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Skrocony opis prowadzonych prac wraz z oméwieniem wynikow

Wstep

Idea wykorzystania czasteczek weglowodanéw i ich pochodnych w celach
terapeutycznych zostata rozwinieta wraz z identyfikacjg lektyn, grupy biatek, ktére
charakteryzujg sie rozpoznawaniem i wigzaniem weglowodandéw oraz wraz
z opracowaniem nowych metod projektowania syntezy weglowodanéw i ich
pochodnych?. Jedng z drdog nowych kierunkéw rozwoju chemii medycznej weglowodandéw
jest sfunkcjonalizowanie czgsteczek weglowodandw poprzez dodanie podstawnikdw,
ktore zmieniajg aktywnos$¢ biologiczng tak powstatych pochodnych weglowodanéow
i w konsekwencji decydujg o interakcji z celami biologicznymi w komdérkach. Takie
podejscie mozna wpisaé w koncepcje farmakoforu. Pojecie farmakoforu
(ang. Pharmacophore) zostato wprowadzone przez P. Ehrlicha i definiowane jako szkielet
molekularny niosacy (phoros) podstawowe cechy odpowiedzialne za aktywnosé
biologiczng leku (pharmacons)?. Pojecie to zostato poszerzone pdiniej przez IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) w ttumaczeniu jako zestaw
wtasciwosci sterycznych i elektronowych niezbednych do zapewnienia optymalnych
interakcji supramolekularnych z okres$lonym celem biologicznym i do uruchomienia
(lub zablokowania) jego odpowiedzi biologicznej3. Zatozenia tej koncepcji zostaty
wykorzystane miedzy innymi podczas syntezy lekéw bedacych pochodnymi
weglowodanéw (zwigzki CARB). W mojej pracy analizowatam zwigzki CARB, ktére
powstaty poprzez zastgpienie w weglowodanach atomu tlenu atomem siarki. Takie
zwigzki nazywamy tiocukrami. Atom siarki w tiocukrach moze wystepowaé jako
heteroatom lub jako atom tworzgcy wigzanie S-glikozydowe, tgczace weglowodany proste
lub inne podstawniki. W uktadzie okresowym pierwiastkdbw chemicznych siarka
usytuowana jest w tej samej grupie (drugiej) obok tlenu. Poréwnujgc atom tlenu i siarki
ten pierwszy jest duzo mniejszy i bardziej elektroujemny (2,6 vs. 3,5).
Uktad wegiel-siarka—wegiel ma réwniez inne katy niz wegiel-tlen—wegiel (96-100° vs.
110-113°), dzieki czemu struktura tiocukru jest bardziej zakrzywiona w pordwnaniu

do jego tlenowego analogu. Wigzanie wegiel-siarka jest dtuzsze niz wigzanie wegiel-tlen



(1.8A vs. 1.43A). Zastgpienie atomu tlenu siarkg zmienia witasciwosci biologiczne
i fizykochemiczne takiej pochodnej i jest tolerowane przez systemy biologiczne.
Taka zmiana znaczgco wptywa na stabilnos¢ zwigzku, zwiekszajagc miedzy innymi jego
odpornos¢ na degradacje enzymatyczng. Takie wtasciwosci sg pozadane u potencjalnych
lekow*>.

Tiocukry sg wykorzystywane w leczeniu choréb uktadowych i infekcyjnych
cztowieka takich jak cukrzyca i zakazenia bakteryjne. Salcinol czy kotalanol wyizolowane
zrodliny Salacia reticulata s inhibitorami a-glukozydazy stosowanymi w leczeniu
cukrzycy®. Naturalnie wystepujagcymi  antybiotykami o charakterze tiocukrow
sg albomycyna i tiolaktomycyna’®. Tiocukry wykazuja réwniez potencjat
przeciwnowotworowy. 5-tio-D-glukoza obniza przezywalno$¢ komérek nowotworowych
w hodowli prowadzonej w warunkach hipoksjil®. Efekt ten autorzy ttumacza
zablokowaniem transportu glukozy przez 5-tio-D-glukoze do wnetrza komoérki i jej
»zagtodzeniem”. Nalezy jednak wspomnieé, ze do tej pory nie zostata opracowana zadna
terapia przeciwnowotworowa z uzyciem pochodnych weglowodanéw
funkcjonalizowanych siarkg, a doniesienia na temat wtasciwosci przeciwnowotworowych

tiocukrow majg wytacznie charakter badan podstawowych.

Cel pracy

Przedmiotem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena komdrkowych
i molekularnych mechanizméw dziatania farmakoforow weglowodanowych
zawierajacych siarke.

Badania te prowadzono we wspdtpracy z Katedrg Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Wilkes, USA.

Cel pracy wpisuje sie w Swiatowy trend tworzenia i poszukiwania nowych
ukierunkowanych  terapii w oparciu o zwigzki o wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowe;. Choroby nowotworowe, pomimo proponowanych
wystandaryzowanych terapii nadal zajmujg drugie miejsce (za chorobami uktadu krazenia)
wsrdd przyczyn zgondw. Standardowe terapie dziatajg w oparciu o stosowanie zwigzkdéw
o wiasciwosciach inhibitoréw receptoréw hormonalnych czy czynnikéw wzrostu oraz
takich procesdw jak angiogeneza, naprawa DNA i cykl komdrkowy. Waznym czynnikiem
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projektowaniu  nowych standardow leczenia jest wysoka aktywnos¢

przeciwnowotworowa przy niskim stopniu skutkédw ubocznych terapii.

Podstawg hipotezy badawczej bylo zatozenie, ze wybrane do badan

sfunkcjonalizowane siarka weglowodany beda:

transportowane do wnetrza komadrek nowotworowych,

przejawiac aktywnosc¢ cytotoksyczng wzgledem komaérek nowotworowych,
indukowa¢ smier¢ komdrek nowotworowych aktywujac jeden ze szlakéw Smierci
komodrkowe;j,

hamowa¢ proliferacje komérek nowotworowych w warunkach in vitro,

indukowac¢ uszkodzenia DNA w komdrkach nowotworowych.

Cel pracy realizowano w nastepujgcych etapach czgstkowych:

okreslenie cytotoksycznosci i genotoksycznos$ci badanych zwigzkéw w komérkach
nowotworowych na przyktadzie wybranych linii nowotworowych, oraz powigzanie ich
aktywnosci z budowa farmakoforu,

okreslenie zdolnosci badanych zwigzkéw do hamowania proliferacji komérek,
okreslenie zdolnosci badanych zwigzkéw do bezposrednich interakcji z czasteczkg DNA,
ocena zdolnosci badanych zwigzkédw do indukcji procesu apoptozy lub nekrozy
w komérkach nowotworowych,

analiza odpowiedzi komérek nowotworowych na badane zwigzki w kontekscie zmian
profilu ekspresji gendw,

analiza procesu transportu badanych zwigzkéw do komdérek nowotworowych.

Materiaty i metody

Badania w warunkach in vitro przeprowadzono na liniach komérkowych:

niedrobnokomérkowego raka ptuc A549 (ATCC® CCL-185™),
raka szyjki macicy HelLa (ATCC® CCL-2™),

raka jelita grubego LoVo (ATCC® CCL-229™),

raka piersi MCF7 (ATCC® HTB-22™),

glejaka U-87MG (ATCC® HTB-14™),

11



e dwie linie glejaka wyprowadzone od pacjentéw oznaczone jako H6PX i H7PX.
Linie HGPX i H7PX reprezentujg glejaka stopnia IV i zostaty sklasyfikowane zgodnie
z wytycznymi World Health Organization (WHO)!!,

e prawidtowa linia komdrek nabtonkowych pochodzacych z prostaty PNT2 — linia

immortalizowana SV40 (95012613HPA Culture Collections Sigma).

W pracy oceniano aktywnos$¢ biologiczng czterech analogéw siarkowych
weglowodanéw oznaczonych jako FCP (ang. Functional-CARB pharmacophore)

o numerach porzadkowych 6-9:

FCP6: 1,6-anhydro-3-deoxy-4-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-4-thio-B-D-

erythro-hexopyranos-2-ulose,

e FCP7: 1,6-anhydro-3-deoxy-4-S-(B-D-glucopyranosyl)-4-thio-B-D-erythro-hexopyranos-
2-ulose,

e FCPS: 1,6-anhydro-3-deoxy-4-S-(salicylyl)-4-thio-B-D-erythro-hexopyranos-2-ulose,

e FCP9: 1,6-anhydro-3-deoxy-4-S-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)-4-thio-B-

D-erythro-hexopyranos-2-ulose.

Zwigzki FCP6, 7 i 9 sg z punktu widzenia budowy okreslane jako (1-4)
tiodisacharydy zawierajgce w swojej strukturze dwie czasteczki weglowodandw prostych
potgczone atomem siarki. Réznica pomiedzy FCP6 i 7 zwigzana jest z zabezpieczeniem
grup hydroksylowych w pierscieniu cukrowym przez obecnos¢ grup acetylowych w FCP6.
Elementem réznigcym FCP6 i 9 jest natomiast zmiana czgsteczki glukozy na galaktoze.
FCP8 jest zwigzkiem réznigcym sie od pozostatych brakiem obecnosci drugiej czgsteczki
cukru. Zamiast tego w pozycji C4 przytgczony jest podstawnik aromatyczny - kwas

salicylowy. Wzory strukturalne zwigzkéw przedstawiono na Rycinie 1 .
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Rycina 1. Wzory strukturalne badanych tiocukréw oznaczonych jako FCP

Realizujgc cel naukowy pracy oraz weryfikujgc hipotezy czgstkowe wybrane linie
komoérkowe nowotworowe i prawidtowe byly inkubowane z badanymi zwigzkami.
Dokonano analizy nastepujacych aspektéw ich dziatania:

e cytotoksycznos¢  (analiza  spektrofotometryczna z  uzyciem  testu

kolorymetrycznego CCK-8),

e genotoksycznosé (test kometowy w wersji alkalicznej, pH 12.1 i neutralnej,

wykrywanie peknie¢ w DNA metodg analizy zmian konformacyjnych plazmidu),

e zdolno$¢ do indukowania szlakdw sSmierci komdrkowej — wtasciwosci pro-

apoptotyczne (metoda cytometryczna z uzyciem Annexin V —FITC oraz PI,
ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym z sondami TagMan dla gendéw kodujgcych
biatka biorgce udziat w szlaku apoptozy)

e zdolno$¢ do zahamowania proliferacji komadrek (test klonogennosci)

e zdolno$¢ do indukcji stresu oksydacyjnego — witasciwosci pro-oksydacyjne

(metoda spektrofluorymetryczna z sondami H2DCF-DA i DAF2-DA,
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zmodyfikowany test kometowy z wykorzystaniem antyoksydantow:
witaminy E i epikatechiny, poziom tioli w komdrce za pomocg analizy
spektrofotometrycznej z uzyciem testu kolorymetrycznego DTNB),

e zdolno$¢ do indukcji zmian ekspresji gendw kodujgcych kluczowe biatka
zwigzane z odpowiedzig komérek na stres oksydacyjny na poziomie mRNA
(ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym z sondami TagMan).

