Projekts Nr. 6

~Pretveza terapijas un veza metastazésanos
inhibejosu medikamentu izpete”

Darba meérkis: specifiska citotoksiska efekta, kas tiek @eneréts
elelementorganiskas vielas, triptofana molekulas un skabekla

mijiedarbibas rezultata izpete ar noluku radit jauna tipa savienojumus
ar pretvéza aktivitati.

Latvijas Organiskas sintézes instituts
Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centrs
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Siinu nomaksana péc 10S-8596 pievienoSanas seSos laucinos plates centra
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Laucinu-emiteru un laucinu-detektoru izvietojums uz 96-laucinu

plates
laucini-emiteri laucini-detektori
1-3 rindas 4-12 rindas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 row
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- cultural medium

- cultural medium and cells
- cultural medium and 1OS-8596

- cultural medium, cells and I0S-8596
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Laucinu-emitoru vides sastava ietekme uz citotoksisko efektu

2 5 6 T 8 9 10 | 11 12
AT43+ varsene 0 0 26 98 120 91 122 1568 141 116
AT43+ versene+ BSA
0.73% 1 0 4 3 4 12 14 45 9 104
ATd3+versent+lysozyme
0.73% 0 4 16 a1 93 98 96 9% 105 118
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Chemoluminescence (CL) following the irradiation of rose
bengal/protein (75 uM) at 25 °C.

Protein CL initial Integrated | Half-time
10° counts CL minutes
minute 10° counts
HSA 115 375 1.9
BSA 46.3 125 1.2
Insulin(*) 0.05 0.37 4.6
Control without 0.01 0.1
protein

(*) Proteins without Trp residues.

Photochem. Photobiol., 2007, 83 (3), 475-480



IndolsaturosSu savienojumu ietekme uz citotoksisko efektu

1 2 3 | 4 5 6 7 8 9 [ 10 | 11 | 12
AT43+ versene 0 0 0 11 36| 98| 120| 91| 122| 156| 141 | 116
AT43+L-Try 1% 3 0] -1 3 11 12| 42| 58| 61| 72| 81 84
ATA3+IAA 1% 30 0 8 2| 15| 31| 39| 63| 77| 76| 93| 78
180 —— AT A3+ rersene
150 - —8 ATAHL-Try 1%
/ \\ b ATATHIA A 1%
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Presumed mechanism of cytotoxic chemiluminescence generated by
tributilfurylstannane and triptophane interaction

Well-emitters
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Brivo radikalu uztveréju ietekme uz citotoksiskas hemiluminiscences intensitati

Eks Radikalu | IzdzivojosSu Siinu daudzums (%) laucinu
p. | Vielu sastavs laucinos | uztveréjs detektoru vertikalas rindas®
Nr. emiteros lauc.-

detektoros 4 | 5|6 |78 |9 |10 1112
1 | A-743+ fb + 5% FBS - 4 | 5|7 |52[80]|82[(90]|80 |92
2 | A-743+ b + 5%FBS + DNA** 1 103146774181 |71]76
3 | A-743+ fb + 5% FBS + celélvl‘zﬁ;* 3|7 |16]71|77|83|85]|89]82

*salidzinot ar kontroli.

** N,N-dimetil-p-nitrozoanilins — ierosinata singleta skabekla ('0,) uztvérgjs

*#* kvercetins — NO un skabekla superoksida anjonradikala uztverejs

FBS - fetalais telu serums
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Citotoksiskais efekts uz veza un normalam Sunu Iinijam

Siinu fini Paneles rindas
unulingas - T T3 | 4 5 6 8 9 10 11 12
NIDA (v) ojojo| B B | @ A BN B EN BN =
ME2A(v) (0|00 | B | BEE P20 5125 | 62:21 | 70:20 | 81x18 | 8712
MESSAv) (o0 oo | BN BN B8 31415 | 4922 | 74+13 | 83%22 | 97426
BHK=21(n) 0|o0| o | 623 | 1629 | B0xi6 87+6 | 97+¢5 | 10324 | 108z4 | 10817
HT-1080(v) | 0| 0| 0 | B25 4+5 | 1915 92+12 | 96:10 | 99+8 | 9612 | 92:11
B16 (v) 0 0] 0o | A5#11 | 2714 | B6x19 65:34 | 84:32 | 92+23 | 95:18 | 93:9
373 (n) 0| 0] 0| 17x19 | 33226 | 56245 10110 | 108+9 | 103+8 | 102+13 | 10117
SH-SY-5Y(v) [0 | 0| 0| 323 2+7 | 62:49 104+17 | 99+17 | 110+23 | 105+14 | 10515
Splenociti(n) | 0 [ 0 | 0 | 0:3 |25:30 | 5154 75:28 | 83%16 | 86:7 | 92+7 | 10315
AT7RS5 (n) 0| 0] 0| 37:8 | 576 | 82+12 97+15 | 1008 | 97+16 | 101+7 | 10111
H9C2 (n) 0| 0] 0| 810 |71+12| 8615 97+20 | 94#14 | 95:21 | 93:8 | 9315
Citotoksiskais efekts | [iCHoNE | Vidé&jais | VER | Loti vaj$ |

