan analitycznych

Elementarna analiza organiczna

Oznaczanie procentowej zawartosci wegla, wodoru i azotu (C, Hi N) [2]

1. Do wykonania oznaczenia wykorzystano mikronawazki (10-12 mg) badanych zwigzkow.

2. Odwazong probke umieszczono w analizatorze i poddano katalitycznemu spalaniu w rurze
w temperaturze 1200°C.

3. W wyniku tego procesu powstaly gazy (CO,, N,, H,0), ktére rozdzielano na specjalnych
kolumnach adsorpcyjnych i oznaczano kolejno za pomoca detektora przewodno$ci cieplnej
(TCD, ang. thermal conductivity detector).

4. Wynik zawartosci C, H i N podano w procentach wagowych.

Sprzet:
Do wykonania analizy wykorzystano nastepujace urzadzenia:
- mikrowaga Sartorius M2P o zakresie 0,1 — 2000 mg (Sartorius AG, Niemcy);

- analizator elementarny Vario EL 11l (Elementar Analysensysteme GmbH, Niemcy).

Oznaczenie temperatury topnienia

1. Do wykonania oznaczenia wykorzystano mikronawazki (6-8 mg) badanych zwiazkow.
2. Odwazong probke umieszczono w 3 szklanych kapilarach i poddano ogrzewaniu w zakresie
temperatur 50 — 250°C.

3. Zakres temperatury topnienia (poczatek i koniec) oceniano wizualnie.

Sprzet:

Do wykonania analizy wykorzystano nastepujace urzadzenia:

- mikrowaga Sartorius M2P o zakresie 0,1 — 2000 mg (Sartorius AG, Niemcy);

- aparat kapilarny do pomiaru zakresu temperatury topnienia Digi-Melt MPA160 (Stanford
Research Systems, USA) [3].

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — wyznaczanie wspélczynnika Ry

Analiz¢ TLC wykonano stosujac standardowa metodologi¢ [4; 5].

1. Do wykonania oznaczenia wykorzystano niewielkie nawazki (15-20 mg) badanych zwigzkow.

2. Odwazong probke rozpuszczono w matej objetosei (ok. 0,5 mL) rozpuszczalnika DMSO.
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3. Nastepnie przy pomocy szklanej kapilary naniesiono roztwor zwigzku na wcezesniej
przygotowang szklang ptytke chromatograficzng (zel krzemionkowy lub celuloza) Iub na bibulg.
Plytke lub bibule osuszono i umieszczono w komorze zawierajacej uktad rozwijajacy.

Analize prowadzono do momentu osiagnigcia linii koncowej przez czoto uktadu rozwijajacego.

Nastepnie ptytke lub bibule osuszono z pozostatosci uktadu za pomoca suszarki.

A

Otrzymang ptytke poddano wizualizacji w §wietle lamy UV (A = 254 nm) i wyznaczono wartos¢
wspolczynnika op6znienia Rs.

Rt = odleglos¢ przebyta przez badany zwigzek / odlegtos¢ przebyta przez czoto uktadu rozwijajacego

Sprzet:
. szklana komora chromatograficzna z pokrywg (biostep, Niemcy);
. suszarka reczna (Braun, Niemcy);
. urzadzenia do obserwacji ptytek do TLC, model CN-6(Vilber Lourmat, Niemcy);
. przeno$na lampa UV 254 nm, model VL-6.C (Vilber Lourmat, Niemcy);
. szklane plytki chromatograficzne:
- pokryte zelem krzemionkowym z fluorescentem UV,s, , wymiary 10 x 10 cm, grubos¢
warstwy 0,25 mm(SIL G-25 UV 254, Macherey-Nagel, Niemcy);
- pokryte celulozg z fluorescentem UV,s, , wymiary20 x 20 cm, grubos$¢ warstwy 0,25 mm
(CEL 300-25 UV 254, Macherey-Nagel, Niemcy);
. bibuta chromatograficzna, wymiary 15 x 15 cm (3MM CHR, Whatman, Wielka Brytania)

Odczynniki (uktad rozwijajgcy):

. chloroform, cz.d.a., 98,5% (Avantor, Polska)

. metanol, cz.d.a., 99,8% (Avantor, Polska)

. n-butanol, cz.d.a., 99,5% (Avantor, Polska)

. kwas octowy, cz.d.a., 99,5% (Avantor, Polska)
. woda, HPLC grade, <2 uS/cm (Avantor, Polska)

Spektrometria mas (MS)

Zsyntezowane zwigzki poddano standardowej analizie MS, w ktorej probki poddano jonizacji

metodg elektrorozpylania (ESI, ang. Electrospray lonization) [6].

1. Do wykonania oznaczenia wykorzystano mikronawazki (0,5-1 mg) badanych zwigzkdw.
2. Odwazong probke rozpuszczono w matej objetosci (ok. 8-10 mL) rozpuszczalnika, ktorym byt
metanol lub mieszanina metanol/woda 1:1 (v/v). W razie konieczno$ci do roztworu dodawano

1% kwas mrowkowy.
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Nastepnie za pomocg pompy strzykawkowej i stalowej kapilary wprowadzono roztwor zwigzku
do komory jonizacyjnej, w ktorej czasteczki ulegaly jonizacji poprzez elektrorozpylanie
(w wyniku zastosowania wysokiego napigcia i gazu rozpylajacego).

Powstate jony byly suszone za pomoca gazu i przepuszczane przez separator stozkowy celem
dalszej analizy.

Jony podlegaly analizie za pomoca uktadu kwadrupol — analizator czasu przelotu jonow,
a nastgpnie byty identyfikowane za pomocg detektorow.

Uzyskane widmo masowe byto przetwarzane przy pomocy specjalistycznego oprogramowania

komputerowego.

Parametry analizy MS:

zakres analizowanych mas: 100 — 1000 m/z;
szybko$¢ nastrzyku pompy: 5 pL/min;
temperatura zrodta jonéw: 80°C;

napiecie stalowej kapilary:

- +3,0 kV (jonizacja dodatnia),

- —2,7 kV (jonizacja ujemna);

gaz rozpylajacy (nebulizacja): azot

- szybkos¢ przeptywu: 100 L/h,

- cis$nienie 20 psi;

gaz suszacy (desolwatacja): azot:

- temperatura: 250°C,

- cisnienie: 50 psi,

- szybkos¢ przeptywu podczas desolwatacji: 400 L/h,
- szybkos¢ przeptywu przez stozek: 50 L/h;
napigcie separatora stozkowego:

- —-30 V (jonizacja dodatnia),

- +30 V (jonizacja ujemna);

napigcie ekstraktora: 3 V;

napiecie soczewek RF: 0,5 V.

Sprzet i oprogramowanie:

spektrometr mas z jonizacjg typu ESI oraz kwadrupolem i analizatorem czasu przelotu jonéw
(quadrupole-time of flight, Q-tof): Waters/Micromass Q-tof Premier mass spectrometer
(Waters, Wielka Brytania);

oprogramowanie do spektrometru mas: MassLynx V4.1(Waters, Wielka Brytania);

pompa strzykawkowa: Pump 11 Elite Infusion Only Single Syringe (Harvard, Wielka Brytania).
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Odczynniki:

metanol, LC-MS Ultra Chromasolv, >99,9% (Sigma Aldrich, Niemcy);
woda, LC-MS LiChrosolv, >99,9% (Merck Millipore, Niemcy);

kwas mrowkowy, LC-MS Ultra, >98,0% (Sigma Aldrich, Niemcy);
azot, LC-MS grade, >99,999% (Linde, Polska).

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (NMR)

Otrzymane pochodne trans-stilbenu poddano badaniu NMR, uzyskujgc jednowymiarowe

widma *H NMR oraz *C NMR [6].

1.
2.

Do wykonania oznaczenia wykorzystano niewielkie nawazki (15-20 mg) badanych zwiazkow.
Odwazong probke rozpuszczono w matej objetosci (ok. 1 mL) rozpuszczalnika, ktorym byt
deuterowany dimetylosulfotlenek (DMSO-ds).

Do prébdéwki dodano wzorzec wewnetrzny, ktorym byt TMS (tetrametylosilan).

Nastepnie roztwor badanego zwigzku przeniesiono do probdéwki kwarcowej, ktéra umieszczono
w probniku spektrometru NMR.

Probowke opuszczono do srodka magnesu i wykonano analize wzgledem wzorca.

Uzyskane widmo byto przetwarzane przy pomocy specjalistycznego oprogramowania

komputerowego.

Parametry analizy NMR:
'H NMR:

czestotliwo$¢ rezonansowa pola magnetycznego: 300 MHz lub 400 MHz;
natgzenie pola magnetycznego: 7,049 T lub 9,397 T;
temperatura pomiaru: 25°C;

zakres przesunigcia chemicznego 6: 0 — 13ppm.

13C NMR:

czestotliwos¢ rezonansowa pola magnetycznego: 75 MHz lub 101 MHz;
nat¢zenie pola magnetycznego: 7,049 T lub 9,397 T;
temperatura pomiaru: 25°C;

zakres przesunigcia chemicznego 6: 0 — 220 ppm.

Sprzet i oprogramowanie:

dwukanatowy spektrometr NMR: VARIAN Mercury 300 MHz (Varian, USA), wyposazony w:
- magnes nadprzewodzacy Oxford 300 MHz (*H), 75 MHz (**C);
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-~ sonda szerokopasmowa BB *H/"F/**C/*'P czterojadrowa f=5 mm;
- uktad chtodzacy magnes: ciekly hel (-269°C) i ciekty azot (-196°C);
° czterokanatowy spektrometr NMR: VARIAN VNMR-S 400 MHz (Varian, USA), wyposazony w:
—  magnes nadprzewodzacy 400/54 Premium Shielded 400 MHz (*H), 100 MHz (*3C);
—  sondy szerokopasmowa BB "H/®F/**C/*'P czterojadrowa f=5 mm;
- uktad chtodzacy magnes: ciekty hel (-269°C) i ciekty azot (-196°C);

. komputer PC z oprogramowaniem ACD/NMR Processor Academic Edition — wersja 12.01

Odczynniki:
° DMSO-ds (dimethyl sulfoxide-d6; 99,9 atom % D) (Sigma Aldrich, Niemcy);
° TMS (tetramethylsilane ACS reagent, NMR grade, >99,9%) (Sigma Aldrich, Niemcy).