e zdolnos¢ do hamowania mechanizméw ochronnych zwigzanych z ochrong
przed stresem oksydacyjnym: hamowanie aktywnosci reduktazy tioredoksyny
TrxR (analiza spektrofotometryczna z uzyciem testu kolorymetrycznego oraz
metoda fluorescencyjna TRFS-GREEN.) oraz aktywnosci glutationu (metoda
cytometryczna z uzyciem Monochlorobimane - mBCl)

e zdolno$¢ do zahamowania syntezy biatek (metoda fluorescencyjna
z wykorzystaniem wyznakowanej metioniny Click-IT HPG Alexa Fluor® Protein
Synthesis Assay Kit)

e zdolno$¢ do indukcji stresu retikulum endoplazmatycznego (ilosciowy PCR
W czasie rzeczywistym zsondami TagMan dla gendéw biorgcych udziat
w odpowiedzi na stres retikulum endoplazmatycznego, test ELISA
do okreslenia ekspresji na poziomie biatka markeréw biorgcych udziat
w odpowiedzi na stres retikulum endoplazmatycznego)

e transport FCP do komédrek (metoda =z wykorzystaniem zwigzku
wyznakowanego 3H — trytem oraz 1450 Microbeta Plus Liquid Scintillation

Counter)

Ogélny schemat doswiadczen przeprowadzonych w ramach realizacji celow
niniejszej pracy doktorskiej i podzielony wzgledem tresci w publikacjach wchodzgcych

w sktad rozprawy doktorskiej przedstawiono na Rycinie 2.
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A%

K Manuskrypt 1: \

“Thio-sugar motif of functional
CARB-pharmacophore for
antineoplastic activity. Part 2”

Model: A549, HelLa, MCF-7, LoVo
1.Analiza cytotoksycznosci
- test kolorymetryczny CCK-8
2.0kreslenie mechanizmu $mierci
komorki
- test cytometryczny z wykorzystaniem
aneksyny V z FITC oraz PI

s

Manuskrypt 2:
“Tiocukry jako leki”
[Thiosugars used as drugs]

Usystematyzowanie
opublikowanych danych
dotyczacych wtasciwosci

tiocukrow w postaci pracy
przeglagdowe;j.

Praca przedstawia przyktady
zwigzkdw zawierajacych motyw
tiocukru uzywanych w terapiach

standw patologicznych
wystepujacych u cztowieka.

. J

N\

A%

“The induction of oxidative
stress in cervix carcinoma cells
by levoglucosenone derived 4-
S-salicyl derivative and (1-4)-S-

thio-disaccharides. Part 4”

Model: Hela
1.Analiza genotoksycznosci badanych
FCP
- test kometowy wersja alkaliczna, przy pH
12,1 oraz neutralna
2.0cena interakcji z DNA
- test konformacyjny

3.0cena indukcji stresu
oksydacyjnego w komérkach
nowotworowych

- H2DCF-DA, DAF-2 DA

- test kometowy z antyoksydantami: wit E i
epikatechina

- analiza ekspresji gendw: ilosciowy PCR w
czasie rzeczywistym z wykorzystaniem
sond TagMan

- analiza aktywnosci TrxR i poziomu GSH

v

Manuskrypt 4:
(1-4)-Thiodisaccharides as

anticancer agents. Part 5.

Evaluation of anticancer activity
and investigation of mechanism of
action.

Model: U-87, H6PX, H7PX

1.Analiza cytotoksycznosci

- test kolorymetryczny CCK-8

- test klonogennosci
2.0kreslenie  mechanizmu
komorki

- test cytometryczny z wykorzystaniem
aneksyny V z FITC oraz PI

- ekspresja gendw — sondy TagMan

3.0cena indukc;ji stresu oksydacyjnego
- H2DCF-DA

- analiza aktywnosci TrxR

- analiza poziomu tioli

4. Ocena indukcji stresu retikulum
endoplazmatycznego

- analiza zahamowania procesu syntezy
biatek

- ekspresja markeréw biatkowych ELISA

- ekspresji gendéw — sondy TagMan
5.0cena akumulacji FCP

- uzycie zwigzku wyznakowanego 3H

Smierci

Rycina 2. Schemat prac i metod wykorzystywanych w realizacji pracy doktorskiej (opracowanie wtasne).
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Opis wynikow

Pierwszy etap pracy miat charakter przesiewowy i dotyczyt analizy potencjatu
przeciwnowotworowego badanych zwigzkéw. W tym celu w pierwszej opublikowane;j
pracy wchodzgcej w sktad tej dysertacji [manuskrypt nr 1] dokonano analizy wtasciwosci
przeciwnowotworowych czterech zwigzkéw FCP o numerach porzagdkowych 6-9
na modelu czterech linii komdérek nowotworowych: A549, Hela, LoVo, MCF7. Wszystkie
badane zwigzki wykazaty aktywnos$¢ cytotoksyczng w stezeniach mikromolarnych. Wsrdéd
badanych zwigzkéw najwyzszg cytotoksycznos¢ wzgledem badanych linii wykazywat
zwigzek FCP6. FCP6 indukowat 50% spadek przezywalnosci (wartosé¢ IC50 — ang. Half
Maximal Inhibitory Concentration) wszystkich badanych linii w zakresie stezen ponizej
200 pM. Liniami najbardziej wrazliwymi na dziatanie zwigzku FCP6 byty linie MCF7
(1C50=47,1 pM) i Hela (IC50=91,4 pM). Zmiany strukturalne takie jak usuniecie grup
acetylowych (FCP7), jak réwniez zmiana czgsteczki glukozy na galaktoze (FCP9)
nie powodowato zwiekszenia cytotoksycznosci zwigzkéw. FCP8, ktory rdzni sie budowa
od pozostatych obecnoscig kwasu salicylowego zamiast drugiej czasteczki cukru
w strukturze, rowniez wykazywat wtasciwosci cytotoksyczne w zakresie od 217,5 uM
dla MCF-7 do 640,7 puM dla linii LoVo. Réwnoczesnie badane zwigzki nie byty
cytotoksyczne wzgledem prawidtowej linii komdorkowej PTEN2. Kolejng sktadowg tej pracy
byta analiza witasciwosci pro-apoptotycznych badanych zwigzkéw FCP na podstawie
analizy cytometrycznej z uzyciem aneksyny V-FITC i jodku propidyny.
Aneksyna V wykazuje wysokie powinowactwo do fosfatydyloseryny. Fosfatydyloseryna
jest eksponowana na powierzchni btony komdrkowej w komdérkach we wczesnych
stadiach apoptozy. Jodek propidyny wnika do wnetrza komoérek w pdznych stadiach
apoptozy oraz komérek w nekrozie. Wszystkie badane FCP w zakresie stezen 1C20 i IC50
FCP indukowaty apoptoze, przy czym efekt ten byt najsilniejszy w przypadku FCP6.

Kolejnym etapem pracy byta analiza mechanizméw dziatania badanych FCP.
Do dalszej analizy aktywnosci przeciwnowotworowej i jej molekularnych mechanizméw
wybrano linie komodrkowg Hela z powoddw technicznych (tatwos¢ hodowli w poréwnaniu
do linii MCF-7) i satysfakcjonujacej aktywnosci przeciwnowotworowej FCP. Pierwszym
elementem sktadowym kolejnej pracy doswiadczalnej [manuskrypt nr 3] byfa analiza

wiasciwosci genotoksycznych badanych FCP. Do tego etapu wykorzystano test kometowy
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w 3 modyfikacjach: wersja alkaliczna, wersja przy pH 12,1 oraz wersja neutralna
pozwalajgcych na wykrycie réznego spektrum uszkodzen DNA. FCP indukowaty
uszkodzenia DNA w komdrkach nowotworowych, a efekt ten byt proporcjonalny
do stezenia zwigzkéw. Na podstawie analizy spektrum uszkodzen wykrytych za pomoca
testu kometowego wykazano, ze badane FCP indukujg gtdéwnie pekniecia pojedyncze DNA
jak réwniez miejsca alkalicznie labilne. W kolejnym etapie pracy zweryfikowano
czy badane FCP indukujg uszkodzenia DNA posrednio czy bezposrednio reagujac
z czgsteczkg DNA wykorzystujagc metode analizy zmian konformacyjnych plazmidu.
Test konformacyjny z wykorzystaniem plazmidu pUC19 przeprowadzony w warunkach
in vitro wykluczyt bezposredniag interakcje badanych FCP z DNA. Analizy dokonano
na podstawie obrazu wzoru prazkowego elektroforezy w zelu agarozowym plazmidu
natywnego (kontrola negatywna) oraz po inkubacji plazmidu z FCP. Ponadto, poréwnano
poziom uszkodzern DNA indukowanych przez FCP w komodrkach nowotworowych
w temperaturze 37 °Ci4 °C. Wartosci testu kometowego uzyskanego podczas inkubacji
komoérek nowotworowych z FCP w temperaturze 37 °C byty wieksze od tych uzyskanych
w warunkach 4 °C. Wyniki te, wraz z brakiem zmian konformacyjnych plazmidu sugeruja,
ze wilasciwosci genotoksyczne FCP zalezg od stopnia aktywnosci metabolicznej komdrek
nowotworowych.

Za pomocg testu kometowego badano rdéwniez kinetyke naprawy uszkodzen
wywotanych przez FCP. We wszystkich przypadkach komdrki nowotworowe miaty
zdolnos¢ do naprawy uszkodzen DNA do poziomu 90 % naprawionych uszkodzen
indukowanych przez FCP. Taki profil genotoksyczny jest toisamy dla zwigzkdéw
indukujgcych stres oksydacyjny w komorce i sugeruje wtasciwosci pro-oksydacyjne FCP.

