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Wstep

Zachorowalno$é¢ na nowotwory i liczba zgonéw z ich powodu szybko rosnie na catym
$wiecie. Wedlug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia, choroby nowotworowe stanowia
pierwsza lub drugg gtéwna przyczyne przedwezesnych zgonow ludzi w 134 na 183 kraje
$wiata. Chemioterapia jest jedna z podstawowych metod leczenia choréb nowotworowych i
polega na podaniu lekéw cytostatycznych. Dostgpne w  lecznictwie substancje
przeciwnowotworowe czesto charakteryzuja si¢ niskim indeksem terapeutycznym jak i wysoka
toksycznoscig. Tradycyjne metody poszukiwania nowych lekéw sa skomplikowane,
czasochtonne i kosztowne, a takze niosa duze ryzyko niepowodzen. Natomiast, zastosowanie
molekularnych metod poszukiwania lekow przy uzyciu technik teoretycznych, w tym
projektowania substancji leczniczych, przyczynito si¢ do wprowadzenia do lecznictwa nowych
czasteczek w szybszy i bardziej ekonomiczny sposéb.

Proces projektowania nowej substancji leczniczej jest wieloetapowy i sktada si¢ m.in. z
wyboru miejsca docelowego (to jest celu molekularnego, z ang. farget) dla leku, wyboru
modelu badawczego, przeprowadzenia wirtualnych przeszukiwan (z ang. virtual screening),
wyselekcjonowania i optymalizacji struktur wiodgcych (z ang. lead compounds), syntezy
chemicznej wybranych czasteczek, badan biologicznych i toksykologicznych, a nast¢pnie
badan przedklinicznych i klinicznych. Do miejsc docelowych dla lekow nalezg najczescie]
biatka, w tym enzymy i receptory. Jednym z takich enzymow jest aminopeptydaza leucynowa
(z ang. leucine aminopeptidase, LAP), ktorej nadekspresje obserwuje si¢ w roznych stanach
patologicznych, takich jak choroby nowotworowe. Inhibitory aminopeptydaz leucynowych
budza obecnie duze zainteresowanie jako potencjalnie nowe substancje przeciwnowotworowe.

Cel pracy

Glownym celem pracy doktorskiej byto zaprojektowanie i scharakteryzowanie nowych
inhibitorow LAP poprzez: zaprojektowanie pochodnych izochinoliny z wykorzystaniem
roznych metod teoretycznych; wirtualne przeszukiwanie chemicznych baz danych w celu
znalezienia pochodnych izochinoliny; zaproponowanie struktur 3D  zaprojektowanych
zwiazkow, znanych inhibitoréw oraz czasteczek pozyskanych z wirtualnych przeszukiwan w
centrum aktywnym LAP; okreslenie oddzialywan tych zwigzkow z LAP przy udziale metod
modelowania molekularnego oraz badanie zalezno$ci aktywnosci biologicznej badanych
zwiazkéw od ich budowy chemicznej (SAR oraz 3D-QSAR). Ponadto przeprowadzono badania
wlasciwosci farmakokinetycznych zaprojektowanych zwigzkéw in silico oraz badan

toksykologicznych metodami eksperymentalnymi i in silico. Dodatkowo sprawdzono



aktywnos¢ biologiczng pochodnych izochinoliny w badaniach eksperymentalnych (in vitro
zahamowania aktywnosci LAP oraz na liniach komérek nowotworowych).

Materialy i metody

W pracy zastosowano dwa rodzaje badan: teoretyczne i eksperymentalne. Do metod
teoretycznych nalezaly badania modelowania molekularnego przeprowadzone technikami
komputerowymi. Zwigzki wybrane do badan pochodzily z wirtualnego przeszukiwania
chemicznych baz danych i byly projektowane m. in. przy uzyciu programu Spark (Cresset,
Wielka Brytania). Dokowanie molekularne (z ang. molecular docking) przeprowadzone za
pomocg oprogramowania ICM-Pro 3.8-5 (Molsoft LLC, USA) i Lead Finder (BioMolTech,
Kanada) polegato na obliczeniu najbardziej prawdopodobnej struktury 3D badanych zwigzkow,
ich utozenia i oddziatywan w centrum aktywnym biatka aminopeptydazy leucynowej. Nastepng
metodg bylo utworzenie modelu ilosciowej zaleznosci struktura-aktywnos¢ 3D-QSAR za
pomocg oprogramowania Forge 10.4 (Cresset, Wielka Brytania). Model ten wykorzystano do
przewidywania aktywno$ci biologicznej nowych zwigzkow zaprojektowanych oraz
pozyskanych z wirtualnych przeszukiwan. Kolejng metoda zastosowang w pracy doktorskiej
bylo obliczenie przewidywanych parametrow farmakokinetycznych tj. absorpceji, dystrybucji,
metabolizmu, wydalania oraz toksycznosci badanych zwigzkdéw przy uzyciu programow
SwissADME, PaDEL-DDPredictor oraz admetSAR.