Spektroskopia w podczerwieni (IR)

Zsyntezowane zwiazki poddano rowniez klasycznej analizie spektralnej w podczerwieni

z transformacja Fouriera (FT-IR) [6].

1. Do wykonania oznaczenia wykorzystano niewielkie nawazki (1,2-1,3 mg) badanych zwiazkow
zmieszanych ze 100 mg KBr.

2. Odwazone sktadniki ucierano w mozdzierzu agatowym i poddano pastylkowaniu w celu
uzyskania pastylek o $rednicy ok. 13 mm.
Nastepnie pastylki umieszczano w spektrometrze i wykonywano pomiar widma.

4. Uzyskane widmo bylo przetwarzane przy pomocy specjalistycznego oprogramowania

komputerowego.

Parametry analizy FT-IR:
. zakres pomiarowy: 4000 cm™ — 400cm™;

. rozdzielczo$é: 2 cm™:

. temperatura: 25°C.

Sprzet i oprogramowanie:
. spektrometr prozniowy FT-IR Bruker IFS 66v/S (Bruker Optics, Niemcy), wyposazony w:

- pompe olejowa Edwards 18,
- zrodlo promieniowania: GLOBAR (pret z weglika krzemu),
- detektor DTGS (deuterowany siarczan trdjglicyny),
- interferometr Michelsona z beamsplitterem KBr lub CaF, ,
. uchwyt do pastylek z KBr o $rednicy 13mm;

. komputer PC z programem OPUS/IR — wersja 7.0;
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9.  SYNTEZA POCHODNYCH TRANS-STILBENU (ETAP IIl)

pastylkarka KBr 13 mm Maassen 54KB1300M (Maassen, Niemcy);

mozdzierz agatowy.

Odczynniki:

bromek potasu: Potassium bromide FT-IR grade, >99% (Sigma Aldrich, Niemcy).
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11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE, W LINIl KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

11. Oznaczanie stopnia zahamowania syntezy PGE; w linii komoérkowej
MCF-7 (ETAP VII)

11.3. Materialy, odczynniki, sprzet i oprogramowanie

11.3.2. Oznaczanie stezenia PGE, w supernatancie komorkowym

W celu oznaczenia poziomu PGE,, wytworzonej przez COX-2 obecng w komoérkach MCF-7,
wykorzystano gotowy zestaw Prostaglandin E, Express ELISA Kit firmy Cayman Chemical
Company, USA [7].

Zestaw ten sktada si¢ z nastgpujacych materialow i odczynnikow:

a)  materialy:
° antyserum — przeciwcialo monoklonalne specyficzne dla prostaglandyny E, (ang.
Prostaglandin E, Express EIA Monoclonal Antibody), liofilizat:
. znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg (ang. Prostaglandin E,
Express AChE Tracer), liofilizat:
- koniugat PGE, z AChE wyizolowang z narzadu elektrycznego strgtwy
(fac. Electrophorus electricus);
. ptytka 96-dotkowa pokryta kozim anty-mysim przeciwciatem IgG;
. folia do przykrycia ptytki 96-dotkowe;j;
b)  odczynniki:
. wzorzec PGE; w ilosci 10 ng (ang. Prostaglandin E, Express EIA Standard), liofilizat;
. koncentrat buforu do oznaczania zawartosci prostaglandyn metoda cEIA (ang. EIA Buffer
Concentrate (10X)), bezbarwna ciecz:
— bufor fosforanowy 1 mol/l zawierajacy BSA 1%, chlorek sodu 4 mol/l, EDTA
czterosodowa so6l 10 mmol/l i azydek sodu 0,1%;
. koncentrat buforu do przemywania ptytki (ang. Wash Buffer Concentrate (400X)),
bezbarwna ciecz:
— bufor fosforanowy 4 mol/l o pH 7,4;
. polisorbat 20 (Tween 20), oleista, zéttawa ciecz;
. odczynnik Ellman’a (ang. Ellman’s Reagent), liofilizat:
- jodek acetylotiocholiny, kwas 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoesowy, chlorek sodu,
wodorofosforan postasu, diwodorofosforan potasu;
. barwnik do identyfikacji znacznika (ang. EIA Tracer Dye), czerwona ciecz;

. barwnik do identyfikacji antyserum (ang. EIA Antiserum Dye), niebieska ciecz.
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11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE, W LINIl KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

11.4.  Metodyka badania
11.4.2. Kompetycyjny test immunoenzymatyczny (CEIA)

11.4.2.5 Procedura oznaczania stezenia prostaglandyny E, w supernatancie hodowlanym

1. Przygotowanie wzorcow, materialow i odczynnikow do oznaczania zawartosci

prostaglandyny E,

Bufor do oznaczania zawartosci prostaglandyn metodq cEIA

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Bufor do przemywania plytki
Patrz ROzZDZIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Antyserum specyficzne dla prostaglandyn
Patrz ROZDZIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.
Dodatkowo do przygotowanego antyserum mozna doda¢ niebieski barwnik w ilosci 60 ul

(rozcienczenie 1:100), co utatwia identyfikacje dotkoéw, do ktorych dodano antyserum.

Znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg
Patrz ROZDZIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.
Dodatkowo do przygotowanego znacznika mozna doda¢ czerwony barwnik w ilosci 60 pl

(rozcienczenie 1:100), co utatwia identyfikacje dotkow, do ktorych dodano znacznik.

Zakres stezen prostaglandyny E, do Krzywej wzorcowej
Patrz ROzZDZIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

2. Przygotowanie 96-doltkowej plytki do inkubacji, nanoszenie odczynnikéw do odpowiednich
dotkéw

Pojecia:
Blank (BIk), Total Activity (TA), Non-Specific Binding (NSB), Maximum Binding (Bo),
Bound/Maximum Bound (B/B,)

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Nanoszenie supernatantu, stezen wzorcowych (S1-S8) i odczynnikéw do dotkdw:

Bufor do oznaczania zawartosci prostaglandyn metodg CEIA

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.
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11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE, W LINIl KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

Stezenia prostaglandyn do krzywej wzorcowej (S1-S8)
Patrz ROZDZIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Kontrola (supernatant bez inhibitora)

Doda¢ po 50 pl roztworu do odpowiednich 24 dotkow.

Supernatant z inhibitorem (zwiqgzek N1)
Zwiagzek N1 6,25 pmol/l: doda¢ po 50 ul roztworu do odpowiednich 24 dotkow.
Zwigzek N1 12,5 pymol/l: doda¢ po 50 ul roztworu do odpowiednich 24 dotkow.

Znacznik — prostaglandyna E, zwigzana z acetylocholinoesterazg

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Antyserum specyficzne dla prostaglandyny E,

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

TABELA 11.1-suplement
Uproszczony schemat dodawania reagentéw do poszczegdlnych dotkoéw [7].

Supernatant, odczynniki, | Bufor cEIA | S1-S8, kontrola, Znacznik Antyserum
kontrola supernatant

Dolek

Blk - - - -

TA - - 5 ul (etap rozwijania plytki) -

NSB 100 pl - 50 pl -

Bo 50 ul - 50 pl 50 pl

S1-S8, kontrola, supernatant = 50 pl 50 pl 50 pl
Przyktadowe oznakowanie dotkow dla oceny aktywnosci COX-2 zaprezentowano na RYCINIE

11.1-suplement.
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11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE, W LINIl KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

1 2 3 45 6 7 8 9 101112
T 000000000
B @E& Q@@
¢ GBEEHEEEOMOEEE
D (EIEOO®RPRE@E@)
EE@EEEOEEMEMEE)E) e .
E @@@@@@ Dofki 1-8: kontrola (supernatant bez zwigzku N1)
GREED@@(9)(5)@)E)(E)| Dotki 9-16: supernatant (zwigzek N1 6,25 pmol/l)
H Dotki 17-24: supernatant (zwigzek N1 12,5 pmol/l)

RYCINA 11.1-suplement
Wzor 96-dotkowej ptytki do oznaczania stezenia PGE, W supernatancie komérkowym [7].

3. Inkubacja plytki i pomiar absorbancji

Etap inkubacji | (z reagentami)

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Czas inkubacji: 60 minut.

Etap inkubaciji II (z odczynnikiem Ellman’a):

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

4, Obliczenia

Obliczenia podstawowe:

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Obliczenia danych do krzywej wzorcowej:

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Wyznaczenie krzywej wzorcowej:

Patrz RozDzIAL 7.4.1.4 — SUPLEMENT.

Obliczenia wynikow dla kontroli oraz supernatantu z inhibitorem:

Wartosé BIBg

1. W tym celu od uzyskanych wartosci absorbancji (skorygowanych wartoscig proby slepej BIK)

odejmowano s$rednia warto§¢ NSB 1 nastgpnie uzyskany wynik podzielono przez

skorygowane B,.

2. Odczytano stezenie prostaglandyny E, w kontroli oraz supernatancie z inhibitorem,

wykorzystujgc wykres i wzor krzywej liniowej logit (B/By) = f [log(stezenie PGE5)].

