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Tytuł rozprawy doktorskiej: Synteza i badania aktywności biologicznej nowych

heterocyklicznych pochodnych kwasów tłuszczowych o potencjalnym działaniu przeciwdrobnoustrojowym i cytotoksycznym

Celem pracy było otrzymanie nowych pochodnych kwasów tłuszczowych (nasyconych oraz

nienasyconych) o potencjalnej aktywności przeciwdrobnoustrojowej oraz antyproliferacyjnej.

1. Zsyntetyzowanie nowych pochodnych kwasów tłuszczowych według dwóch schematów:

używając jednego kwasu tłuszczowego (palmitynowego) i różnych podstawników, t.j.: układy tiosemikarbazydowe i azolowe oraz używając różnych kwasów tłuszczowych sprzężonych z układem alloksantoksyletyny.

2. Potwierdzenie struktury związków za pomocą metod spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego: 1H NMR, 13C NMR oraz spektroskopii masowej: HR MS.

3. Oznaczenie aktywności biologicznej nowo otrzymanych pochodnych

3.1. Badanie aktywności mikrobiologicznej dla nowych pochodnych prowadzone na

standardowych i klinicznych szczepach bakterii oraz na wybranych szczepach

grzybów poprzez oznaczenie minimalnego stężenia hamującego (MIC).

3.2. Oznaczanie cytotoksyczności metodą MTT dla połączeń kwasów tłuszczowych z układem tiosemikarbazydowym, triazolowym, tiadiazolowym wykazujących aktywność przeciwdrobnoustrojową.

3.3. Określenie aktywności cytotoksycznej związków (metody MTT i LDH) dla połączeń kwasów tłuszczowych z układem alloksantoksyletyny.

3.4. Przeprowadzenie testów na migrację komórek, testów na uczulanie (stosując jako

substancje cytotoksyczne doksorubicynę oraz cisplatynę), jak również wykonanie analizy cytometrycznej mechanizmów apoptozy.

Badania przeprowadzone zostały według dwóch schematów używając: jednego kwasu tłuszczowego (palmitynowego) i różnych podstawników, t.j.: układy tiosemikarbazydowe 
i azolowe, różnych kwasów tłuszczowych sprzężonych z układem alloksantoksyletyny.

Stosując pierwszy schemat otrzymano trzy grupy pochodnych kwasu palmitynowego.

Pierwszą grupę stanowiły pochodne tiosemikarbazydowe, drugą grupą były pochodne

1,2,4-triazolowe natomiast w skład trzeciej grupy wchodziły pochodne 1,3,4-tiadiazolowe. 
W sumie otrzymano 30 nowych pochodnych kwasu palmitynowego. Strukturę wszystkich nowych związków potwierdzono za pomocą metod spektroskopowych (1H NMR, 13C NMR i MS).

Wszystkie otrzymane pochodne przebadano pod kątem aktywności przeciwdrobnoustrojowej.

Do badań zastosowano standardowe szczepy bakterii Gram-dodatnich, Gram-ujemnych oraz

grzyby z grupy drożdżaków Candida albicans. Cztery pochodne charakteryzowały się znaczącą aktywnością hamującą wobec C. albicans w zakresie MIC 50-1.56 μg/mL. Obecność podstawnika halogenowego, szczególnie w pozycji 3 pierścienia aromatycznego benzenu wpływała istotnie na aktywność przeciwgrzybową związku. Dla wszystkich nowych pochodnych oznaczono również cytotoksyczność metodą MTT dla linii prawidłowej HaCaT, jak również linii nowotworu płuc A549. Związki nie wykazywały cytotoksycznej aktywności (IC50 >100).

Aktywność biologiczna oraz deskryptory molekularne zostały wykorzystane do stworzenia

modeli QSAR z wykorzystaniem liniowej regresji wielorakiej. Modele zostały zwalidowane

z wykorzystaniem metody krzyżowej typu „wyrzuć jeden obiekt”. Otrzymane modele

charakteryzowały się wysokim współczynnikiem determinacji oraz dobrymi 
właściwościami/zdolnościami prognostycznymi.

Stosując drugi schemat otrzymano 11 pochodnych estrowych alloksantoksyletyny

z wybranymi kwasami tłuszczowymi (nasyconymi i nienasyconymi). Użyta do syntez

alloksantoksyletyna jest substancją naturalnie występującą w roślinach z rodziny Ruaceae, jak

również może być sztucznie syntetyzowana. Charakteryzuje się aktywnością cytotoksyczną.

Do syntez wybrano kwasy tłuszczowe nasycone o różnej długości łańcucha (od 2 do 15

atomów węgla) oraz kwasy nienasycone o różnym stopniu nienasycenia. Struktury

otrzymanych pochodnych potwierdzono za pomocą metod spektroskopowych (1H NMR, 13C NMR i HRMS).

Przeprowadzone badania cytotoksyczności związków (metodą MTT) na liniach ludzkich

komórek nowotworowych: czerniaka skóry (HTB-140), nowotworu płuc (A549) oraz linii

komórek prawidłowych (HaCaT) wykazały, że najbardziej aktywnymi pochodnymi były

pochodne alloksantoksyletyny i kwasów: oleinowego, α-linolenowego, linolowego

 oraz dokozaheksaenowego (DHA). Dla wyżej wymienionych aktywnych pochodnych  przeprowadzono test uwalniania dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w celu oceny stopnia uszkodzenia komórek, a także wykonano testy migracji komórek nowotworowych w porównaniu do komórek prawidłowych.

Wykonane badania wykazały, że komórki nowotworowe (HTB-140 i A549) są bardziej

wrażliwe na nowe pochodne alloksantoksyletyny i kwasów tłuszczowych w porównaniu do

prawidłowych komórek keratynocytów (HaCaT). Cytotoksyczność, jak również hamowanie

migracji były proporcjonalnie do stężenia badanych związków.

W celu ustalenia mechanizmów uśmiercania komórek, dla pochodnych 8-11 wykonano testy

na wczesną i późną apoptozę przy użyciu analizy cytometrii przepływowej (Annexin

V-FITC/7-AAD flow cytometry analysis). Na podstawie wyników stwierdzono, że badane

pochodne w większym stopniu indukowały wczesną apoptozę komórek HTB-140

w porównaniu do A549 i HaCaT.

Dodatkowo dla wyżej wymienionych pochodnych został zbadany poziom uwalniania

interleukiny-6 (IL-6) przez badane linie komórkowe. Wyniki wskazują, że badane związki

znacząco obniżają poziom uwalnianej IL-6 dla wszystkich badanych linii komórek

nowotworowych.