v-véza Stinu Iinija
n-normala $iinu Iinija



Citotoxic effect against Stem cells C-3-0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,085 0,088 0,087 0,103 0,095 0,097 0,088 0,088 0,084 0,085 0,084 0,085
0,073 0,070 0,072 0,088 0,097 0,091 0,100 0,112 0,253 0,633 0,832 0,861
0,074 0,076 0,081 0,086 0,094 0,094 0,106 0,124 0,406 0,650 0,710 0,931
0,074 0,077 0,072 0,083 0,098 0,088 0,102 0,143 0,545 0,611 0,768 0,880
0,086 0,090 0,080 0,078 0,099 0,095 0,107 0,168 0,452 0,681 0,746 0,914
0,094 0,087 0,086 0,087 0,099 0,111 0,111 0,137 0,567 0,660 0,761 0,885
0,066 0,077 0,072 0,070 0,082 0,085 0,080 0,079 0,595 0,722 0,847 0,889
0,074 0,077 0,071 0,080 0,083 0,076 0,087 0,084 0,101 0,089 0,082 0,083
Crystal violet + Stem cells C-3-0 (72h)
Inductor A743: wells open
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Secinajumi

1.2010.-2011. gados tika radita metodologiska baze citotoksiska
efekta in vitro pétiSanai, kas tiek generéts trialkilstannana,
triptofana un skabekla mijiedarbibas rezultata, kas izplatas
telpa un nomac véza Siinu augsanu.

2. Citotoksiskais efekts tiek noverots tikai eikariotisko Siinu
gadijuma, iedarbojoties uz to vairoSanas procesu. Tapéc
intensivi prolifiréjosSu véza Sunu daliSanas tiek nomakta daudz
spécigak neka normalu Siinu daliSanas.



Petijumu merkis 2012. gadam: citotoksika
efekta Kimiska mehanisma izpéte ar noluku
radit bazi jauna tipa pretvéza savienojumu

sinézei.
COOH
Oy,
NH, O (no gaisa) Citotoksiskais
\ + E)/S”(Bu'n)s +  HO —_—> efekts
N
H

e Gaisa skabekla elimineSana, aizlimejot plates
laucinus ar plévi.

COOH \/
Oo, /
NH O (n6 gaisa) CitotokSiskais
@(\g_< 2 + E/>,Sn(Bu-n)3 + H,O E— ef>§\
N

H

. Gaisa skabekla aizvietosana ar H,0,

e Gaisa skabekla aizvietoSana ar neorganiskiem un
organiskiem oksidetajiem



Izdzivojuso Sunu daudzums paneles rindas salidzinajuma ar
Oksidéetaji kontroli

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
KMnOQOy 0 0 O [ 84 | 8 | 94 | 100 | 98 | 100 | 103 | 98 | 92
KJO4 0 0 O (108 95 | 92 | 87 | 90 | 87 | 8 | 95 | 85
MCPBA 0 0 0 (120|116 | 115|107 | 114 | 102 | 105 | 113 | 101
0 0 0

H,0, 0 0 S 8 7 15 | 18 | 25 | 31
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COOH

NH, o)
N + USn(Bu-n)s +  H,0
\ /
H

0,
(no gaisa)

@)
— (n-Bu)3Sn-O-Sn(Bu-n); E} + degradation products
TBTO 4

bis-tributyltin oxide
(fungicide, wood preservative)