4, Wyznaczono $rednie stezenie prostaglandyny E, w kontroli (PGE; onrola) Oraz supernatancie

z okre$lonym stgzeniem inhibitora (PGE; sypernatant)-




11.  OZNACZANIE STOPNIA ZAHAMOWANIA SYNTEZY PGE, W LINIl KOMORKOWEJ MCF-7 (ETAP VII)

Wyznaczono stopien zahamowania aktywnosci COX-2 w komoérkach MCF-7 przez okre$lone
stezenie badanego inhibitora (zwigzek nr N1) wzgledem kontroli — na podstawie ponizszego

Wwzoru:

PGEZ kontrola — PG EZ supernatant
zahamowanie aktywnos$ci COX-2 [%] = =100 %
PG EZ kontrola
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12.  WYNIKI

12.  Wyniki

12.1.  Oznaczanie aktywnosci inhibicyjnej pochodnych trans-stilbenu i trans-stilbazolu
wobec COX-1i COX-2 w warunkach in vitro (ETAP I)

12.1.1. Badanie przesiewowe

Wykresy i parametry krzywych wzorcowych

Krzywa wzorcowa

) g Krzywa wzorcowa
logit (B/Bo) = f (log PGF3,) logit (B/Bo) = f (log PGF 2,

| T

ﬂ? >
8 o g g
o 2
™ 10 100 1000
14
2z Stezenie PGF,, [pg/mi] 2] Stezenie PGF 5, [pg/mi] s
logit (B/Bo) = -1,44 (+0,15) * log PGF 5, + 3,29 (x0,35) logit (B/By) = -2,35 (£0,11) * log PGF, + 6,18 (10,26)
R2= 0,9692 R =0,9845 R?=0,9931 R = 0,9965
B/Bg (20) = 1778,28 pg/ml (1467,23; 2249,52) BBy (20) ik 1678,80 pg/ml (1530,§5; 1855,35)
B/Bo (s0) = 193,20 pg/ml (153,63; 243,89) B/Bo (s0) =430,53 pg/ml (384,23; 484,06)
B/By (s0) = 21,04 pg/mi (16,07; 26,21) B/By (s0) = 110,41 pg/ml (106,56; 114,05)
A B

WYKRES 12.1-suplement

Krzywe wzorcowe logit (B/By) = f (logPGF,,):

badanie przesiewowe zwigzkow nr Z1 — Z16 w reakcji z COX-1 > wykres A
badanie przesiewowe zwigzkow nr Z17 — Z25 w reakcji z COX-1 - wykres B
B/By (20)— stgzenie PGF,, przy 20% wartosci B/Bg

B/By (s0)— stgzenie PGF,, przy 50% wartosci B/Bg

B/By (s0)— stezenie PGF,, przy 80% wartosci B/Bg
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12. WYNIKI
Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/Bg) = f (log PGF ) logit (B/By) = f (log PGF ;)
39 4
34
24 [}
] N \
@ 1 Q
g 2 :
0 2 \
o0 0 T T T
10 100 1000

" 50 No.oo\
11

[

.24
Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/By) = -1,63 (+0,09) * log PGF5,, + 3,91 (+0,23)

R%=0,9895 R = 0,9947

B/By (20 = 1807,17 pg/ml (1607,07; 2058 65)
B/Bo (s0) = 253,51 pa/ml (221,67; 290,13)
B/By g0y = 35,56 pg/ml (31,65; 39,37)

WYKRES 12.2-suplement

Krzywe wzorcowe logit (B/Bo) = f (logPGF,,):
badanie przesiewowe zwiazkow nr Z1 — Z16 w reakcji z COX-2 = wykres A
badanie przesiewowe zwigzkow nr Z17 — Z25 w reakcji z COX-2 - wykres B

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/By) = -1,98 (£0,10) * log PGF 5, + 5,01 (:0,22)

R?=0,9930

R = 0,9965

B/Bo (20) = 1761,98 pg/ml (1602,01; 1954,05)
BBy (s0 = 349,14 pg/ml (312,03; 391,11)
B/Bo (s0) = 69,02 pg/ml (65,09; 72,92)

12.1.2. Oznaczenie aktywnosci inhibicyjnej zwiazkéw Z5, 79 i Z11

Wykresy i parametry krzywych wzorcowych

Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) =f (log PGF ,,,)

T T
10 100 1000

logit (B/B,)
o

14

24

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/B) = -1,62 (+0,08) * log PGF ,,, + 3,68 (+0,16)
R? =0,9947 R=0,9973

BBy (20) = 1312,20 pg/ml (1176,49; 1447 91)
B/By (s0) = 183,65 pg/ml (175,47; 191,83)

A B/Bo (s0) = 25,76 pg/ml (23,73; 27,79)

WYKRES 12.3-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/B,) = f (logPGF,,): reakcje zwigzku Z5 z COX-1.
krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2

Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF,,,)

1000

logit (B/B,)

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/By) = -1,76 (£0,06) * log PGF 5, + 3,91 (£0,15)

R?=0,9963 R = 0,9981

B/Bg (20) = 1011,58 pg/ml (972,44, 1050,72)
B/Bg (50) = 165,58 pg/ml (158,04; 173,12)
B/Bg (goy = 27,04 pg/ml (24,62; 29,46)
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12.  WYNIKI

Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF 5, ) logit (B/Bo) = f (log PGF,,)
2- 3
24
P E —_
o g 1
) ¥ Q .
:.— Ot ————— 7 = 0
> 10 100 2 10 100 1000
[*] =
= 4 .14
.24
-2
Stezenie PGF,, [pg/mi] 3 Stezenie PGF,, [pg/mi]
logit (B/B,) = -1,68 (10,11) *log PGF 5, + 3,92 (+0,26) logit (B/Bg) = -1,81 (+0,07) * log PGF,,, + 4,24 (+0,20)
R?=0,9873 R= 0,9936 R?=0,9937 R = 0,9968
B/By (20) = 1419,05 pg/ml (1286,76; 1551,34) B/By (20) = 1276,46 pg/ml (1209,31; 1343,61)
B/Bg (50) = 213,30 pg/ml (200,24; 226,36) B/Bo (50) = 219,79 pg/ml (211,12; 228,46)
A BBy o) = 32,06 pg/ml (27,74; 36,38) B BB 80y = 37,67 pg/ml (34,05; 41,29)

WYKRES 12.4-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/By) = f (logPGF,,): reakcje zwiazku Z5 z COX-2.
krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2

Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/Bo) = (log PGF »,) logit (B/B,) =f (log PGF 5, )
3 5
24 .
—_ 11
g ] ¢ & -
c‘\n’ o v T 2 T e Y T 1 T
- 10 100 e 1000 =3 19 100 1000
o -1 e}
o 4
.24
s 2 ;
-3+ o
Stezenie PGF 5, [pg/mli] Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/Bo) =-2,53 (£0,14) * log PGF 5, + 6,11 (+0,34) logit (B/Bgy) = -1,88 (+0,15) *log PGF ,,, + 4,05 (+0,35)
R? = 0,9904 R = 0,9952 R?2 = 0,9816 R = 0,9908
B/By (20) = 909,91 pg/ml (860,66; 959,16) B/By (20) = 763,84 pg/ml (708,34; 819,34)
B/By;(s0) =258,27 pg/ml (250,09; 266 45) B/By (s0) = 140,60 pg/ml (134,14; 147,06)
A BIBo o) = 73,28 pg/ml (68,66; 77.90) B BBy o) = 25,88 pg/ml (21,86; 29,90)

WYKRES 12.5-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/Bo) = f (logPGF,,): reakcje zwiazkow Z9 i Z11 z COX-1.
krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2
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Krzywa wzorcowa
logit (B/By) = f (log PGF ,,,)

10 100

logit (B/B)
o

14

-2

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/Bo) = -1,84 (£0,09) * log PGF 5,, + 4,35 (+0,20)
R? =0,9931 R = 09965
B/Bo (20) = 1291,22 pg/ml (1219,26; 1363,18)

A B/Boso) =228,60 paimi (224,78; 232.42)
B/By (s0) = 40,36 pg/ml (37,13; 43,59)

WYKRES 12.6-suplement

Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF,,,)

T
10 100 1000

logit (B/Bq)

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/Bo) =-1,71 (+0,08) * log PGF 5, + 3,67 (+0,18)
R? =0,9924 R= 0,9962
B/By (20) = 920,45 pg/ml (841,67; 999,23)

B/Bo (0 = 21,83 pg/ml (19,86; 23,80)

Krzywe wzorcowe logit (B/Bo) = f (logPGF,): reakcje zwiazkow Z9 i Z11 z COX-2.

krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2
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12.  WYNIKI

12.2. Analiza 2D QSAR (ETAP I1)

12.2.1. Prosta regresja liniowa (SLR)

12.2.2. Wieloraka regresja liniowa (MLR)

Test istotnosci statystycznej wspolczynnika korelacji liniowej

1. Nalezy sformutowaé hipoteze zerowg (Hy) oraz alternatywna (H;), ktéra powinna sugerowac, ze
W populacji korelacja migdzy obu cechami jest wicksza od zera.
Ho:r=0;Hy:r>0

2. Obliczy¢ statystyke testowa dla postawionej hipotezy zerowe;.

3. Przyjmujac poziom istotno$ci a<0,05 i ustalajac ilo$¢ stopni swobody — nalezy odnalezé

warto$¢ krytyczng (ty,) dla obliczonej statystyki testowej.