W celu weryfikacji tej hipotezy badawczej w pierwszej kolejnosci wykonano
zmodyfikowang wersje testu kometowego z wykorzystaniem dwoéch antyoksydantéw:
witaminy E i epikatechiny. Preinkubacja z antyoksydantami spowodowata zmniejszenie
poziomu uszkodzern DNA indukowanych przez FCP w stosunku do komérek, ktdre nie byty
inkubowane z witaming E i epikateching. Najwyzszg wartos¢ redukcji uszkodzern DNA
na poziomie powyzej 80 % zaobserwowano dla FCP7 dla obu antyoksydantéw, najnizsza
na poziomie 50 % zaobserwowano dla FCP8 w przypadku epikatechiny. Realizujgc kolejny
etap pracy analizowano stres oksydacyjny w komérce z wykorzystaniem sond

fluorescencyjnych do wykrywania poziomu reaktywnych form tlenu H2DCF-DA i azotu
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DAF2-DA w komorkach. Po inkubacji komérek Hela z FCP 6, 7 i 9 zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost fluorescencji w prébkach z H2DCF-DA bedacy wyznacznikiem
obecnosci reaktywnych form tlenu, natomiast dla DAF2-DA istotny statystycznie wynik
uzyskano tylko dla FCP7. Wyniki te oznaczajg, ze reaktywne formy tlenu powstajg
w komérkach w wyniku ich inkubacji z FCP. Ze wzgledu na mozliwg indukcje stresu
oksydacyjnego przez badane zwigzki, w kolejnej czesci pracy przeanalizowano ekspresje
13 genow aktywowanych w celu utrzymania homeostazy redoks w komérce: SOD1, SOD2,
HMOX-1, GCLM, TXN, FHL2, NCOA7, NQO1, NOX4, NOX5, CAT, GPX1, GPX4. Wzgledny
poziom mRNA gendw uzyskano przy pomocy ilosciowe] reakcji PCR w czasie rzeczywistym
z zastosowaniem sond TagMan. Wyniki normalizowano do wartosci uzyskanych dla genu
referencyjnego GAPDH. Stwierdzono podwyzszony poziom ekspresji gendw: HMOX-1,
GCLM, SOD1, SOD2, NQO1 i GPX4 w komérkach inkubowanych z FCP w poréwnaniu do
komoérek hodowanych w czystej pozywce. W jaki sposéb FCP indukujg stres oksydacyjny?
Mechanizm dziatania tiocukréw w komdrce moze by¢ zwigzany z ich przeksztatceniem
do sulfotlenkdw i hemitioacetali, ktére fatwo reagujg ze zwigzkami zawierajgcymi
wigzania nienasycone i grupy tiolowe tworzac disiarczki poprzez potaczenie z innymi
zwigzkami zawierajgcymi atom siarki. Efektem tego moze by¢ inhibicja procesow
metabolicznych w komérce, ktérych efektywnosé zalezy od atomu siarki lub obecnosci
wigzan nienasyconych. Przyktadem mogg by¢é tutaj mechanizmy komodrkowe
odpowiadajgce za utrzymanie homeostazy redoks w komérce. Utrzymanie potencjatu
redoks w komédrce wymaga wspodtdziatania i wydolnosci enzymatycznych
i nieenzymatycznych systemdw anty-oksydacyjnych, takich jak glutation czy tez uktadu
tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny. Zaburzenie tych komodrkowych systeméw anty-
oksydacyjnych, moze prowadzi¢ do nagromadzenia reaktywnych form tlenu w komorce
aw konsekwencji skutkowac¢ apoptozg. Weryfikujgc tg hipoteze badawczg wstepnie
zatozono, ze stres oksydacyjny moze by¢ wynikiem interferencji FCP (poprzez atom siarki)
z komponentami komdrkowymi odpowiedzialnymi za utrzymanie homeostazy redoks
takimi jak glutation iuktad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny. Aby zweryfikowac tg
hipoteze badawczg przeprowadzono pomiar deplecji glutationu na podstawie pomiaru
poziomu fluorescencji GSH-mBCl w komdrkach Hela indukowanych z FCP. Wszystkie
badane zwigzki wywotywaty istotng statystycznie deplecje glutationu. Ponadto w

komodrkach Hela inkubowanych z FCP stwierdzono zmniejszenie aktywnosci reduktazy
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tioredoksyny (TrxR) za pomocg testu kolorymetrycznego. Podsumowujac tg czes¢ pracy
stwierdzono, ze z grupy badanych FCP najbardziej efektywnie dziatajgcym zwigzkiem jest
FCP6, ktérego mechanizm przeciwnowotworowy moze byé zwigzany z destabilizacjg
systemu redoks w komoérce.

W ostatniej pracy [manuskrypt nr 4] pogtebiono analize mechanizmu dziatania
FCP6. Analiza zostata przeprowadzona na modelu trzech linii komdrkowych glejakow:
komercyjnie dostepna linie glejaka U-87 oraz dwie nowe linie glejakow wyprowadzone
od pacjentéw oznaczone jako H6PX i H7PX. Model glejakdéw jako nowotworéw do analizy
mechanizmu dziatania FCP6 wybrano na podstawie wynikéw wtasnych, wczesniejszych
badann sugerujgcych wysokg aktywnos¢ przeciwnowotworowg tiocukréow w stosunku
do glejakéw. W pierwszym etapie tej pracy potwierdzono cytotoksycznosé oraz wykazano
zdolnosci hamowania proliferacji glejakéw przez FCP6 za pomocg testu
kolorymetrycznego i testu klonogennosci. Podobnie jak w przypadku innych, badanych
w pierwszym manuskrypcie linii komoérkowych, FCP6 indukowat apoptoze w komdrkach
glejaka. Ponadto, w komérkach glejaka inkubowanych w obecnosci FCP6 zaobserwowano
zmiane profilu ekspresji gendw kodujacych biatka zaangazowane w proces apoptozy:
BCL2 | FASLG. Za pomocy sondy H2DCF-DA potwierdzono réwniez dwukrotny wzrost
reaktywnych form tlenu w komadrkach glejaka po inkubacji z FCP6 wszystkich badanych
linii w poréwnaniu do kontroli negatywnej. Kolejnym etapem byta analiza wptywu FCP6
na uktad tioredoksyna-reduktaza tioredoksyny. Na tym etapie wykorzystano dwie metody
— kolorymetryczng oraz fluorescencyjng stuzgce do oznaczenia aktywnosci TrxR w zywych
komodrkach. W metodzie kolorymetrycznej zaobserwowano spadek aktywnosci TrxR
we wszystkich trzech badanych liniach komdérkowych. Wyniki te potwierdzono metoda
fluorescencyjng wykorzystujgcg sonde TRFS-GREEN — zaobserwowano spadek
fluorescencji we wszystkich badanych liniach komaérkowych glejaka.
Nastepnym doswiadczeniem byto przeprowadzenie analizy wewngtrzkomérkowego
poziomu tioli w komodrkach inkubowanych z FCP6. Zmniejszenie ogdlnego poziomu tioli w
komodrce moze mie¢ dramatycznie skutki dla jej funkcjonowania — grupy tiolowe nadajg
biologiczne funkcje systemdw zapewniajgcych homeostaze redoks komorki i sg niezbedne
do syntezy biatek miedzy innym do prawidtowego fatdowania biatek jako element
mostkéw disiarczkowych. We wszystkich badanych liniach komérkowych zaobserwowano

redukcje poziomu tioli po inkubacji z FCP6.

19



Kolejng hipoteza badawczg wynikajaca ze wczesdniejszych obserwacji byto
powigzanie zwiekszonego stresu oksydacyjnego i zmniejszonej dostepnosci grup
tiolowych z procesem syntezy biatek. W komdrkach inkubowanych z FCP6 metoda
fluorescencyjng oparta na zmodyfikowanej metioninie zaobserwowano zmniejszenie
tempa procesu syntezy biatek. W literaturze naukowej brak jest jakichkolwiek informacji
o hamowaniu funkcji rybosomoéw przez tiocukry, wstepnie wiec zatozono, ze tiocukry
mogqa interferowa¢ z procesem syntezy biatka na etapie ich sktadania w retikulum
endoplazmatycznym (RE). Takie zaburzenie homeostazy RE powinno skutkowaé stresem
RE i uruchomieniem szlaku adaptacyjnej odpowiedzi na stres (ang. Unfolded Protein
Response, UPR), ktérego podstawowg rolg jest podtrzymanie przezycia komorki
i przywrécenie réwnowagi w obrebie RE poprzez ograniczenie gromadzenia sie biatek
o nieprawidtowej strukturze przestrzennej. Weryfikujgc t3 hipoteze badawczg dokonano
analizy stresu RE w oparciu o markery biatkowe oraz oznaczenie ekspresji markeréow
na poziomie mRNA. Wykazano, ze FCP6 po 1 h inkubacji indukuje wzrost ekspresji gendw
na poziomie mMRNA biorgcych udziat w odpowiedzi na akumulacje nieprawidtowo
ztozonych biatek: CHOP(DDIT3), GRP78, PDIA4 i EDEM. Po 2 h inkubacji utrzymywat sie
wzrost ekspresji GRP78 oraz wzrost ekspresji kolejnego markera UPR, genu DNAJC3.
Aktywacje markeréw UPR zaobserwowano réwniez na poziomie biatka. Za pomoca testu
ELISA wykazano wzrost poziomu biatka GRP78, ATF4 i DDIT3(CHOP) oraz ufosforylowanej
formy biatka elF2-a w czasie trwania inkubacji komérek glejaka z FCP6.

Ostatnim elementem analizy mechanizmu dziatania FCP6 byfa ocena zdolnosci
do transportu FCP6 do wnetrza komdrki nowotworowej i akumulacji. Do oznaczenia
wykorzystano system 1450 Microbeta Plus Liquid Scintillation Counter i FCP6
wyznakowany trytem (3H). Eksperyment przeprowadzono w trzech grupach: komérkach
inkubowanych w 37 °C i w 4 °C oraz komodrkach utrwalonych 4 % formaldehydem.
Akumulacja FCP6 byta zaobserwowana tylko w przypadku komodrek inkubowanych
w 37 °C i byta zalezna od czasu inkubacji od wartosci 5000 CPM do wartosci ok. 15000
CPM po 2 h inkubacji z wyznakowanym FCP6. Wyniki te sugerujg aktywny transport FCP6
do komorki, niestety nie udato sie zidentyfikowaé mechanizmu odpowiedzialnego

za transport FCP6 do wnetrza komérki nowotworowe;j.
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Podsumowanie wynikéw

Uzyskane w pracy wyniki potwierdzity zatozenie, ze badane farmakofory
weglowodanowe zawierajgce siarke posiadajg potencjat przeciwnowotworowy.

W niniejszej pracy dokonano analizy aktywnosci 3 zwigzkéw zawierajgcych
w swojej strukturze dwie czgsteczki cukru potgczone mostkiem siarczkowym (FCP6, 7, 9) —
1-4-tiodisacharydy, oraz jednego zwigzku zawierajgcego czasteczke cukru potgczonego
z motywem kwasu salicylowego poprzez atom siarki (FCP8). Roznice strukturalne
w przypadku czasteczek 1-4-tiodisacharydéw wptywajg na ich aktywnos$¢ biologiczng —
zwigzek FCP6 zawierajgcy w swojej budowie czasteczke glukozy zablokowang czterema
grupami acetylowymi wykazywat najwyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng wzgledem
badanych linii w poréwnaniu do pozostatych 1-4-tiodisacharydéw w tym zwigzku, ktory
zamiast grup acetylowych posiada grupy hydroksylowe. Obecno$¢ grup acetylowych
zwieksza liofilowos$¢ zwigzku i tym samym jego potencjat farmakologiczny.