TBTO ICs attieciba pret HT-1080 Sanam ir 0.2 mkg/ml

Dzivo Stinu daudzums % salidzinajuma ar kontroli

InkubéSanas apstakli 1 2 3 2 5 :anele; rindass 9 70 1 12
A-743 + Try 0|0 |0 |5|7|36|78|92]|95]|98]|97]| 107
Try + 0.4 mg/ml
THrO 0o|o|o0|4|2|10|74]| 99|98 |103| 95| 116
Try + 0.04 mg/ml
TBIO 0| o0/| 0| 4] 2]|40/|100|105|104|102|102| 112
0.4 mg/ml TBTO 0| o|o]| 4| 2]|40]|109]|105|104]102]102] 112
fosfata bufert
150 —e— A743+Try
—8— TBTO + Try
120 —&— TBTO fosf. Buferi

. I F
, 17

0 T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  platesrindas
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N
Me

1-Methyl-Trp

lzdzivojuso Siinu daudzums paneles rindas salidzinajuma ar

Laucini emiteri kontroli
112 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A743 + Try + O, 0]0] 0 0 0 |37 |63 |78 |76 |75 | 79 [102
A743 + Trp-OMe+ O, 0{0] 0 | 82|81 |95 1001139995 101|122
A743+ Ac-N-Trp-OMe+ O, [0[0]| O 1 0 1 0 2 (23|41 | 51 | 88
A743 + 1-Methyl-L-Trp+ O, [0[0| 0 | 113122104 | 133 [ 105] 95 | 99 | 99 | 88




Paneles vaka izgriezumu efekts
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96-laucinu paneles vaks
ar izgrieztiem caurumiem virs

1.-3. rindu lauciniem

96-laucinu paneles vaks ar izgrieztiem caurumiem virs

4. rindas lauciniem

Try + TBTO

IzdzivojusSo Siinu daudzums paneles rindas salidzindjuma ar kontroli

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Izgriezuma nav 0 0 0 2 0 7 97 | 89 | 119 | 110 | 103 [ 101
Izgriezums virs 0 0 0
rindam 1-3 14 | 126 | 96 | 88 | 94 | 98 | 118 | 100 [ 111
Izgriezums virs 0 0 0
rindam 1, 2 112 | 121 | 99 | 92 | 99 | 104 | 113 | 113 | 95
Izgriezums virs 0 0 0
rindas 1 73 | 141 | 156 | 186 | 143 | 169 | 167 | 135 | 67
Izgriezums virs 0 0 0
rindas 4 6 74 76 | 81 97 1103 1 109 | 112 | 90
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6 I 8 9 10 11 12 d

| R T e A-743+BSA+Try
Udens

\\ 72 stundas 37°C, 5% CO,
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Plate 2. Eksperiments B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TSN [ R R DU D I A I M I P HT-1080
B Udens
C
D
E
F
G

Kulturalas vides maina ar svaigu vidi un papildus inkubéSana 72 stundas

Dzivo Siinu daudzums % saliidzinajuma ar kontroli

Paneles rindas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

InkubésSanas apstakli

InkubeSana 72st. || _ | _ | o | 0 |1 |46|81[85|92|90]| 85

Vides maina un papildus

inkub&iana 72 st. - - -1 211 1 |23 |55 |76 |77 |92 | 108




W

Kontrole péc 72 st

4. rinda péc 72 st.

5. rinda péc 72 st.

4. rinda péc 144 st.

5. rinda péc 144 st.







Masa, Da

Péc apstrades ar

Masu

Proteins Masa, Da (fosfata Vidgja A-743+Try+0,, starpiba,
(kontrole) _ masa, Da Da
bufery) Da
e +147
Ubikuitins 9491 9474 9482 9629 (+1.5%)
SrtA
17939 17935 17937 18123 ( ;;1306/ :
(sortaze A) e
R3H (R3H
doménu +147
saturogais 9553 9553 9553 9700 (+1.5%)

proteins)
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3. Shema. Ksantinoksidazes katalitiskas aktivitates izmainas péc apstaroSanas.
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Water A-743+BSA+Try

Silica gel
A-743+Try+H,0
55°C
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Secinajumi

1. Atskaites perioda tika petiti kimiskie procesi saistiti ar
citotoksiska efekta generésanu.

2. Pieradits, ka trialkilstannana, triptofana un skabekl|a
mijiedarbibas rezultata veidojas reakcijspéjigie gaistosSie
produkti, kuru masa neparsniedz 200 Da un, kas izplatas
zem vaka virs plates virsmas, nomacot sunu dzivotspéju.

3. Petijjuma turpinajums 2013. gada tiks veltits mineto
gaistoso produktu strukturas atsifresanai ar noluku radit

uz to bazes jauna tipa pretvéza savienojumus.

Paldies par uzmanibu.