4. Obliczy¢ warto$¢ parametru t korzystajac z ponizszego wzoru i porownac z wartoscia ty,
F=R n—2
- J1—R?
gdzie:

n —ilo$¢ pomiarow
R — wspoélczynnik korelacji

5. W przypadku, gdy t > t, = nalezy odrzuci¢ hipoteze zerows, co oznacza ze wspotczynnik

korelacji rozni si¢ od zera w sposob istotny statystycznie.
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12.  WYNIKI

12.3.  Synteza pochodnych trans-stiloenu (ETAP I11)
12.3.1. Wyniki badan tozsamosci i struktury

12.3.1.1. Produkt posredni dla zwiazku nr Z5: 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben

Elementarna analiza pierwiastkow:
C14H1;0CI — masa molowa: 230,58 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=7291%
H=4,80%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=72,62%
H=4,61%

Oznaczenie temperatury topnienia;
183 — 185°C

TLC:
Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHCI; : CH;0OH 50:1 (v/v)

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,51

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nast¢pujace piki (RYCINA 12.1-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

o 103 i 104 m/z [M+H+2K]**— pik gtowny
. 120 m/z [M-HCI+2Na]*

b)  jonizacja ujemna:

. 187 i 189 m/z [M-CH,CO-HT]
o 2291 231 m/z [M-H] - pik gtowny
. 262 i 264 m/z [M+CH3;0H-H]
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12.  WYNIKI

data: 21-Mar-2016, godz.: 12:18:55, probka: 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben

100 — 229, 231 [M-H]
©
5
>
5§
= o
O S
g
>
& 262, 264
= 187,189 [|V|+CH30H—H]'
[M-CH,CO-HI
112
7] 124 309 207 579
0 AAA‘KA n‘u‘m.“hm “u,JA L d.wﬂtll; 4 i | [I— I i Ll

100 —

120 [M-HCI+2Na]*

X —

intensywno$¢ wzgledna

103, 104 [M+H+2K]**

A 2
et

replepiaprder
150

LB e
200

250 300 350 400

450

500

550

600

Scan ES-
1.57e7

Scan ES+
5.64e8

m/z

RYCINA 12.1-suplement

Widmo ESI-MS dla 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

'H NMR oraz *C NMR:

Badanie "H NMR przeprowadzono z zastosowaniem czestotliwosci rezonansowej 400 MHz, natomiast
B3C NMR przy czestotliwosci 101 MHz.
Wyniki analizy wraz z przyporzadkowaniem atoméw wodoru i wegla do poszczegdlnych sygnatow
zaprezentowano w TABELI 12.1-suplement oraz na RYCINACH 12.2-3-suplement.

TABELA 12.1-suplement

Charakterystyka widm *H NMR oraz **C NMR dla 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

Hé/g'»“ OH
Hé/gz\ an\\c, | CDCH/
! <H:5/ﬁ
Nr '"H NMR “CNMR
atomu 0 [ppm] 0 [ppm]
a 6,99; 7,03 (dublet, J = 16,4 Hz, 2H) 123,7
B 7,15; 7,19 (dublet, J = 16,6 Hz, 2H) 1279
1 - 136,6
2 7,55; 7,57 (dublet, J = 8,7 Hz, 2H) 128,0
3 7,42 - 7,44 (2 x dublet, J = 8,5Hz, J = 8,6 Hz, 4H) 127,6
4 - 131,1
5 7,42 - 7,44 (2 x dublet, J = 8,5Hz, J = 8,6 Hz, 4H) 127,6
6 7,55; 7,57 (dublet, J = 8,7 Hz, 2H) 128,0
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1’ - 129,3
2’ 7,42 - 7,44 (2 x dublet, J = 8,5Hz, J = 8,6 Hz, 4H) 128,6
3’ 6,77; 6,79 (dublet, J = 8,4 Hz, 2H) 115,6
4 - 157,5
5 6,77; 6,79 (dublet, J = 8,4 Hz, 2H) 115,6
6’ 7,42 - 7,44 (2 x dublet, J = 8,5Hz, J = 8,6 Hz, 4H) 128,6
OH (4) 9,63 (singlet, 1H) -
0.40 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilben T
N .
10.0 9.5 9.0 8.5 6.0 Ch:r:cal S:i:(ppm;l.s 4.0 3.5 3.0 2. . K .

RYCINA 12.2-suplement
Widmo *H NMR dla 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.
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Chemical Shift (ppm)
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RYCINA 12.3-suplement
Widmo *C NMR dla 4-chloro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

12.3.1.2. Produkt posredni dla zwiazkéw nr Z9 i Z11: 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilben

Zwiazek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;

oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS, *H NMR oraz **C NMR.

Flementarna analiza pierwiastkOw:
C14H1:NO3z; — masa molowa: 241,24 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:

C=69,70%
H=4,60%
N=5,81%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:

C=69,77 %
H=4,84%
N=557%

Oznaczenie temperatury topnienia:
211 —215°C
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TLC:

Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHClI;

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,11

MS:

W—analizie ESI-MS zidentyfikowano nastgpujace piki (RYCINA 12.4-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

141 m/z [M+H+K]**

195 m/z [M-NO,]*

210 m/z [M-O,+H]"~ pik glowny
211 m/z [M-NO]*

242 m/z [M+H]"

264 m/z [M+Na]”

523 m/z [2*M+H,0+Na]"

b)  jonizacja ujemna:

240 m/z [M-H] - pik glowny
481 m/z [2+M-H]

data: 18-Mar-2014, godz.: 13:53:20, prébka: 4-nitro-4-hydroksy-trans-stilben
240 [M-HJ
100 —

©
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g 4
2
§ 4
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S
2
k)
£ B

4 | 481 [2:M-H]

112 186
Oj‘y—r/\'r"ww—v\rmwﬂ—{\rwryu H‘Lr“mq"uu L N A Mo e HH‘JLH e R e
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©
2 i
=3
@
[ i 264 [M+Na]*
=
O
8 = -
s 211
& 7 195 [M-NOJ
2 | [M-NO,J'
a 141 ~ / 242

i [M+H+KR* / MeH 523

j [2'M+H,0+Na]'
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L W
0 ATH T w T g \‘ = T 1 T T T T JL\‘ g T 1
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Scan ES-

1.10e8

Scan ES+

5.41e7

m/z

RYCINA 12.4-suplement
Widmo ESI-MS dla 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.
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'H NMR oraz *C NMR:

Badanie ‘H NMR przeprowadzono z zastosowaniem czgstotliwosci rezonansowej 400 MHz, natomiast
BC NMR przy czestotliwosci 101 MHz.
Wyniki analizy wraz z przyporzadkowaniem atoméw wodoru i wegla do poszczegoélnych sygnatow
zaprezentowano w TABELI 12.2-suplement oraz na RYCINACH 12.5-6-suplement.

TABELA 12.2-suplement

Charakterystyka widm *H NMR oraz **C NMR dla 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

Hé/gi OH
’ 82 ug\\ l ::Er
Hcl/ Y \SB * ﬁb/o
el
|
(¢]
Nr 'HNMR BC NMR
atomu 0 [ppm] 0 [ppm]
o 7,16; 7,20 (dublet, J = 16,4 Hz, 2H) 123,0
B 7,42; 7,46 (dublet, ] = 16,4 Hz, 2H) 127,4
1 - 1447
2 7,78; 7,81 (dublet, J = 8,9 Hz, 2H) 126,7
3 8,19; 8,22 (dublet, J = 8,8 Hz, 2H) 124,0
4 - 145,6
5 8,19; 8,22 (dublet, J = 8,8 Hz, 2H) 124,0
6 7,78; 7,81 (dublet, J = 8,9 Hz, 2H) 126,7
1’ - 133,5
2’ 7,51; 7,53 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 128,8
3’ 6,80; 6,83 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 115,7
4 - 158,3
5 6,80; 6,83 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 115,7
6’ 7,51; 7,53 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 128,8
OH (4°) 9,80 (singlet, 1H) -
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RYCINA 12.5-suplement
Widmo 'H NMR dla 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.

4-nitro-4-hydroksy-trans-stilben DMSO-d6
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RYCINA 12.6-suplement
Widmo **C NMR dla 4-nitro-4’-hydroksy-trans-stilbenu.
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12.3.1.3. Zwiazek nr Z5: 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben

Zwiazek poddano nastepujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkdw C i H; oznaczenie
temperatury topnienia; TLC; MS oraz IR.

Elementarna analiza pierwiastkow
C47H1503Cl — masa molowa: 302,75 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=6744%
H=4,99%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=67,35%
H=470%

Oznaczenie temperatury topnienia;
158 — 159°C

TLC:
Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHCl;

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,80

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.7-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

e 152,153 m/z [M+2H]*

. 243, 245 m/z [M-CO,CHs] *

e 303, 305m/z [M+H]"

o 325, 327 m/z [M+Na]" - pik gtowny
e 341,343 m/z [M+K]"

e 357,359 m/z [M+CH,OH+Na]*

e 373,375 m/z [M+CH;OH+K]"*

e 627,631 m/z[2*M+Na] "

b)  jonizacja ujemna:

e 229,231 m/z [M-CH,CO,CHs] - pik gtowny
e 287,289 m/z [M-CHy]
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data: 30-Mar-2016, godz.: 09:34:22, prébka: 4-chloro-4’-(karboksymetylometoksy)-trans-stilben
Scan ES-
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RYCINA 12.7-suplement
Widmo ESI-MS dla 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystepowanie kilku charakterystycznych oddziatywan

(RYCINA 12.8-suplement i TABELA 12.3-suplement):

drgania rozciggajace wigzania C-H w mostku etylenowym, pierscieniu aromatycznym
oraz podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 3100 — 2800 cm™,

drgania rozciaggajace wigzania C=0 w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 1770 cm™,
drgania rozciagajace wiazania C=C w pier$cieniu aromatycznym-— ok. 1600 — 1500 cm™,

drgania rozciggajace wigzania C-O-C w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’

— ok. 1300 - 1000 cm*,

drgania deformacyjne wigzania C-H w mostku etylenowym — ok. 950 cm™,

drgania deformacyjne wiazania C-H w pierécieniu aromatycznym — ok. 840 cm™

drgania deformacyjne wigzania C-Cl — ok. 720 cm™.
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7 4-chloro-4’-(karboksymetylometoksy)-frans-stilben
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d / Nl pasma kombinacyjne
£ V. :
[+ - C-H (rozciggajgce)’
o 08 VC-H (rozciagajace): CH.-. -CH., 7241
% pierscien aromatyczny A o c 540,9
L ;
= J v_ s 1440,6
E CH  (rozciagajace): Vel (rozciagajace):
& -CH=CH- R-CH,-CI
o) 1512,9 9691 ‘
— 04 = 1603,6
R 6C—H (deformacyjne):
12661 CH=CH-
| v / 10829 g37 g
C—C (rozciagajace): <4
pierscier aromatyczny
0.2 = 12140 | 6C—H(deformacyme):
pierscien aromatyczny
Voo . v -
e C=0 (rozciggajgce) < 1770.4 C-0-C (rozciagajace):
R-C(0)O-CH, 704, R-0-GH,y- ; -G-0-GH
0 +—r—rT-—TrrTrVTTTr'r T
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
i -1
liczba falowa [cm ']

RYCINA 12.8-suplement

Widmo IR dla 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.