Mechanizm dziatania przeciwnowotworowego FCP6 polega na aktywnym
transporcie tego tiocukrow do wnetrza komoérki nowotworowej. Tam na drodze
B-eliminacji ulega przeksztatceniu do 1-tiocukru i lewoglukozanu lub hemitioacetalu.
Produkty te majg wolng grupe tiolowa i reagujg z komponentami komérkowymi
zawierajgcymi siarke jak glutation i tioredoksyna zaburzajagc homeostaze redoks komérki
i w konsekwencji indukujgc stres oksydacyjny. Dodatkowo produkty rozpadu
lub metabolity FCP6 hamujg sktadanie biatek i indukujg system UPR. Wazng informacijg
jest tu brak wysokiej toksycznosci FCP6 w komdrkach prawidtowych w stosunku
do nowotworowych, jednak mechanizm opornosci komoérek prawidtowych na FCP6
nie jest dobrze poznany, ale moze stanowi¢ podstawe do dalszych badan.

Uzyskane wyniki pozwolity na identyfikacje mechanizmoéw dziatania badanych
farmakoforéw weglowodanowych zawierajgcy w strukturze atom siarki, a takze
dostarczyty informacji na temat potencjalnych mozliwosci wykorzystania ich w terapii
przeciwnowotworowe]. Pozwolg réwniez na rozwdj dalszych drdg syntezy zwigzkow
w oparciu o informacje dotyczace najbardziej aktywnie dziatajgcych podstawnikéw —1-4-
tiodisacharydow. Aktywnos¢ biologiczna farmakoforow weglowodanowych zawierajgcych
siarke jest nadal bardzo stabo poznang dziedzing, dlatego uzyskane wyniki wniosty

rowniez istotny wktad w badania podstawowe tej grupy zwigzkow.
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Wyniki tej pracy doktorskiej stanowig tym samym przyczynek do rozwoju podstaw
chemii medycznej 1-4-tiodisacharydéw dajgc mozliwos¢ w przysztosci na opracowanie
nowych pochodnych o wyzszym potencjale przeciwnowotworowym, i w dalszej drodze
stosowanych jako potencjalne leki przeciwnowotworowe. Nalezy podkreslié, ze tematyka
badan zwigzana z aktywnoscig przeciwnowotworowg tej grupy zwigzkdéw, ktéra zostata
podjeta w pracy jest rzadko spotykana w skali swiatowej. Zapoczatkowane w pracy

badania mogg stanowi¢ punkt wyjscia do badan przeprowadzonych w warunkach in vivo.
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie mechanizmu dziatania FCP6 (opracowanie wiasne).
Wykorzystano obraz mikroskopowy komorek U-87 (opracowanie wtasne).
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Whnioski

Uzyskane w pracy wyniki pozwolity na sformutowanie nastepujacych wnioskow

koricowych:

e FCP6 ma witasciwosci cytotoksyczne, genotoksyczne, apoptogenne i pro-
oksydacyjne wobec komoérek nowotworowych;

e FCP6 zmniejsza zdolno$¢ komarki do neutralizowania wolnych rodnikéw tlenowych
zmniejszajac aktywnos¢ systeméw antyoksydacyjnych opartych na glutationie i
tioredoksynie;

e FCP6 hamuje synteze biatek w komadrce nowotworowej zaburzajac sktadanie biatek
czego efektem jest stres retikulum endoplazmatycznego i odpowiedz komoérki na
akumulacje nieprawidtowo ztozonych biatek;

e Obecnos¢ grup acetylowych przytaczonych do 1-4-tiodisacharydéw zwieksza ich

potencjat przeciwnowotworowy.
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STRESZCZENIE

W przedstawionej pracy doktorskiej pt. ,Komérkowe i molekularne mechanizmy
dziatania farmakoforéw weglowodanowych zawierajgcych siarke” poddano biologicznej
analizie cztery zréznicowane pod wzgledem strukturalnym tiocukry. Badano wfasciwosci
przeciwnowotworowe trzech 1-4-tiodisacharydéw (FCP6-9) oraz tiocukréw zwierajgcego
motyw kwasu salicylowego (FCP8).

Gtéwnym celem badan byta ocena komérkowych i molekularnych
mechanizmoéw dziatania farmakoforow weglowodanowych zawierajacych siarke.

Szczegdétowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miaty na celu:

e okreslenie cytotoksycznosci i genotoksycznosci badanych zwigzkéw w komérkach
nowotworowych na przyktadzie wybranych linii nowotworowych, oraz powigzanie
ich aktywnosci z budowg farmakoforu,

e okreslenie zdolnosci badanych zwigzkéw do hamowania proliferacji komorek,

e okreslenie zdolnosci badanych zwigzkédw do bezposrednich interakcji z czasteczka
DNA,

e ocene zdolnosci badanych zwigzkéw do indukcji procesu apoptozy lub nekrozy w
komadrkach nowotworowych,

e analize odpowiedzi komdrek nowotworowych na badane zwigzki w kontekscie
zmian profilu ekspresji gendw,

e analize procesu transportu badanych zwigzkéw do komdérek nowotworowych.

Analizowano cytotoksyczne, cytostatyczne, pro-oksydacyjne, pro-apoptotyczne i
genotoksyczne wiasciwosci tiocukrow. Dodatkowo oznaczano wptyw wybranego zwigzku
na aktywnos¢ reduktazy tioredoksyny, glutationu, poziomu tioli i stresu retikulum
endoplazmatycznego.

Badania wykonano na siedmiu liniach komérek nowotworowych:

e niedrobnokomérkowego raka ptuc A549 (ATCC® CCL-185™),

e raka szyjki macicy HelLa (ATCC® CCL-2™),

e raka jelita grubego LoVo (ATCC® CCL-229™),

e raka piersi MCF7 (ATCC® HTB-22™),

e glejaka U-87MG (ATCC® HTB-14™),

e glejaka wyprowadzonego od pacjentéw H6PX i H7PX,
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e oraz jednej linii komérek prawidtowych PNT2 (95012613HPA Culture Collections
Sigma).
Zwigzkiem posiadajgcym najwiekszy potencjat przeciwnowotworowy jest zwigzek
FCP6 — ma on wtasciwosci cytotoksyczne, genotoksyczne, apoptogenne i pro-oksydacyjne
wobec komdrek nowotworowych. Jego mechanizm zwigzany jest ze zmniejszaniem
zdolnos$¢ komérki do neutralizowania wolnych rodnikéw tlenowych poprzez hamowanie
aktywnos¢ systemow antyoksydacyjnych opartych na glutationie i tioredoksynie.
Dodatkowo zwigzek ten hamuje synteze biatek w komdrce nowotworowej zaburzajac
sktadanie biatek czego efektem jest stres retikulum endoplazmatycznego i odpowiedz
komoérki na akumulacje nieprawidtowo ztozonych biatek. W kontekscie poréwnania catej
grupy badanej wywnioskowano, ze obecnos¢ grup acetylowych przytgczonych do 1-4-
tiodisacharydéw zwieksza ich potencjat przeciwnowotworowy.
Poznanie mechanizmu dziatania badanych FCP, a takze aktywnosci zwigzanej
zich strukturg daje mozliwos¢ w przysztosci na opracowanie nowych pochodnych
o wyzszym potencjale przeciwnowotworowym, jak réwniez prowadzenie w przysztosci

kolejnych etapow badan w warunkach in vivo.
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SUMMARY

In the presented dissertation "Cellular and molecularmechanisms of action of

sulfur-containing carbohydrate pharmacophores” four thiosugars derivative were

subjected to biological analysis. The anticancer properties of 3 different derivatives 1-4-

thiodisaccharides (FCP6-9) and one salicylic acid motif (FCP8) were investigated.

The main aim of investigations was to evaluate the cellular and molecular

mechanisms of sulfur-containing carbohydrate pharmacophores.

Detailed studies in vitro, aimed at:
determination of cytotoxicity and genotoxicity of studied thiosugars in cancer cells
and correlation of their activity with the structure of thiosugars,
assessment of the ability of studied thiosugars to inhibit cancer cell proliferation,
analysis of studied thiosugars interaction with the DNA,
evaluation of the ability of the studied thiosugars to induction of apoptosis or
necrosis in cancer cells,
analysis of cancer cell response to the studied thiosugars,
evaluation of the transport of the studied thiosugars to the cancer cells.

Cytotoxic, cytostatic, pro-oxidative, pro-apoptotic and genotoxic properties of

the thiosugars were investigated. In addition, the effects of thiosugars on the activity of

thioredoxin reductase, glutathione, thiol levels and endoplasmic reticulum stress were

also evaluated.

The study was performed on seven human cancer cell lines:
human non-small lung adenocarcinoma (A549)
human cervical carcinoma (Hela)
human colon cancer (LoVo)
human brest adenocarcinoma (MCF-7)
human glioma cells (U-87MG)
two human glioma cel lines derived from cancer patients (H6PX and H7PX)

and one normal human cell line (PNT2)

It was found that the compound with the highest anti-tumor potential has the FCP6

compound — it has cytotoxic, genotoxic, apoptogenic, and pro-oxidative properties

against cancer cells. Its mechanism is associated with reducing the cell's ability to
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neutralize free oxygen radicals by inhibiting the activity of antioxidant systems based on
glutathione and thioredoxin. Also, this compound inhibits the synthesis of proteins in a
cancer cell by disrupting protein assembly, which results in the stress of the endoplasmic
reticulum and cell response to the accumulation of abnormally complex proteins. In the
context of comparing the entire study group, it was concluded that the presence of acetyl
groups attached to 1-4-thiodisaccharides increases their anti-tumor potential.
Understanding the mechanism of action as well as the activity of the FCPs
involved in their structure gives the opportunity in the future to develop new derivatives
with higher anti-cancer potential, as well as to conduct subsequent stages in the future in

Vivo.

28



PUBLIKACJE BEDACE PODSTAWA ROZPRAWY DOKTORSKIE)

29



OSWIADCZENIA WSPOLAUTOROW



Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 24 (2014) 5606-5611

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bmcl

Contents lists available at ScienceDirect

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters

Bioorganic & Medicinal
Chemist

Thio-sugar motif of functional CARB-pharmacophore

for antineoplastic activity. Part 2 ™

@ CrossMark

Zbigniew ]. Witczak **, Joanna Sarnik®, Anna Czubatka”, Ewa Forma ¢, Tomasz Poplawski **

2 Department of Pharmaceutical Sciences, Nesbitt School of Pharmacy, Wilkes University, 84.W. South Street, Wilkes-Barre, PA 18766, USA

b Department of Molecular Genetics, University of Lodz, Lodz 90-236, Poland
€ Department of Cytobiochemistry, University of Lodz, 90-236 Lodz, Poland

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 25 August 2014

Revised 27 October 2014
Accepted 29 October 2014
Available online 4 November 2014

Diverse functionalized representatives of (1-4)-S-thiodisaccharides, 6-9 were synthesized and assessed
for cytotoxicity and apoptosis against human cancer cell lines (A549, LoVo, MCF-7 and HeLa). The FCP
6 was more active against MCF-7 cells (i.e., an estrogen-dependent breast cancer line), whereas other
(1-4)-S-thiodisaccharides showed strongest activity against A549 cells (i.e., a lung adenocarcinoma line).