Do metod eksperymentalnych nalezaty badania in vitro aktywnosci zahamowania LAP
przez zsyntetyzowane zwigzki, analizy wiasciwosci przeciwproliferacyjnych na liniach
komorek nowotworowych oraz testy toksykometryczne na zwierzgtach.

Podsumowanie najwazniejszych wynikow

1. Na drodze syntezy chemicznej otrzymano serie¢ 14 zaprojektowanych pochodnych
dihydroizochinoliny, dla ktérych wykonano badania teoretyczne oraz eksperymentalne—
zahamowania aktywnosci LAP oraz wlasciwosci przeciwproliferacyjnych.

2. Stwierdzono, ze jeden z badanych zwigzkow, 6,8-dibenzyloksy-3,4-dihydroizochinolino-
3,3-dikarboksylan dietylu wykazuje bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciwproliferacyjng (wyzsza
niz cisplatyna) wobec niektorych linii komorek nowotworowych. Charakteryzuje si¢ rowniez
wysokg wartoscig wspolezynnika selektywnosci SI wobec komoérek nowotworowych w
stosunku do jego wplywu na komorki prawidlowe. 6,8-dibenzyloksy-3,4-dihydroizochinolino-
3,3-dikarboksylan dietylu hamuje cykl komérkowy na etapie przejscia komorki z fazy G1 do

S. Wykazano rowniez, ze badany zwigzek indukuje apoptoze w komérkach HL-60. Ponadto,



wyniki badan na zwierzetach wykazaly, ze zwigzek ten charakteryzuje sie korzystnym profilem
toksykologicznym.

3. Obliczono struktury 3D (utozenia) ponad 25 000 zwigzkéw (otrzymanych na drodze
projektowania oraz ~ wirtualnego  przeszukiwania), w tym  6,8-dibenzyloksy-3,4-
dihydroizochinolino-3,3-dikarboksylanu dietylu, w centrum aktywnym aminopeptydazy
leucynowej. Okreslono kluczowe dla zahamowania enzymu LAP oddzialywania badanych
zwigzkow w jego centrum aktywnym.

4. Uzyskano model 3D-QSAR, ktéry pozwolil na przewidywanie aktywnosci biologicznej
zwiazkow zaprojektowanych oraz otrzymanych na drodze wirtualnego przeszukiwania.
Zidentyfikowano pola molekularne okreslajace przestrzenne rozmieszczenie korzystnych i
niekorzystnych oddzialywan w czasteczkach badanych zwiazkéw. Przewidywana aktywnosc
zahamowania LAP wyrazona jako pICso dla pochodnych izochinoliny powinna wynosi¢
pomigdzy 3,8-6.2.

5. Wyselekcjonowano 42 pochodne izochinoliny (zaprojektowane oraz pozyskane na drodze
wirtualnego przeszukiwania) o przewidywanych wysokich aktywnosciach zahamowania LAP
i silnym wiazaniu z enzymem. Dla wszystkich badanych zwigzkow obliczono przewidywana
toksyczno$é. Dla  wybranych 9 zwiazkéow  stwierdzono  korzystne wlasciwosci
farmakokinetyczne, takie jak wchianianie, metabolizm oraz podobienstwo strukturalne do
zarejestrowanych juz lekow.

Whioski

1. Przeprowadzone badania pozwolily na odkrycie inhibitoréw aminopeptydazy leucynowej o
nowej strukturze chemicznej — pochodnych izochinoliny, co zostato po raz pierwszy opisane
przeze mnie w literaturze.

2. Zwiazek modelowy, 6,8-dibenzyloksy-3.4-dihydroizochinolino-3,3-dikarboksylan dietylu z
uwagi na silng inhibicje LAP, wysoka aktywno$¢ przeciwproliferacyjng i selektywne dziatanie
wobec komorek nowotworowych, a takze na niskg toksycznos¢, moze by¢ potencjalnie
wykorzystany do badan przedklinicznych i klinicznych, a docelowo brany pod uwage w terapii
Przeciwnowotworowej.

3. Wykonane badania teoretyczne, wykorzystujgce nowoczesne metody projektowania
potencjalnych lekéw, stanowia istotny wkiad w poszukiwanie aktywnych substancji
przeciwnowotworowych i moga przyczyni¢ sie do skrdcenia etapéw i obnizenia kosztow

odkrywania nowych lekow.