TABELA 12.3-suplement

Charakterystyka widma IR dla 4-chloro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.

Liczba falowa [cm™] Rodzaj drgan
3068,4 ve.y (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3018,2 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-
2959,4; 2895,3 ve.n (rozeiagajace): -CHy-; -CHj
2000 — 1800 pasma kombinacyjne
1770,4 Ve=o (rozciggajace): -R-C(0)O-CH,
1603,6; 1512,9 Ve=c (rozciagajace): pierscien aromatyczny
1440,6 d¢c. (deformacyjne): -CH,-; -CH3
1266,1 —1082,9 vc-oc (rozciagajace): R-O-CHy-; -C-O-CH;
969,1 Scn™™ (deformacyjne): -CH=CH-
837,9 dc.n (deformacyjne): pier§cien aromatyczny
724,1 ve.cl (rozciggajace): R-CgHy-Cl

12.3.1.4. Zwiazek nr Z9: 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilben

Zwiazek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;
oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS oraz IR.

Elementarna analiza pierwiastkow:

C16H1sNO3z; — masa molowa: 269,29 g/mol
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Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=7129%

H=557%

N =5,20%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=7118%

H=584%

N =5,06 %

Oznaczenie temperatury topnienia:
145 — 147°C

TLC:

Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHClI;

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,74

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.9-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

e 135m/z [M+2H]*

e 164 m/z [M+H,O+H+K]*

e 195m/z [M-NO,-CH,CHz+H]*
. 242 m/z [M-CH,CH3+2H]*

e  253m/z[M-O]*

e 264 m/z [M-CH,CHz+H+Na]
. 270 m/z [M+H] "

o 292 m/z [M+Na] * — pik gtéwny
. 561 m/z [2*M+Na]"

b)  jonizacja ujemna:

o 168 m/z [M-CH,CH3-NO,-C,H,]

° 224 m/z [M-CH3-NOJ

. 240 m/z [M-CH,CHjs] - pik gtoéwny
. 254 m/z [M-CH,]

° 268 m/z [M-H]

o 269 m/z [M]«

o 306 m/z [M+K-2H]
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data: 22-Oct-2015, godz.: 08:39:26, prébka: 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilben
Scan ES-
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RYCINA 12.9-suplement
Widmo ESI-MS dla 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystepowanie kilku charakterystycznych oddziatywan

(RYCINA 12.10-suplement i TABELA 12.4-suplement):

. drgania rozciggajace wigzania C-H w mostku etylenowym, pierscieniu aromatycznym
oraz podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 3100 — 2800 cm™,

. drgania rozciagajace wiazania C=0 w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 1770 cm™,

. drgania rozciagajace wiazania C=C w pier$cieniu aromatycznym-— ok. 1600 cm™,

. drgania rozciaggajace wigzania N=0 grupy nitrowej w pozycji 4 — ok. 1500 i 1330 cm™,

. drgania rozciggajace wigzania C-O-C w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’
— ok. 1300 - 1000 cm*,

o drgania deformacyjne wigzania C-H w mostku etylenowym — ok. 950 cm™,

. drgania deformacyjne wigzania C-H w pierscieniu aromatycznym — ok. 840 cm™.
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4-nitro-4’-etoksy-trans-stilben
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RYCINA 12.10-suplement

Widmo IR dla 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilbenu.

TABELA 12.4-suplement

Charakterystyka widma IR dla 4-nitro-4’-etoksy-trans-stilbenu.

Liczba falowa [cm™]

Rodzaj drgan

3070,3 ve.y (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3014,8 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-
2996,4 — 2881,3 ve.n (rozeiagajace): -CH,CH3
2000 — 1650 pasma kombinacyjne
1637,9 ve=c™ (rozciagajace): -CH=CH-
1586,2 Ve=c (rozciagajace): pierscien aromatyczny

1512,0; 1336,5

vn=o (rozciagajace): -NO,

1441,6; 1393,4

dc.1 (deformacyjne): -CH,CH;

1252,6 — 1043,3

ve.oc (rozciggajace): R-O-CH,CH;

956,6

Sc.q™™ (deformacyjne): -CH=CH-

845,6

Oc.n (deformacyjne): pierscien aromatyczny

12.3.1.5. Zwigzek nr Z11: 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilben

Zwigzek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;
oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS oraz IR.
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Elementarna analiza pierwiastkow:
C17H15NOs — masa molowa: 313,30 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=6517%

H=483%

N=4,47%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C =65,08%

H=484%

N=4,26%

Oznaczenie temperatury topnienia:
169 — 172°C

TLC:
Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHCI,

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,46

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.11-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

e 254 miz [M-CO,CHy]*

e 264 miz [M-CH,CO,CHs+H+Na]*
o 267 miz[M-NO,]'**

o 332 miz [M+H+H,0]"

o 336 m/z [M+Na]" - pik gtéwny

. 352 m/z [M+K]"

. 360 m/z [M-CHs+Na+K]"

b)  jonizacja ujemna:

o 209 m/z [M-C¢H;NO,+H,0T

o 224 m/z [M-OCH,CO,CHs]

o 239 m/z [M-CO,-OCH,]

o 240 m/z [M-CH,CO,CH;]

o 250 m/z [M-OCH;-O,]

o 254 m/z [M-CO,CHs]

. 276 m/z [M-CO,CH;-H+Na] — pik glowny
. 312 m/z [M-H]

o 314 m/z [M-OCH3+CH3;OH]
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data: 22-Oct-2015, godz.: 07:56:45, probka: 4-nitro-4’-(karboksymetylometoksy)-trans-stilben
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RYCINA 12.11-suplement
Widmo ESI-MS dla 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystepowanie kilku charakterystycznych oddziatywan

(RYCINA 12.12-suplement i TABELA 12.5-suplement):

. drgania rozciagajace wigzania C-H w mostku etylenowym, pierScieniu aromatycznym
oraz podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 3100 — 2800 cm™,

. drgania rozciagajace wiazania C=0 w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’ — ok. 1760 cm™,

. drgania rozciagajace wiazania C=C w pier$cieniu aromatycznym-— ok. 1600 cm™,

. drgania rozciagajace wigzania N=0 grupy nitrowej w pozycji 4 — ok. 1500 i 1350 cm™,

. drgania rozciaggajace wigzania C-O-C w podstawniku alifatycznym w pozycji 4’
— ok. 1300 — 1100 cm™,

o drgania deformacyjne wigzania C-H w mostku etylenowym — ok. 980 cm™,

. drgania deformacyjne wigzania C-H w pierscieniu aromatycznym — ok. 840 cm™.
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- 4-nitro-4-(karboksymetylometoksy)-trans-stilben
6C7H (deformacyjne):
1,0 - -CH,-; -CH,
J 28437 aet 2000 m
-1800 602,6
3073,2 2910,2 7—’
2950,7
08 -
3003,8
9 pasma kombinacyjne
689.4
.m 0,6 - 748.3
g VC—H'(mz’ciqgajqce)'
g | pierscien aromatyczny vaH (rozciagajace):
€ CH;. -CH, [1431,0 537,1
o2 ' 976,8
g %49 Ve " rozciagajace)
-CH=CH- o \\ 6C—me(deformacyjne):
J v ’ . 1111,8 6447 -CH=CH-
pig;sccigzzz:r‘zfna;?;:z)ﬁy\ L 1278]6] l_l\
02 = 1587,2 5C—H(def0rmaq'jme):
1218,8 pierécien aromatyczny
1183,2
_ 1757,9
I% \VC—O—C (rozciagajace):
y 1348,0 R-0-CH,-;-C-O-CH,
] sjc(zo”)(g—cclig:ﬁm \VN:O (rozciagajace):
NO.
L L AL AL L AL L AL AL L AL L AL L L S AL L L
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
liczba falowa [cm™]
RYCINA 12.12-suplement
Widmo IR dla 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu
TABELA 12.5-suplement
Charakterystyka widma IR dla 4-nitro-4’-karboksymetylometoksy-trans-stilbenu
Liczba falowa [cm™] Rodzaj drgan
3073,2 ve.n (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3003,8 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-
2950,7; 2910,2; 2843,7 ve.n (rozeiagajace): -CHy-; -CH3
2000 - 1800 pasma kombinacyjne
1757,9 Ve=o (rozciggajace): -R-C(0)O-CHj,
1587,2 Ve=c (rozciagajace): pierscien aromatyczny
1500,4; 1348,0 vn=o (rozciaggajace): -NO,
1431,0 d¢c. (deformacyjne): -CH,-; -CH3
1278,6 —1111,8 ve.oc (rozciggajace): R-O-CHy-; -C-O-CHj3
978,6 Scn™™ (deformacyjne): -CH=CH-
844,7 dc.n (deformacyjne): pierscien aromatyczny

12.3.1.6. Zwiazek nr N1: 4-nitro-3’,4°,5’-trihydroksy-trans-stilben

Zwigzek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;

oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS; '"H NMR; **C NMR oraz IR.
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Elementarna analiza pierwiastkow:
C14H1:NOs — masa molowa: 273,24 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=6154%

H=4,06%

N=513%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=61,26%

H=432%

N=517%

Oznaczenie temperatury topnienia:
do temperatury 360°C zwigzek nie ulega stopieniu

TLC:

Faza stacjonarna — bibuta chromatograficzna
Faza ruchoma — n-butanol : kwas octowy : woda (4:1:1)

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,00

MS:

W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.13-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

135m/z [M'CH'C5H2(OH3)3]+.