We propose to use a concept of functional ‘CARB-pharmacophores’ when evaluating a potential for the
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compounds’ general antineoplastic activity. Future studies will determine the reasons for cell-type spec-
ificity of these compounds. The thio-sugar motif appears to be a promising lead for future developments.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.

The ‘sugar code’ concept assumes the interaction of carbohy-
drates with cellular components.? This concept is the basis of
therapy employing carbohydrate-derived chemicals as drugs. The
‘carb’ pharmacological potential is enhanced by the addition of
pharmacophores and functional groups. We proposed an idea of
‘functional CARB-pharmacophore’ (FCP) as a new approach to exam-
ine biological response from functionalized sugar derivatives.’
CARB-pharmacophore (FCP) functionalized with sulfur atoms
(thio-sugars) have garnered significant attention. Several
reviews* ® suggest that thio-sugars may have therapeutic potential
in the treatment of a variety of pathological conditions such as
infectious diseases including HIV-1,” cancer® and diabetes®!!
(o-glycosidase inhibitor activity).

In previous studies we designed several functionalized carbohy-
drates that are biologically active as a-fucosidase and a-glucosidase
inhibitors,”'® and potentially as anticancer therapeutics.''"'?

Our previous studies showed that functionalized carbohydrates
can decrease cancer cell viability, and some were taken under con-
sideration as potential anticancer therapeutics because of their cell
growth inhibitory activity.'? In the newly selected group of FCPs
we examined precursors of previously functionalized sulfones
and sulfoxides of (1-4)-thiodisaccharides.'?

* For Part 1. See Ref. 3.
* Corresponding authors. Tel.: +1 570 4084276; fax: +1 570 408 4299 (Z.JW.);
tel.: +48 42 6354486; fax: +48 42 6354484 (T.P.).
E-mail addresses: zbigniew.witczak@wilkes.edu (ZJ. Witczak), tomasz.poplawski@
biol.uni.lodz.pl (T. Poplawski).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2014.10.095
0960-894X/© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Scheme 1. (1-4)-S-thiodisaccharides 6-9.

In this study we present the results of research conducted on
four cancer cells lines on the cytotoxicity and apoptosis induction
ability of selected derivatives bearing a thio-sugar motif. Due to
screening character of our study we decided to use cell lines repre-
senting various types of cancer including hormone-dependent and
hormone-independent cancers. Those representative sets of cancer
cell lines are commonly used in cytotoxicity studies and are well
described including their genetic profile.

We consider FCPs as ‘carbohydrate compounds containing spe-
cific chemical functional groups that render these compounds
potentially therapeutically useful’.

The selected (1-4)-S-thiodisaccharides 6-9 are depicted in
Scheme 1. Compounds 6, 7, and 9 were synthesized earlier'''?
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via the thio-click approach, whereas compound 8 was prepared
exclusively for this study.'® The rationale to synthesize compound
8 is the potential influence of the aromatic substituent at C-4, bear-
ing —COOH group for the anticipated different and overall response
from the cell proliferation assay. Additionally, phenyl carboxyl
substituent is well known bioisosters group and pharmacophore
present in many anti-inflammatory drugs. Additionally, there are
no QSAR data for the thio linked molecules 6-9.

The thiodisaccharides 6-9, exhibit a broad range of log P values,
which is very useful for the assessments of this parameter’s role in
their cytotoxicity level. The calculated log P and Clog P values clearly
indicate their level of water solubility and fit the Lipinski’s'*~!’
‘rules of five’ for small molecules.

The crystal structure of the thiodisaccharide 6 (Fig. 1) clearly
revealed the geometry of the molecule and the presence of a sulfur
bridge at C1-C4.

Additionally, the calculated dihedral angles (Fig. 2) are in the
expected ranges of 110°, 100° and 109°, respectively.

In contrast the dihedral angles calculated for disaccharide 8 are
in the different range of 128°, 113° and 97° (Fig. 3). The anticipated
different value of the dihedral angles of sulfur bridges of com-
pound 6 and 8 is an important factor for the overall assessment
of cytotoxicity.

Consequently, the obvious difference in the dihedral angles and
stereochemical orientation of the 1-4-thio bridge is reflected in the
much higher cytotoxicity for 6 and lower for 8.

We believe that this important new observation and solid cyto-
toxicity data will help to formulate the plausible hypothesis on the
relationship between value of the dihedral angles and cytotoxicity
pointing out the differences in accessibility of both molecules 6
and 9 to the cancer cell lines.

However, this initial hypothesis must be further verified on the
next set of functionalized thio-sugars pharmacophores.

The apoptosis induction for 6 exceeds that for 8 on all tested cell
cultures.

The functional pharmacophore as defined'® plays an important
role in the development of carbohydrate therapeutics and has been
continuously improved and published.'92*

The cytotoxicity of functional CARB-pharmacophore 6-9 was
tested at nine different concentrations (<2.2 mM) on four cell
lines: lung, cervix, mammary gland-breast and colon carcinoma
(A549, HeLa, MCF-7 and LoVo, respectively).

We chose the particular dose range of FCPs for two reasons.
Firstly it fits NCI recommendations for a potential anticancer drug.
Secondly it is similar to the dose range used in our previously

v

Figure 1. X-ray crystal structure of thio-disaccharide 6.

Figure 2. Bond angles of 1-4-thio bridge of disaccharide 6.

; 97°

Figure 3. Bond angles of 1-4-thio bridge of disaccharide 8.

published studies as we expected the similar cytotoxicity. The
characteristics of the studied cancer cells lines are presented in
Table 1. Notice that functional CARB-pharmacophore containing
thio-sugar motifs inhibited cell growth of all examined cell lines
in micromolar concentrations as presented in Figure 4.

We found that the MCF-7 cell line was most sensitive to FCP as
compared with other studied cancer cell lines (Table 2). The FCP 6,
which has four hydroxyl groups in the sugar ring protected by
acetyl groups, exhibits the highest cytotoxic activity (ICsq
47.1 uM). The hydroxyl group deprotection by removing the acetyl
groups (FCP 7) and/or substitution of glucose with galactose (FCP
9) did not increase the cytotoxicity of compounds but increased
its solubility. A similar cell killing scheme (FCP 6 was always the
most toxic FCP) was observed with other studied cancer cell lines.
FCP 8 represents another groups of thio-sugars equipped with ben-
zoic acid instead of a second sugar molecule. It was also cytotoxic
against cancer cell lines with micromolar ICsq values (Table 2).
Anticancer agents kill cancer cells using a large variety of mecha-
nisms. A common manifestation of anticancer drug activity is the
induction of apoptosis. To test this possibility we employed a
well-established and accepted apoptotic assay that is based on
the translocation of phosphatidylserine to the outer leaflet of the
plasma membrane. The phosphatidylserine was marked with
green fluorescent dye by Annexin V/FITC complex. To distinguish
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Table 1
Characteristics of examined cell lines

Z. ]. Witczak et al. /Bioorg. Med. Chem. Lett. 24 (2014) 5606-5611

Cell line Tissue/disease Type Culture properties No. of cells/well
A549 Lung/carcinoma Hormone-independent Adherent 1x10*
Hela Cervix/adenocarcinoma Hormone-dependent Adherent 1x10*
MCF-7 Mammary gland-breast/adenocarcinoma Hormone-dependent Adherent 5 x 10*
LoVo Colon/Duke’s type C, grade IV, colorectal adenocarcinoma Hormone-independent Adherent 2.5 x 10*
FCP6 FCP7
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Figure 4. The cytotoxicity of studied functional Carb-pharmacophores on A549, MCF7 LoVo and HelLa cells. The cytotoxicity was analyzed after 14 h incubation with FCP in
37 °C. WST-8 is reduced by dehydrogenases in viable cells and gives a yellow colored product—formazan, which was measured with microplate reader at 450 nM. Data

represent the mean + SEM of quadruplicate.

Table 2

Cytotoxicity of FCP
Cell line/compounds A549 (uM) HelLa (uM) MCF-7 (uM) LoVo (uM)
FCP 6 IC50=119.4 IC50=91.4 ICs0 = 47.1 ICs0 = 165.8
FCP 7 IC50=691.5 ICs0=1077.7 ICs0 = 365.9 ICs0=771.9
FCP 8 IC50=310.9 IC50 = 434.0 IC59=217.5 ICso = 640.7
FCP 9 ICs0 = 466.6 IC50=676.4 ICsp =343.9 ICsp = 623.7

between dead and apoptotic cells propidium iodide was used.
Green cells indicated apoptosis (down-right quadrat on histo-
gram), red cells necrosis (upper-left quadrat on histogram), and
red/green cells underwent the late stages of apoptosis or necrosis
(upper-right quadrat on histogram) whereas live cells were
unstained (down-left quadrat on histogram). Representative FACS
histograms are presented in Figure 5. We saw increased
populations of green (down-right quadrat) and red/green cells

(upper-right quadrat) (Fig. 5C-J) as compared with the negative
control (Table 3, Fig. 5A) after incubations of cancer cells with
FCP but observed effect was differ than positive control (Fig. 5B).
In conclusion, we observed late apoptosis but the mechanism
which cells undergo apoptosis after incubations with FCP needs
further study.

We also tested cytotoxicity of studied thio-sugars against nor-
mal cells as anticancer drugs should kill cancer cells selectively,
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Figure 5. Flow cytometric analysis of FITC Annexin V staining. Untreated HeLa cells
(human cervix adenocarcinoma) or were induced to undergo apoptosis by
treatment with FCP (6-9) and 100 uM camptothecin for 4 h. (a) Untreated HelLa
cells; (b) HeLa treated with camptothecin at 100 uM (positive control); (c) FCP 6,
69 uM; (d) FCP 6, 8,6 uM; (e) FCP 7, 550 pM; (f) FCP 7, 69 uM; (g) FCP 8, 137 uM; (h)
FCP 8, 17 uM; (i) FCP 9, 137 uM; (j) FCP 9, 17 uM.

while sparing normal cells. The chosen thio-sugar concentrations
corresponded to IC;o and ICsq values for the most sensitive cells,
MCF-7. We decided to use human prostate normal PNT2 cells,
immortalized with SV40, as they showed similar characteristics
to studied cancer cells (adherent, epithelial). We found that normal
cells are more resistant as compared to MCF-7 cells, as up to 10% of
normal cells were killed (Fig. 6).

The results of this study show the therapeutic potential of the
studied compounds as anticancer agents. We take into account
the possibility that the activity of FCPs might be related to the inhi-
bition of glycolysis in cancer cells. This is the best-known meta-
bolic abnormality in cancer cells and is called Warburg effect. It
is connected to increased glycolysis even in the presence of oxy-
gen. Glycolysis results in a high production of lactic acid and acid-
ification of the tissue, and thus the increase of the capacity of
tumor cells to metastasize. Due to their sugar origin our FCPs could
block glycolysis by inhibiting the cellular enzymatic machinery
perhaps via the thio-sugar bond or inhibiting glucose-6-phosphate
translocase. It was shown that stopping G6PT function in cancer
cells decreased tumor progression and caused death.?”