149 m/z [M+H+Na]**

163 m/z [M+2H+H,0+CH,0H]**
246 m/z [M-NO,+H+H,0]"

268 m/z [M-NO,+Na+H,0]*

279 m/z [M-O-H+Na]" - pik glowny
283 m/z [2-M+2H+H,0]*

299 m/z [2-M+2H+H,0+CH,0H]*"
312 m/z [M+K]"

352 m/z [M-H+Na+K+H,0]*

500 m/z [2-M-NO,]**

b)  jonizacja ujemna:

e 209 m/z [M-CgH,NO,+H,0]
224 m/z [M-OCH,CO,CHs]

153 m/z [M-2H+2H,0]*

255 m/z [M-2H-0]

272 m/z [M-H] - pik gtéwny
273 m/z [M]*

545 m/z [2-M-H]

50



12.  WYNIKI

data: 02-Mar-2015, godz.: 13:10:42, prébka: 4-nitro-3',4’,5’-trihydroksy-trans-stilben
72 TOF MS ES-
72 [M-H
100+ M-H] 1.17e4
©
c
°
@
<)
N
2
IS
o
§ 273 M)
153
% M-2H+2H,0] -~
@ ;
2 255
£ [M-2H-0}
545
‘ [2M-H]
O \‘\ T T \‘\ \J\ \H \Il\‘m\“‘\ \1\ \‘\ T T
279 TOF MS ES+
100 [M-O-H+Na] 523
2
500
E" 163 [2M-NO,J"
ﬁi [M+2H+H,0+CH,0H* 246
2 [M-NO,+H+H,0] 283
:g = [2:M+2H+H, 0"
o}
g [2"M+2H+H,0+CH,OH]:
2 149
c [M+H+Na
Q 268
z 3 [M-NO,+Na 312 35
- [M-CH-C H,(OH),} +H,0]" [M+K] [M-H+Na+K+H,0] 389
203 27 ’ N 495
211 364 477 560
ottt ittt mﬂ( PTTIO |  T EA N i T i
T i T T T Ii T i T i T i T LAARALI i M T Ii I i T i T i 1 i T i 1 i 1 i T i 1 I T T i T i 1 i T i 1 1 m/Z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

RYCINA 12.13-suplement

Widmo ESI-MS dla 4-nitro-3°,4,5’-trihydroksy-trans-stilbenu.

'H NMR oraz *C NMR:

Badanie "H NMR przeprowadzono z zastosowaniem czestotliwosci rezonansowej 300 MHz, natomiast
B3C NMR przy czestotliwosci 101 MHz.
Wyniki analizy wraz z przyporzadkowaniem atoméw wodoru i wegla do poszczegdlnych sygnatow
zaprezentowano w TABELI 12.6-suplement oraz na RYCINACH 12.14-15-suplement.

TABELA 12.6-suplement

Charakterystyka widm *H NMR oraz **C NMR dla 4-nitro-3°,4’,5’-trihydroksy-trans-stilbenu.

Nr 'H NMR ¥C NMR
atomu 0 [ppm] 0 [ppm]
a 6,98:; 7,03 (dublet, J = 15,9 Hz, 1H) 126,7
B 7,27; 7,32 (dublet, J = 16,2 Hz, 1H) 126,8
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1 - 145,5
2 7,79; 7,82 (dublet, J= 8,9 Hz, 2H) 123,9
3 8,17; 8,20 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 122,8
4 - 146,2
5 8,17; 8,20 (dublet, J = 8,6 Hz, 2H) 122,8
6 7,79; 7,82 (dublet, J= 8,9 Hz, 2H) 123,9
1’ - 134,3
2’ 6,61 (singlet, 2H) 106,5
3 - 144,7
4 - 134,8
5 - 144,7
6’ 6,61 (singlet, 2H) 106,5
OH (37) 8,14 (singlet, 3H) -
OH (4) 8,14 (singlet, 3H) -
OH (5”) 8,14 (singlet, 3H) -

Normalized Intensity

4-nitro-3’,4",5'-trihydroksy-trans-stilben

55

I
[}

343

5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

RYCINA 12.14-suplement
Widmo *H NMR dla 4-nitro-3’,4,5’-trinydroksy-trans-stilbenu.
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Normalized Intensity
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RYCINA 12.15-suplement
Widmo **C NMR dla 4-nitro-3’,4°,5°-trihydroksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystgpowanie kilku charakterystycznych oddziatywan

(RYCINA 12.16-suplement i TABELA 12.7-suplement):

drgania rozciagajace wigzania O-H w grupach hydroksylowych w pozycjach 3°, 4> i 5°,
charakteryzujace si¢ mocnymi wigzaniami wodorowymi miedzy czgsteczkami — szerokie pasmo
ok. 3600 — 3200 cm*,

drgania rozciagajagce wigzania C-H w mostku etylenowym 1 pierScieniu aromatycznym
— ok. 3100 — 3000 cm™,

drgania rozciagajace wiazania C=C w pierécieniu aromatycznym-— ok. 1600 cm™,

drgania rozciaggajace wigzania N=0 grupy nitrowej w pozycji 4 — ok. 1515 i 1350 cm™,

drgania deformacyjne wigzania O-H w grupach hydroksylowych w pozycjach 3’, 4° 1 5’
— ok. 1450 cm™ i 750 — 700 cm'™,

drgania rozciggajace wigzania C-O-H pomiedzy weglami 3°, 4’ i 5° pierScienia aromatycznego
a grupami hydroksylowymi w pozycjach 3°, 4> i 5°— ok. 1100 cm™,

drgania deformacyjne wigzania C-H w mostku etylenowym — ok. 1030 cm™,

drgania deformacyjne wiazania C-H w pierécieniu aromatycznym — ok. 850 cm™.
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RYCINA 12.16-suplement

Widmo IR dla 4-nitro-3°,4’,5’-trihydroksy-trans-stilbenu.

TABELA 12.7-suplement

Charakterystyka widma IR dla 4-nitro-3°,4°,5’-trihydroksy-trans-stilbenu.

Liczba falowa [cm™]

Rodzaj drgan

3600 — 3200 vo.y (rozciggajace, mocne wigzania wodorowe): -(OH)3
3075,6 ve.y (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3009,5 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-

2000 - 1800 pasma kombinacyjne
1597,8 ve=c (rozciggajace): piercien aromatyczny

1515,8; 1344,2

vn=o (rozciagajace): -NO,

1447,4, 749,2; 697,1

do.n (deformacyjne): -(OH)3

1108,9 Ve.o-n (rozciagajace): -CgH,-(OH)3
1027,9 Scn™™ (deformacyjne): -CH=CH-
854,3 Oc.y (deformacyjne): pierscien aromatyczny

12.3.1.7. Zwigzek nr N2: 4-nitro-3°,4’,5

’-trimetoksy-trans-stilben

Zwiazek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;
oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS; '"H NMR; **C NMR oraz IR.

Elementarna analiza pierwiastkow:
C47H17NOs — masa molowa: 315,32 g/mol
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Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=64,75%

H=5,43%

N=4,44%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=64,53%

H=5,30%

N=4,47%

Oznaczenie temperatury topnienia:
191 — 194°C

TLC:

Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHCl;

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,28

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.17-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

140 m/z [M-2CH+3H+Na]**

151 m/z [M-CH3+3H]**

261 m/z [M-NO-3CHg+3H+H,0]"
269 m/z [M-NO,]"™

285 m/z [M-O-CHz+H]*

316 m/z [M+H]"

338 m/z [M+Na]”

360 m/z [M-H+2Na]" - pik gtéwny
376 m/z [M-H+Na+K]"

392 m/z [M-H+2K]"

408 m/z [M-H+Na+K+CH,0OH]"

b)  jonizacja ujemna:

100 m/z [M-CH3-2H]* - pik gtéwny
112 m/z [M-NO,-3CH;]*

122 m/z [M-CH=CH-C4H,(OCH3)3]
146 m/z [M-3CHgz+Na]*

309 m/z [M-2CHs+Na]

314 m/z [M-H]
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data: 14-Mar-2016, godz.: 09:28:53, prébka: 4-nitro-3’,4’,5’-trimetoksy-trans-stilben
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RYCINA 12.17-suplement

Widmo ESI-MS dla 4-nitro-3°,4°,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

'H NMR oraz *C NMR:

Badanie "H NMR przeprowadzono z zastosowaniem czestotliwosci rezonansowej 300 MHz, natomiast
B3C NMR przy czestotliwosci 75 MHz.
Wyniki analizy wraz z przyporzadkowaniem atoméw wodoru i wegla do poszczegdlnych sygnatow
zaprezentowano w TABELI 12.8-suplement oraz na RYCINACH 12.18-19-suplement.

TABELA 12.8-suplement

Charakterystyka widm *H NMR oraz **C NMR dla 4-nitro-3°,4’,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

Nr 'HNMR BCNMR

atomu 6 [ppm] 6 [ppm]
o 7,38; 7,43 (dublet, J = 16,4 Hz, 1H) 125,7
B 7,46; 7,51 (dublet, J = 16,5 Hz, 1H) 131,9
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Chemical Shift (ppm)

1 - 1442
2 7,82; 7,85 (dublet, J= 9,0 Hz, 2H) 127,0
3 8,23; 8,26 (dublet, J = 8,9 Hz, 2H) 124,1
4 - 146,0
5 8,23; 8,26 (dublet, J = 8,9 Hz, 2H) 124,1
6 7,82; 7,85 (dublet, J=9,0 Hz, 2H) 127,0
1’ - 1334
2’ 7,02 (singlet, 2H) 104,6
3 - 153,1
4’ - 138,2
5 - 153,1
6’ 7,02 (singlet, 2H) 104,6
7 3,85 (singlet, 6H) 55,9
8’ 3,70 (singlet, 3H) 60,1
9’ 3,85 (singlet, 6H) 55,9
HC7';C9'
4-nitro-3,4,5"-trimetoksy-trans-stilben I
HCS’
.(_E
-
DMSO—d5
T T™S
R S [
T JULTPv\f
6.5 6.0 55 5.0 45 4.0\—‘ 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5 0

RYCINA 12.18-suplement
Widmo *H NMR dla 4-nitro-3°,4’,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.
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RYCINA 12.19-suplement
Widmo **C NMR dla 4-nitro-3’,4°,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystgpowanie kilku charakterystycznych oddzialywan

(RYCINA 12.20-suplement i TABELA 12.9-suplement):

. drgania rozciggajace wigzania C-H w mostku etylenowym, pierscieniu aromatycznym
i w podstawnikach metoksylowych — ok. 3100 — 2800 cm™,

. drgania rozciggajace wigzania C=C w pierécieniu aromatycznym— ok. 1580 cm™,

. drgania rozciggajace wigzania N=0 grupy nitrowej w pozycji 4 — ok. 1500 i 1330 cm™,

. drgania deformacyjne wigzania C-H w podstawnikach metoksylowych — ok. 1450 cm™,

. drgania rozciagajace wigzania C-O-C pomigdzy weglami 3°, 4’ 1 5 pierécienia aromatycznego
a grupami metoksylowymi w pozycjach 3°, 4° i 5° — ok. 1300 — 1100 cm™,

. drgania deformacyjne wiazania C-H w mostku etylenowym — ok. 980 cm™,

° drgania deformacyjne wiazania C-H w pierécieniu aromatycznym — ok. 860 cm™.
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4-nitro-3',4’,5'-trimetoksy-trans-stilben
1.0 = 6C7H (deformacyjne):
-(OCH,),
1 3064.5 2100-1700
v S
C-H (rozciggajgce) 3010,3
piersciefi aromatyczny 457,0
038 - 2964,2 pasma kombinacyjne 5255
2936.3
i 28234 16875
Ven'™ rozciagajace): A / 6258
-CH-CH- v o s
% 06 = Co—ké(}—r'ozqqgajqce): Vec! (rozciagajace):
c B -CH=CH- 7511
2 693.3
= J 1184, ’
2
© 855,3
= 04 981 K
12661 || B 5
4551 | C-H(deformacyjne):
- pierécien aromatyczny
1581.4
& . tons
02 - C-H (deformacyjne):
v -CH=CH-
C=C (rozciagajace):
- pierscien aromatyczny 1127,2
1506,2 I—I\
00 = v, § = Veoco ):
N=0 (rozciggajace): - -O-L lrozclagajace):
-NO, -CgH,-(OCH,),
LN DUNLA DL DL DAL DL DR NN DR DL DR DL DL DR DR DL DL LA
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
liczba falowa [cm™']

400

RYCINA 12.20-suplement
Widmo IR dla 4-nitro-3°,4’,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

TABELA 12.9-suplement
Charakterystyka widma IR dla 4-nitro-3,4’,5’-trimetoksy-trans-stilbenu.

Liczba falowa [cm™]

Rodzaj drgan

3064,5 ve.y (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3010,3 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-
2964,2 — 2823,4 Ve (rozeiagajace): -(OCHg)s
2100 - 1700 pasma kombinacyjne
1687,5 ve=c™ (rozciagajace): -CH=CH-
15814 Ve=c (rozciagajace): pierScien aromatyczny
1506,2; 1331,7 vn=o (rozciagajace): -NO,
1455,1 dc.1 (deformacyjne): -(OCHa)s
1266,1 — 1127,2 Ve.o-c (rozciagajace): -CgHy-(OCHa)3
981,6 Scn™™ (deformacyjne): -CH=CH-
855,3 Oc.y (deformacyjne): pierscien aromatyczny

12.3.1.8 Zwiazek nr N6: 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilben

Zwiazek poddano nastgpujacym badaniom: elementarna analiza pierwiastkow C, H 1 N;
oznaczenie temperatury topnienia; TLC; MS; '"H NMR; **C NMR oraz IR.
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Elementarna analiza pierwiastkow:
C16H15sNO,4 — masa molowa: 285,29 g/mol

Obliczona zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=67,36%

H=5,30%

N=491%

Otrzymana zawarto$¢ podstawowych pierwiastkow:
C=6727T%

H=534%

N=4,67%

Oznaczenie temperatury topnienia:
131 -133°C

TLC:
Faza stacjonarna — ptytka szklana pokryta zelem krzemionkowym
Faza ruchoma — CHCI,

Wspotczynnik opdznienia R¢ = 0,52

MS:
W analizie ESI-MS zidentyfikowano nastepujace piki (RYCINA 12.21-suplement):

a)  jonizacja dodatnia:

140 m/z [M-2CHg+3H+Na]**
149 m/z [M'C6H3(OCH3)2+H]+.
153 m/z [M+2H+H,0]*

166 m/z [M+2Na]**

254 m/z [M-OCH3]"

269 m/z [M-0O]"

286 m/z [M+H]"

304 m/z [M+H+H,0]"

308 m/z [M+Na]" - pik gtéwny
324 m/z [M+K]"

326 m/z [M+Na+H,0]"

593 m/z [2-M+Na]”

b)  jonizacja ujemna:

122 m/z [M-CH=CH-C¢H3(OCHs),] — pik gtéwny
166 m/z [M-2H+H,0+CH;OH]*

181 m/z [M'C6H4N02+H20]_

225 m/z [M-NO-2CH3]

243 m/z [M-NO-2CHz+H,0]

255 m/z [M-2CH;]™

270 m/z [M-CHg]

284 m/z [M-H]
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data: 11-Mar-2016, godz.: 12:26:36, prébka: 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilben

122 Scan ES-
[M-CH=CH-C,H,(OCH,),]
100- o 3 2.07e7
©
2
=)
<
o
[ 255
s o [M-2CH,J" 270
o 3 181 N [M-CH,I
7
23 [M-C,H,NO,+H,0}
g. 166 [M-2H | 2
- | M-NO-2CH,+H,OT|
2 +H,0+CH,OHF | : U ! 284
8 L | . \ [M-HJ
£ | 228 \ 4
| M-NO-2CH,] P
I
308 Scan ES+
[M+Na]* .
100- 5.36e7
©
c
B
¢
- [M+
3 140 CH(OCH ) +HI- 326
§ [M-2CH +3HsNap:  MCH(OCH,),H] [M+Na+H,0]*
3 7 153 5 /
> [M+2H+H,0F 269 | <2
8 166 ey MOI | BT
[ [M+2Na]* 5. .
£ 122 e [M-OCH, N 593
123 ‘ <
0 m/z

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

RYCINA 12.21-suplement
Widmo ESI-MS dla 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

'H NMR oraz *C NMR:

Badanie ‘H NMR przeprowadzono z zastosowaniem czgstotliwosci rezonansowej 400 MHz, natomiast
B3C NMR przy czestotliwosci 101 MHz.

Wyniki analizy wraz z przyporzadkowaniem atoméw wodoru i wegla do poszczegdlnych sygnatow
zaprezentowano w TABELI 12.10-suplement oraz na RYCINACH 12.22-23-suplement.

TABELA 12.10-suplement
Charakterystyka widm *H NMR oraz **C NMR dla 4-nitro-3°,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

Nr 'H NMR BC NMR
atomu 0 [ppm] 0 [ppm]
o 7,29; 7,33 (dublet, 3=16,2 Hz, 1H) 126,8
B 7,46; 7,50 (dublet, J=16,4 Hz, 1H) 131,9
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1 - 1445
2 7,81; 7,83 (dublet, J=8,8 Hz, 2H) 126,8
3 8,21; 8,24 (dublet, J=8,9 Hz, 2H) 124,0
4 - 145,7
5 8,21; 8,24 (dublet, J=8,9 Hz, 2H) 124,0
6 7,81; 7,83 (dublet, J=8,8 Hz, 2H) 126,8
I - 133,4
2’ 7,33 (singlet, 1H) 109,5
3 - 149,6
4 - 148,9
5’ 6,99; 7,01 (dublet, J=8,4 Hz, 1H) 111,7
6’ 7,17 — 7,21 (dublet dubletow, J=8,4 Hz, 1H) 121,2
7 3,84 (singlet, 3H) 55,5
8’ 3,80 (singlet, 3H) 55,5
Hc7‘
4-nitro-3;4'-dimetoksy-trans-stilben ? 8 Hey
1.00 5 o«
095 3 -
0.90:
0.85:
O.BD:
0.75:
0.70 3 H0
% 0.60:
% 0.55:
5 050
0.40: l Hey
0.35 3 ~
030 ] ) /C% 2 DMSO-d
0.25 4 q 1 5
‘ T T™MS
|
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.OL—‘ 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)

RYCINA 12.22-suplement

Widmo *H NMR dla 4-nitro-3”,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.
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Normalized Intensity
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RYCINA 12.23-suplement
Widmo *C NMR dla 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

IR

Podczas analizy widma IR stwierdzono wystepowanie kilku charakterystycznych oddziatywan

(RYCINA 12.24-suplement i TABELA 12.11-suplement):

drgania rozciggajace wigzania C-H w mostku etylenowym, pierScieniu aromatycznym
i w podstawnikach metoksylowych — ok. 3100 — 2800 cm™,

drgania rozciagajace wiazania C=C w pier$cieniu aromatycznym-— ok. 1590 cm™,

drgania rozciagajace wiazania N=0 grupy nitrowej w pozycji 4 — ok. 1500 i 1340 cm™,

drgania deformacyjne wigzania C-H w podstawnikach metoksylowych — ok. 1450 cm™,

drgania rozciagajace wigzania C-O-C pomigdzy weglami 3’ i 4’ pierScienia aromatycznego
a grupami metoksylowymi w pozycjach 3’ i 4’ — ok. 1300 — 1000 cm™,

drgania deformacyjne wigzania C-H w mostku etylenowym — ok. 960 cm™,

drgania deformacyjne wiazania C-H w pierécieniu aromatycznym — ok. 860 cm™.
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RYCINA 12.24-suplement

Widmo IR dla 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

TABELA 12.11-suplement

Charakterystyka widma IR dla 4-nitro-3’,4’-dimetoksy-trans-stilbenu.