The more cytotoxic potential of FCP 6 versus other compounds
is surprising at first glance, but the compound has four acetyl
groups and therefore has more the lipophilicity than the others.
The lipophilicity may facilitate diffusion into the cell whereby nor-
mal cellular function can be perhaps be disrupted. In fact, it was
recently demonstrated that a relationship exists between lipophil-
icity and antitumor activity, suggesting optimal lipophilicity as a
critical factor in drug design.’®?’ Taken together, FCP 6-9 are
potential anti-tumor agents with low toxicity. Further studies
should establish the mechanism of their cytotoxic activity. A start-
ing point would be to assess the G2/M phase arrest and inhibition
of cdc2 protein expression by FCPs, as this is one of the mechanism
of cytotoxicity induced by compounds related to FCPs.?®

Cell culture and drug treatment: All cancer cell lines were
cultured in DMEM (BioWhitaker) medium supplemented with
penicillin-streptomycin mix (Sigma) and fetal bovine serum (BII).
Human prostate normal PTEN2 cells were cultured in RPMI 1640
(Sigma) medium supplemented with penicillin-streptomycin
mix (Sigma), 2 mM Glutamine (Sigma) and fetal bovine serum
(BII).Cells were incubated in humidified incubator at 37 °C, 5%
CO, and passaged at 80% confluence.

Cytotoxicity assay: The cytotoxicity was analyzed with colori-
metric assay Cell Counting Kit 8 (CCK-8) from Dojindo (Sigma)
after 14 h cells incubation with thio-sugars at concentrations vary-
ing from 8.6 to 2200 puM. Cell line was cultured in 96-well tissue
culture plates (TPP) for at least 10 h prior to experiment. Table 1
shows the amount of cells seeded per well. Cells were incubated
14 h with thio-sugars after the formation of a monolayer in 96-
wells plate, then replaced by fresh medium with 10% CCK8 solution
and incubated for 1-3 h. CCK-8 assay is based on dehydrogenase
activity detected in viable cells. Water-soluble tetrazolium salt
WST-8 was reduced by dehydrogenases in cell and gave a yellow
product—formazan, which is soluble in medium. The number of
living cells is proportional to the amount of formazan.>® The
absorbance was measured at 450 nm using microplate reader.
Percentage of living cells was calculated using the formula: (S-B)
(K-B) x 100% = viability%, where S is absorbance from the probe,
K is absorbance from control and B is blank. FCP 6, 7 and 9 were
dissolved with the addition of DMSO. The final concentration of
DMSO in samples did not exceed 0.1%. All experiments were
repeated at least three times. Data are presented as mean + SD
and were analyzed by one-way ANOVA using Statistica software.
The P value of <0.05 was considered statistically significant.

Apoptosis assay: Apoptosis was analyzed by staining protocol
from FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit BD and flow cytome-
try. In early process of apoptosis cells lose their phospholipid
membrane asymmetry and the membrane phospholipid phospha-
tidylserine (PS) is translocated to the cell surface, but with plasma
membrane integrity intact. PS is exposed to the external cellular
environment. Annexin V conjugated to fluorochrome FITC was
used to monitor this process. Annexin V is a calcium-dependent
phospholipid-binding protein with high affinity for PS. Exposure
of PS occurs in the early stage of apoptosis, FITC Annexin V staining
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Table 3
Apoptosis induction by functionalized CARB pharmacophores in human cancer lines
Control FCP 6 FCP 7 FCP 8 FCP 9
17 uM 137 uM 69 UM 550 uM 69 UM 550 uM 34 UM 275 uM
LoVo
Viable cells (%) 79.50 72.50 69.70 71.00 6235 70.90 37.80 65.10 70.00
Apoptotic cells (%) 20.50 27.55 30.30 29.00 37.65 29.10 62.20 34.90 30.00
Control FCP 6 FCP 7 FCP 8 FCP 9
8.6 UM 69 UM 69 UM 550 uM 34 uM 275 uM 17 uM 137 uM
A549
Viable cells (%) 84.40 76.40 75.80 70.30 74.30 72.60 62.20 71.00 78.10
Apoptotic cells (%) 15.60 23.60 24.20 29.70 25.70 27.40 37.84 29.00 21.90
Control FCP 6 FCP7 FCP 8 FCP9
43 M 34 1M 34 1M 275 UM 17 uM 137 uM 34 UM 275 uM
MCF7
Viable cells (%) 70.40 63.10 68.75 75.10 26.40 60.90 37.50 57.80 80.80
Apoptotic cells (%) 29.60 36.90 31.25 24.90 73.60 39.10 62.50 42.20 19.20
Control FCP 6 FCP 7 FCP 8 FCP 9
8.6 uM 69 uM 69 pM 550 uM 17 uM 137 uM 17 uM 137 uM
Hela
Viable cells (%) 87.00 80.00 63.10 82.60 67.20 75.50 74.20 74.10 37.20
Apoptotic cells (%) 13.00 20.00 36.90 17.40 32.80 24.50 25.80 25.90 62.80
Statistical analyses: Statistics for Windows (10) evaluated
100 1 statistical analyses. Data was expressed as mean SD. Comparisons
were performed by one-way ANOVA test for normally distributed
801 continuous variables and Tukey test was used for post hoc analyses
X of group differences.
'E' 60 -
E
g€ . Acknowledgments
2 | This work was supported by Grant from The Polish National
Science Centre, decision nr DEC-2011/01/B/NZ4/03391.
0 We thank Drs. Adam L. VanWert and Roman Bielski for helpful
6 7 8 9 comments on the manuscript.

FCP

Figure 6. The cytotoxicity of studied functional CARB-pharmacophores on PTEN2
normal cells. The cytotoxicity was analyzed after 14 h incubation with FCP in 37 °C.
WST-8 is reduced by dehydrogenases in viable cells and gives a yellow colored
product—formazan, which was measured with microplate reader at 450 nM. Data
represent the mean + SEM of quadruplicate. White bars—FCP concentration equal to
ICy value for MCF-7 cells, black bars—FCP concentration equal to ICsy value for
MCF-7 cells.

can identify apoptosis at an earlier stage than assay based on
nuclear changes such as DNA fragmentation. FITC Annexin V is
used in mix with vital dye propidium iodide PI. The membranes
of damage or dead cells are permeable to PI. The cells that consid-
ered viable are FITC Annexin V and PI negative, samples with cells
in early apoptosis with membrane integrity intact are FITC Annexin
positive and PI negative, and in end stage of apoptosis or death
sample with cells are both FITC Annexin and PI positive. Cells
which undergo necrosis and late apoptotic pathway were stained
with both FITC Annexin and PI, 500 x 10> cells were seeded per
well on the 6-wells tissue culture plate (TPP) 12 h prior to the
experiment. After the monolayer formation cells were treated for
4 h with two concentrations of examined FCPs. Accutase (Sigma)
was used for gentle cells detachment to avoid cell membrane
destabilization that could influence experiment results. We used
untreated cells stained with both FITC Annexin and PI as negative
control. Cells treated with 100-puM camptothecin (topoisomerase |
inhibitor) served as positive control. Then we followed FITC
Annexin V staining protocol (BD Biosciences) and detected
apoptosis using flow cytometry. Flow Jo software (Tree Star) was
used to analyze the obtained results.

Supplementary data

Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2014.10.
095.
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STRESZCZENIE

Tiocukry sa analogami weglowodanoéw, w ktorych jeden lub kilka atoméw tlenu
zostaly zastapione siarka. Atom siarki obecny w strukturze furanu lub piranu
zmienia wlasciwosci biologiczne weglowodandéw, w poréwnaniu z ich zwierajacymi
atom tlenu odpowiednikami. Tiocukry sa miedzy innymi efektywnymi inhibitorami
réoznych komoérkowych szlakéw enzymatycznych i maja duzy potencjal terapeutyczny,
sa wykorzystywane jako leki w leczeniu cukrzycy oraz choréb infekcyjnych. Ostatnio
prowadzone sa réowniez badania sugerujace wykorzystanie tiocukrow jako lekow w
innych stanach patologicznych czlowieka w tym do leczenia nowotworéw. Badania te
zmierzaja w kierunku opracowania metod syntezy nowych tiocukrow, udoskonalenia
obecnych poprzez stabilizacje wiazan siarkowych oraz analizy in vitro i in vivo ich poten-
cjalnych wlasciwosci terapeutycznych. Najnowsze badania podsumowane w tej pracy sa
pierwszymi i jedynymi doniesieniami na temat tiocukréw i ich zastosowania w medycy-
nie jakie dotad ukazaly si¢ w polskiej literaturze naukowej.

WPROWADZENIE

Nowa era badan nad rola weglowodanéw w systemach biologicznych
zostala rozpoczeta z chwilg identyfikacji rodziny bialek rozpoznajacych i
wiazacych weglowodany (lektyn) [1]. Identyfikacja wlasciwosci lektyn po-
zwolila na opracowanie i rozwiniecie koncepcji kodu cukrowego (ang. sugar
code) bedacego odpowiednikiem kodu aminokwasowego dla bialek czy tez
kodu genetycznego dla kwaséw nukleinowych [2]. Bylo to zaskakujace, po-
niewaz do tej pory weglowodany postrzegano jako Zrédlo energii oraz mate-
rial budulcowy niemal wszystkich struktur komérkowych. Koncepcja kodu
cukrowego zostata m. in. wykorzystana do opracowania nowych terapii, w
ktoérych kluczowa role pelnia weglowodany i ich pochodne. Do roku 2015
FDA (ang. Food and Drug Administration) zatwierdzila ponad 20 nowych le-
koéw bedacych pochodnymi weglowodanéw uzywanych w leczeniu choréb
infekcyjnych i choréb ukladowych cztowieka (Tab. 1). Wéréd nich sa inhibi-
tory a-glukozydazy, leki przeciwwirusowe, leki zapobiegajace krzepnieciu
krwi czy tez stosowane w leczeniu anemii [3].