Liczba falowa [cm™] Rodzaj drgan
3073,2 ve.n (rozciggajace): pierscien aromatyczny
3000,9 ven™™ (rozciagajace): -CH=CH-
2950,7; 2836,9 Ve (rozeiagajace): -(OCHg),
2000 - 1650 pasma kombinacyjne
1662,7 ve=c™™ (rozciagajace): -CH=CH-
1588,2 ve=c (rozciggajace): piercien aromatyczny
1505,2; 1337,4 vn=o (rozciagajace): -NO,
14445 dc.y (deformacyjne): -(OCHs),
1258,4 — 1020,2 Ve.o-c (rozciagajace): -CgHy-(OCHa),
960,4 Scn™™ (deformacyjne): -CH=CH-
861,1 dc-n (deformacyjne): pierscien aromatyczny
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12.4. Oznaczenie aktywnos$ci inhibicyjnej zwigzkéw nr N1, N2 i N6 wobec COX-1

I COX-2 w warunkach in vitro (ETAP 1V)

Wykresy i parametry krzywych wzorcowych

WYKRES

Krzywa wzorcowa
logit (B/Bg) = f (log PGF 3,,)

34

logit (B/B,)

T
10 100 1000

-2
Stezenie PGF 3, [pg/ml]

logit (B/Bg) = -1,81 (+0,08) * log PGF 5, + 4,26 (+0,18)

R?=0,9948 R = 09974
B/Bg 20) = 1336,60 pg/ml (1229,30; 1443,90)
B/Bg (s0) = 228,56 pg/ml (223,46; 233,66)
B/By (s0) = 39.08 pg/ml (36,07; 42,09)

12.7-suplement

Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF ;)

24

-
1

>

10 100 1000

logit (B/B )

Y
1

Stezenie PGF ,,, [pg/ml]

logit (B/B ) = -1,67 (20,07) * log PGF 5, + 3,75 (20,16)

R? = 0,9952 R =0,9976

B/Bo (20, = 1218,99 pg/ml (1142,03; 1306,63)
B/Bq s0) = 179,47 pg/ml (177,65; 180,30)
B/By (s0) = 26,36 pg/ml (24,99; 27,78)

Krzywe wzorcowe logit (B/By) = f (logPGF,,): reakcje zwigzku N1 z COX-1.

krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.

logit (B/B,)

Krzywa wzorcowa
logit (B/B) =f (log PGF ;)

'\\1\

14

c \\ |
100 1000

=14

-2- Stezenie PGF,,, [pg/ml]

logit (B/Bg) = -1,58 (+0,05) * log PGF 5, + 3,43 (+0,13)

R?=0,9965 R = 0,9982

B/By (20 = 1088,93 pg/mi (1034 50; 1153 08)
B/Bo (s0) = 146,22 pg/ml (143 95; 148 22)
B/Bo (a0 = 19,59 pgiml (17.97; 21.24)

WYKRES 12.8-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/B,) = f (logPGF,,): reakcje zwigzku N1 z COX-2.

krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.

KI’ZYWE WZorcowa
logit (B/B ) = f (log PGF »,,)

1A

logit (B/B )

.24
Stezenie PGF 5, [pg/mi]

logit (B/Bg) = -1,69 (+0,09) * log PGF ,, + 3,81 (+0,22)

R?=0,9910 R = 0,9955

B/Bg (20) = 1218,99 pg/ml (1103,31; 1334,67)
B/Bg (s0) = 183,65 pa/ml (175 40; 191,90)
BBy 80 = 27,61 pg/ml (22,03; 33,19)
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Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF,, ) logit (B/B,) = f (log PGF ;)
24
24 []
— 1‘
= ]
@ D ot - ;
4 ol . . =1 10 100 1000
5 10 100 1000 o
S ]
14
-2
2 B Stezenie PGF,, [pg/ml]
A Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/Bo) = -1,73 (£0,06) * log PGF 5, + 3,85 (+0,15)

R?=0,9964 R= 09982
B/By (20) = 1049,54 pg/ml (986,61; 1110,47)

B/By (s0) = 166,34 pg/ml (126,69; 205,99)
BBy (g0) = 26,36 pg/ml (24,30; 28.42)

WYKRES 12.9-suplement

logit (B/Bo) = -1,60 (+0,08) * log PGF ,,, + 3,57 (+0,19)

R?=0,9924 R = 0,0962

B/Bg (20) = 1250,26 pg/ml (1156,36; 1344,16)
B/Bo (s0) = 170,22 pg/ml (162,37; 178,07)
B/Bo (a0 = 23,17 pg/ml (20,45; 25,89)

Krzywe wzorcowe logit (B/By) = f (logPGF.,): reakcje zwigzku N2 z COX-1.

krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.

Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF 5,)

10 100 "1000

logit (B/B,)

24

Stezenie PGF ,, [pg/ml]

logit (B/Bg) = -1,57 (+0,07) * log PGF 5, + 345 (+0,17)

R2=0,9939 R= 09969
B/By (20) = 1213,39 pg/ml (1128,50; 1335,28)

B/Bo (s0) = 158,49 pg/ml (140,14; 176,84)
B/By (s0) = 20,70 pg/ml (18,48; 22,92)

WYKRES 12.10-suplement

Krzywa wzZorcowa
logit (B/Bg) = f (log PGF,,)

"o T

logit (B/Bo)

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/Bq) = -2,49 (+0,12) * log PGF,, + 6,26 (+0,28)

R?=0,9940 R = 0,9970

B/By (20) = 1177,61 pg/ml (1088,18; 1267,04)
B/By (s0) = 326,59 pg/ml (310,41; 342,77)
B/By (s0) = 90,57 pg/ml (85,77; 95,37)

Krzywe wzorcowe logit (B/Bo) = f (logPGF,,): reakcje zwiazku N2 z COX-2.

krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.
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Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/B,) = f (log PGF 5,) logit (B/B o) = f (log PGF »,,)
34 3n
24 $ 24
- = 14
o 1+ fus)
o ¥ o
a =0 .
2 0 T = |10 100 1000
g 10 100 9
= -1
14
2
24 B

Stezenie PGF,, [pg/ml]
logit (B/Bg) = -1,79 (£0,11) * log PGF 5, + 4,04 (+0,27)
R?=0,9878 R = 0,9939

B/By (20 = 1056,82 pg/ml (963.96; 1175,36)
B/By (s0) = 178,24 pg/ml (154 49; 205,83)
B/By (g0, = 30,06 pg/ml (26 22; 33 91)

Stezenie PGF,, [pg/ml]

logit (B/B o) = -1,63 (20,09) * log PGF 5, + 3,70 (10,21)

R2=0,9912 R = 0,9956

BBy 20y = 1312,20 pg/ml (1198,98; 1452,57)
B/By (s0 = 185,35 pg/ml (164,25; 209,51)
B/Bo a0y = 26,36 pg/ml (23,17 - 29,25)

WYKRES 12.11-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/B,) = f (logPGF,,): reakcje zwigzku N6 i CELEKOKSYBU z COX-1.
krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.

Krzywa wzorcowa Krzywa wzorcowa
logit (B/By) = f (log PGF,,) logit (B/By) =f (log PGF,, )
31 3
o 2
< 14 —_— 1
g @
Q o L
5T g 100 1000
2 10 100 o 3
-1 = -4
.24
24
A

Stezenie PGF,, [pg/mi] Stezenie PGF,,, [pg/ml]

logit (B/B) =-1,73 (20,12) * log PGF ,,, + 3,96 (0,29) logit (B/Bg) = 2,07 (x0,11) * log PGF ,,, + 4,49 (+0,26)

RZ = 0,9866 R= 09933 R2=0,9918 R = 0,9959

BBy (20) = 1250,26 pg/ml (1123,67; 1415,32)
B/By (s0) = 197,24 pg/ml (169,93; 229 46)
B/Bg (g0 = 31,05 pg/ml (26,94; 35,14)

B/By (20) = 698,23 pg/ml (659,54; 743,04)
B/By (s0) = 149,28 pg/ml (132,37; 167 57)
B/Bg (80) = 31,84 pg/ml (28,56; 35,08)

WYKRES 12.12-suplement
Krzywe wzorcowe logit (B/B,) = f (logPGF,,): reakcje zwiagzku N6 i CELEKOKSYBU z COX-2.
krzywa A — pomiar nr 1, krzywa B — pomiar nr 2.
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12.7. Oznaczenie aktywnosci biologicznej zwigzku nr N1 — badanie in vitro
— ocena stopnia hamowania syntezy PGE; w linii komorkowej MCF-7 (ETAP VII)

Wykres i parametry krzywej wzorcowej

Krzywa wzorcowa
logit (B/Bg) =f (log PGE;)

[

T
100 T 1000
L]

logit (B/B,)

Stezenie PGE, [pg/ml]

logit (B/Bg) =-1,96 (£0,13) *log PGE; + 4,43 (+0,32)
R?=0,9861 R = 0,9930

B/By (20) = 920,45 pg/ml (833,38; 1007,52)
B/By (s0) = 180,72 pg/ml (174,06; 187,38)
B/Bg (s0y = 35,48 pg/ml (30,80; 40,16)

WYKRES 12.13-suplement
Krzywa wzorcowa logit (B/By) = f (logPGE;) do obliczenia stezenia PGE, w supernatancie
komorkowym — po inkubacji komorek MCF-7 ze zwiazkiem nr N1.
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