Rozw6j tego kierunku badan z pogranicza biologii, chemii oraz medycyny
byl mozliwy nie tylko dzieki zrozumieniu roli weglowodanéw w systemach
biologicznych, opracowaniu nowych metod ich syntezy oraz identyfikacji w
systemach biologicznych potencjalnych celéw dla nowo zsyntetyzowanych
weglowodanéw oraz ich pochodnych (ang. glyco targeting). Ten ostatni kie-
runek poszukiwan jest $cisle zwigzany z rodzing bialek bedacych recepto-
rami blonowymi, lektynami oraz transporterami weglowodanéw. Lektyny
rozpoznaja specyficznie weglowodany i ich pochodne, biora udziat w endo-
cytozie stymulowanej przez oddzialywania ligand-receptor i wystepuja w
duzym zageszczeniu w niektérych tkankach (np. od 500000 do 500 000 na po-
wierzchni hepatocytow). Transportery weglowodanéw uczestnicza w aktyw-
nym transporcie wybranych weglowodanéw, gtéwnie monocukréw oraz ich
deoksy analogéw. Ich wysoka specyficznoé¢ w stosunku do transportowa-
nych weglowodanéw blokuje mozliwos¢ wykorzystania ich w planowaniu
terapii weglowodanami i ich pochodnymi. Nie oznacza to, ze transportery
weglowodandéw sa catkowicie bezuzyteczne jako cel terapeutyczny, stosuje
sie tutaj koniugaty weglowodanéw z innymi przedstawicielami grup zwigz-
kéw organicznych. Weglowodany relatywnie fatwo wytwarzaja koniugaty z
tluszczami oraz biatkami tworzac glikoproteiny, proteoglikany, peptydogli-
kany, glikolipidy i lipopolisacharydy. Glikokoniugaty zawieraja przewaznie
siedem podstawowych monocukréw: D-glukoze, D-galaktoze, D-mannoze,
D-ksyloze, L-fukoze i kwasy: D-glukuronowy oraz L-iduronowy. Osobna
grupe tworza glikokoniugaty zawierajace trzy funkcjonalne aminocukry: N-
-acetyloglukozoamine i N-acetylogalaktozoamine i kwas sialowy.
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Tabela 1. Wybrane przyklady lekéw na bazie weglowodanéw i ich pochodnych zatwierdzonych przez FDA.

inhibitor a-glukozydazy

inhibitor a-glukozydazy

inhibitor a-glukozydazy

hamuje aktywno$¢ enzymoéw wirusowych, neuraminidaz

hamuje aktywno$é enzymow wirusowych, neuraminidaz

hamuje jeden z czynnikéw uczestniczacych w krzepnieciu krwi - czynnik Xa

jest analogiem enzymu ludzkiego p-glukocerebrozydazy

dokladny mechanizm dzialania nieznany, posiada wiasciwosé: blokowania

Akarboza cukrzyca

Miglitol cukrzyca

Wogliboza cukrzyca

Relenza grypa - wirus typu AiB
Tamiflu grypa - wirus typu AiB
Arixtra dziatanie przeciwzakrzepowe
Cerezyme choroba Gauchera

Topamax ;I;z)l:if:llsza migreny

weglanowej

napieciowo-zaleznych kanatéw sodowych; zwiekszania aktywnosci neurotransmit-
er6w GABA na niektére podjednostki receptora GABA-A; hamowania anhydrozy

Latwos¢ z jaka weglowodany tworza koniugaty oraz
ulegaja przeksztalceniom chemicznym znalazla zastoso-
wanie w planowaniu nowych i ulepszaniu starych terapii.
Powstate w ten spos6b leki charakteryzuja sie znacznie lep-
szymi parametrami farmakokinetycznymi i farmakodyna-
micznymi niz ich nie sprzezone z weglowodanami odpo-
wiedniki. Modyfikacje takie nie tylko zwiekszaja zdolnosé
lekéw do penetracji blon komérkowych, ale réwniez mo-
dyfikuja ich wlasciwosci fizykochemiczne takie jak polar-
nos¢, rozpuszczalnoéé czy tez stabilnoé¢ w fizjologicznym
pH. Dostepnosé i mnogoséé pochodnych weglowodanéw
tio-, deoksy-, nitro-, amino- wraz z ich poli-hydroksylo-
wym charakterem stwarza mozliwo$¢ wrecz dowolnego
taczenia poszczegélnych elementéw na zasadzie zabawy z
klockami. Przeglad literatury wskazuje, ze jedna z wazniej-
szych grup weglowodanéw majacych olbrzymi potencjat
terapeutyczny sa weglowodany posiadajace w pierécieniu
heteroatom inny niz atom tlenu. Atom tlenu w pierécieniu
cukrowym jest zastapiony atomem azotu czy tez siarki, co
prowadzi do wyraznych zmian fizykochemicznych wtasci-
wosci zmodyfikowanego weglowodanu oraz pociaga za
soba zmiane wlasciwosci biologicznych. Inne pierwiastki,
ktére wprowadzano w te pozycje, takie jak fosfor lub selen,
nie nadawatly pochodnym weglowodanéw interesujacych z
punktu widzenia chemii medycznej wtasciwosci biologicz-
nych. W konsekwencji siarkowe i azotowe pochodne we-
glowodanéw inaczej niz ich tlenowe odpowiedniki reaguja
z komérkowymi enzymami modyfikujacymi cukry, takimi
jak glikozydazy czy glikozylotransferazy. Zmianie ulegaja
réowniez interakcje z lektynami i transporterami weglowo-
danéw m. in. pochodne weglowodanéw posiadajace atom
azotu w pierscieniu weglowym sg inhibitorami hydrolaz
glikozydowych. Podobny efekt wykazano réwniez dla we-
glowodanéw majacych w pierécieniu atom siarki. Grupe
zwigzkéw zawierajacych atom siarki w miejscu tlenu (jako
heteroatom) nazywamy tiocukrami [3-7].

BUDOWA I WEASCIWOSCI TIOCUKROW

W ukladzie okresowym pierwiastkéw siarka usytu-
owana jest w tej samej grupie (drugiej) co tlen. Pomimo
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bliskiego podobieristwa zewnetrznych orbitali, siarka
moze wystepowaé w stanie utlenienia innym niz -2, a
mianowicie +2, +4 oraz +6. Poréwnujac atom tlenu i siar-
ki ten pierwszy jest duzo mniejszy i znacznie bardziej
elektroujemny.

Wtasciwosci fizyczne i chemiczne pochodnych cukréw
posiadajacych atom siarki, tiocukréw, réznig sie od ich
tlenowych analogéw. Zwigzki cukrowe zawierajgce atom
siarki sa bardziej stabilne. Wynika to ze zmniejszonej
mutarotacji wykazywanej przez 5-tioaldozy w poréwna-
niu z ich tlenowymi analogami. Ze wzgledu na wieksza
nukleofilowosé¢ siarki w poréwnaniu z tlenem, wielko$c¢
pierscienia tiocukru zalezy od polozenia grupy tiolowej
w obrebie czasteczki weglowodanu. Réznice w budowie
wiaza sie réwniez z mniejszym katem pomiedzy C-S-C
niz pomiedzy C-O-C, dzieki czemu struktura tiocukru
jest bardziej zakrzywiona.

Siarka w weglowodanach wystepuje przewaznie jako
grupa tiolowa najczesciej w pozycji 1 oraz 5 monosachary-
déw oraz tworzy wigzanie glikozydowe w dwucukrach.
Siarka decyduje réwniez o strukturze cyklicznej formy
tiocukréw. Tioheksozy przyjmuja strukture piranu oraz
furanu w zaleznosci od polozenia grupy tiolowej (odpo-
wiednio w pozycji C5 oraz C4) (Ryc. 1). Podobnie jak w
przypadku tlenowych odpowiednikéw 5-tiocukry przyj-
mujace strukture piranu sa stabilniejsze od 4-tiocukréw
wystepujacych w formie furanozowej.

HCOH
CH,OH CH.OH

Rycina 1. Potozenie grupy tiolowej decyduje o strukturze formy cyklicznej tio-
cukréw.
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Rycina 2. Biologicznie aktywne zwigzki organiczne wystepujace w naturze, za-
wierajgce atom siarki: mannostatyna (1), penicylina (2), biotyna (3), linkomycyna
(4), sparsomycyna (5).

Réznice strukturalne pomiedzy tiocukrami a ich tleno-
wymi analogami nie sa duze. Jest to przykltad mimikry
strukturalnej i do leksykonu biologicznego wprowadzo-
no nowe pojecie - gliko-mimikry [8,9].

Obecnosé siarki w zwigzkach organicznych zmienia
nie tylko ich wlasciwosci chemiczne, ale réwniez i bio-
logiczne. Wyrazem tego jest duza réznorodnosé tej gru-
py zwiazkéw wystepujacych w naturze i posiadajacych
aktywnosé biologiczna. Przykladami sa: biotyna (3), pe-
nicylina (2), linkomycyna (4), sparsomycyna (5) czy tez
mannostatyna (1), ktéra jest silnym inhibitorem man-
nozydazy wyizolowanym z Streptoverticillium verticillus
(Ryc. 2) [3,10] .

W grupie zwigzkéw pochodzenia naturalnego warto
wymienié tiocukry takie jak: 5-tio-D-mannoza (6), salaci-
nol (7), neosalacinol (8), kotalanol (9), neokotalanol (10),
tagetitoksyna (11), tiolaktomycyna (12) (Ryc. 3).

5-tio-D-mannoza zastuguje na wyréznienie gdyz byt
to pierwszy odkryty naturalnie wystepujacy 5-tiocukier.
Zwigzek ten zostal wyizolowany z gabki morskiej Clath-
ria pyramida. 5-tio-D-mannoza jest analogiem piranozy i
posiada atom siarki w pierscieniu.

Innym przykladem tiocukréw wystepujacych natural-
nie sa D-glukozynolany. Zwiazki te sa wtérnymi meta-
bolitami roslinnymi. Ich bogatym Zrédlem sa przedsta-
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Rycina 3. Tiocukry pochodzenia naturalnego: 5-tio-D-mannoza (6), salacinol (7),
neosalacinol (8), kotalanol (9), neokotalanol (10), tagetitoksyna (11), tiolaktomy-
cyna (12), goitryna (13), sinigryna (14).
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wiciele z rodzin Cruciferae, Capparidaceae i Ressedaceac.
D-glukozynolany posrednio odpowiadaja za charakte-
rystyczny smak i zapach roélin z rodziny Brassicaceae.
Podczas rozpadu tkanek roslinnych D-glukozynolany sa
przeksztatcane w tiocyjaniany, izocjany i nitryle z udzia-
tem mirozynazy. Szkielet D-glukozylanéw jest zbudo-
wany z tiocukru potaczonego z sulfonowanym weglem.
Podstawnik R i grupa sulfonowa sa w polozeniu anti.
Jako podstawnik R najczesciej wystepuja pochodne ami-
nokwaséw, w zwigzku z tym moze on mieé charakter ali-
fatyczny, aromatyczny lub heterocykliczny. Grupa sulfo-
nowa decyduje o kwasnym charakterze D-glukozynola-
néw, w roztworach wodnych wystepuja one jako aniony.
W zaleznosci od grupy R zidentyfikowano okoto 80-100
naturalnych D-glukozynolanéw. Typowym przedstawi-
cielem tej grupy zwiazkoéw jest goitryna (13) oraz sinigry-
na (14) wystepujace w nasionach gorczycy (Brassica nigra)
(Ryc. 3).

D-glukozynolany sa o tyle istotne, poniewaz zapoczat-
kowaly badania dotyczace opracowania metod syntezy
chemicznych tiocukréw. Rozwoj tej gatezi chemii miat na
celu zrozumienie mechanizmoéw dziatania tiocukréw, a
po wykazaniu ich przydatnosci jako lekéw wzmocnienia
ich potencjatu terapeutycznego. Opracowano szereg me-
tod chemicznych umozliwiajacych synteze catego spek-
trum tiocukréw: piecio-, szedcio- i siedmioweglowych
oraz ich pochodnych. Ich potencjal terapeutyczny jest
rézny. Najbardziej przydatng terapeutycznie grupa tio-
cukréw sa szescioweglowe tiocukry oraz ich pochodne,
najmniej siedmioweglowe. Piecioweglowe tiocukry wy-
korzystywane jako leki to gléwnie pochodne nukleoty-
dow. Tiocukry sg stosowane jako leki w terapii cukrzycy
typu 2, inwazyjnych choréb bakteryjnych, pasozytni-
czych, wirusowych oraz jako leki przeciwzakrzepowe.
Tiocukry wykazuja réowniez potencjal przeciwnowotwo-
rowy. Nalezy tu jednak wspomnieé, ze do tej pory nie
zostata opracowana zadna terapia przeciwnowotworowa
z uzyciem tiocukréw, a doniesienia na temat ich wtasci-
wosci przeciwnowotworowych maja charakter badan
podstawowych [8,10-13].

TIOCUKRY JAKO LEKI STOSOWANE
W TERAPII CUKRZYCY TYPU 2

Cukrzyca jest jedna z najpowszechniej wystepujacych
choréb metabolicznych o ztozonej, niejednorodnej etiolo-
gii. Wyrézniamy cukrzyce typu 11 typu 2. Cukrzyca typu
2 charakteryzuje si¢ opornoscig na insuline, a w p6zniej-
szych etapach niedoborem insuliny. W efekcie dochodzi
do zahamowania transportu glukozy do wnetrza komo-
rek i zaburzenia jej stezenia we krwi. Jednym z uznanych
sposobéw terapii cukrzycy typu 2 jest hamowanie dzia-
tania hydrolaz glikozydowych. Sa to enzymy z klasy hy-
drolaz, przecinajace wigzanie glikozydowe, ktére jest jed-
nym z najsilniejszych wiazan wystepujacych w natural-
nych polimerach. Hydrolazy glikozydowe sg specyficzne
wzgledem rodzaju hydrolizowanych cukréw (np. gliko-
zydazy, galaktozydazy) oraz okreslonego wiazania gliko-
zydowego (np. a-1,4, a-1,6, B-1,4). Uczestnicza one mie-
dzy innymi w trawieniu weglowodanéw dostarczanych
organizmowi. U czlowieka w ten proces zaangazowane
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Rycina 4. Inhibitory stosowane do hamowania dwoch jelitowych hydrolaz gliko-
zydowych w celu leczenia objawéw cukrzycy typu 2. MGAM - a-glukozydaza
zwana maltaza SI - a-dekstrynaza zwana izomaltaza, ct - katalityczna domena
C-koricowa, nt - katalityczna domena N-koricowa. MGAM oraz SI sg zakotwi-
czone w blonie komoérkowej rabka szczoteczkowego enterocytu. Domeny ct i nt
posiadajg aktywnos¢ a-1,4-egzohydrolitycznej glukozydazy. Dodatkowo ntSI
posiada aktywnos¢ glikozydazy a-1,6 (substratem jest izomaltoza) natomiast ctSI
glikozydazy a-1,2 (substratem jest sacharoza). Najskuteczniejsze inhibitory to:
ntMGAM - analog de-O-sulfonowanego ponkoranolu, ctSI - 3’O-metyloponko-
ranol, ct MGAM - blintol czyli kongener salacinolu, ntSI - selenowy analog de-O-
-sulfonowanego ponkoranolu.

sa gléwnie cztery enzymy: dwie a-amylazy wystepuja-
ce w §linie oraz soku trzustkowym, oraz a-glukozydaza
zwana réwniez maltaza (MGAM ) i a-dekstrynaza zwana
izomaltaza (SI) wydzielane z sokiem jelitowym. Sposréd
tej czworki enzyméw dwa pierwsze hydrolizujg zlozone
weglowodany do mniejszych czasteczek, podczas gdy
pozostale rozkladaja je na cukry proste, w tym glukoze.
Regulacja aktywnosci MGAM oraz SI z wykorzystaniem
odwracalnych inhibitoréw glikozydaz pozostaje jednym
z najefektywniejszych sposobéw regulacji poziomu glu-
kozy we krwi u 0s6b z cukrzyca typu 2 (Ryc. 4). Mecha-
nizm dziatania tych lekéw polega na hamowaniu aktyw-
noéci tych enzyméw poprzez zablokowanie ich N- i C-
-korficowych domen katalitycznych. W efekcie prowadzi
to do spowolnienia wchtaniania cukréw prostych z jeli-
ta. Oprécz inhibitoréw o charakterze cukrowym zawie-
rajacych siarke, warto wspomnieé¢ tu o ich kongenerach
zawierajacych w strukturze selen. Przykladem tej grupy
zwiazkoéw jest blintol, selenowy analog salacinolu [14]

Innym takim przykladem leku bedacego inhibito-
rem hydrolaz glikozydowych jest aminocukier akar-
boza (Ryc. 5) [15]. Akarboza jest silnym inhibitorem
a-amylazy, a w mniejszym stopniu a-glukozydazy. Sto-
sowanie jej u pacjentéw powoduje wzdecia oraz dole-
gliwosci jelitowo-zoladkowe wywolywane fermentacja
niestrawionych weglowodanéw.
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5 OH

Rycina 5. Akarboza - inhibitor glikozydaz (15).

Wiekszos¢ inhibitoréw hydrolaz glikozydowych sta-
nowig weglowodany, w ktérych jeden z atomoéw w pier-
Scieniu zostal zamieniony. Przykiadami takich zmian
moga by¢ zastapienie grupy acetylowej przez drugorze-
dowgq amine lub wstawienie siarki. Inhibitory hydrolaz
glikozydowych zawieraja motyw cukrowy w postaci di-
sacharydow, aminocukréw czy karbocyklicznych analo-
g6éw monosacharydoéw zawierajacych atom wegla w pier-
Scieniu zamiast atomu tlenu i tiocukréw.

Jedna z zalet tiocukréw (mono- i tio-di-sacharydéw)
w poréwnaniu do innych analogéw weglowodanéw sa
ich lepsze wladciwosci farmakokinetyczne i farmakody-
namiczne po podaniu doustnym oraz brak charaktery-
stycznych dla akarbozy objawéw niepozadanych. Zwia-
zane jest to z odwracalnym hamowaniem przez tiocukry
glownie a-glukozydaz zamiast a-amylaz.

Mechanizm dzialania tiocukréw jako odwracalnych
inhibitoréw hydrolaz glikozydowych jest nadal stabo
poznany. Zwiazki te, oprécz bezposdredniego wigzania z
hydrolazami glikozydowymi, moduluja réwniez trans-
port weglowodanéw przez Sciane jelita. Modelowymi
przedstawicielami tej grupy zwigzkéw sa naturalne tio-
cukry: salacinol i kotalanol. Salacinol to silny inhibitor
a-glukozydazy wyizolowany z wodnych wyciagéw ko-
rzeni i fodygi czterech gatunkow roslin z rodzaju Salacia
(Salacia chinensis, Salacia oblonga, Salacia prinoides i Sala-
cia reticulata). Rosliny te sa uzywane w medycynie tra-
dycyjnej na Sri Lance i w Indiach do leczenia cukrzycy.
Aktywnos¢ salacinolu jako inhibitora a-glukozydazy jest
poréwnywalna do efektywnosci innego leku stosowane-
go w leczeniu cukrzycy, aminocukru akarbozy. Salacinol
posiada unikalng strukture zawierajacq piersécierr cukro-
wy z atomem siarki oraz dotgczong w faricuchu bocznym
grupe siarczynowa. Kotalanol, tak jak salacinol, zostal
wyizolowany po raz pierwszy rowniez z tej samej rosli-
ny Salacia reticulata. Posiada on te same wlasciwosci bio-
logiczne jak salacinol oraz zblizong budowe. Salacinol i
kotalanol r6znia sie dtugoscia acyklicznego taricucha po-
lihydroksylowego. Salacinol zbudowany jest z aricucha
cztero-weglowego, natomiast kotalanol zawiera siedmio-
-weglowy tancuch.

Kolejnymi przedstawicielami naturalnych tiocukréw
wystepujacymi w roslinach rodzaju Salacia sa ponkoranol
i salaprinol. Zwiazki te zsyntetyzowano po raz pierwszy
w laboratorium i do czasu ich identyfikacji i izolacji z Sa-
lacia prinoides zaliczano je do tiocukrow syntetycznych.
Z ro$lin z rodzaju Salacia oprécz tiocukréw wyizolowa-
no réwniez ich de-O-sulfonowane odpowiedniki, ktére
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w nazwie posiadaja przedrostek neo. Desulfonowe po-
chodne tiocukréw oraz C-5 diastereoizomery wykazuja
wieksza niz tiocukry aktywnos¢ jako inhibitory hydrolaz
glikozydowych. Wskazuje sie, ze kluczowaq role odgrywa
tu podstawnik przy atomie C-3 w faricuchu bocznym.

Zastapienie grupy siarczynowej taricuchem alifatycz-
nym w serii sztucznych pochodnych kotalanolu, salaci-
nolu i ponkoranolu zwieksza hydrofobowos¢ czasteczki
oraz oddzialywania z aminokwasami centrum aktywne-
go hydrolaz glikozydowych. Zwieksza to potencjat tych
pochodnych naturalnych tiocukréw jako inhibitoréw
hydrolaz glikozydowych. Nalezy wspomnie¢, ze siarka
jako heteroatom moze by¢ zastapiona przez selen, co w
niektérych przypadkach wzmacnia wiasciwosci inhibito-
ra [15-18].

Sukces kliniczny tych naturalnych tiocukréw zapo-
czatkowal wzrost zainteresowania tiocukrami jako grupa
zwiazkoéw potencjalnie przydatnych klinicznie. Przelozy-
to sie to na opracowanie kilkunastu metod syntezy no-
wych syntetycznych tiocukréow posiadajacych odmienne
od ich naturalnych odpowiednikéw wltasciwosci bioche-
miczne [19]. Pierwszym syntetycznym tiocukrem o wila-
Sciwosciach inhibitora B-glikozydazy byla 5-tio-D-ksylo-
piranoza [17], a nastepnie 5-tio-D-glukoza (16) (Ryc. 6).

16 17
OH
H
HO & HO ©
HO OH HO
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Rycina 6. Przyktady inhibitorow B-glikozydazy: 5-tio-D-glukoza (16), 5-tio-D-
-ksylopiranoza (17).

Zastapienie atomu tlenu siarka w D-glukozie zmie-
nifo wlasciwosci biologiczne glukozy nie zmieniajac jej
struktury przestrzennej. 5-tio-D-glukoza jako przyktad
mimikry glukozy zmieniata catkowicie metabolizm cu-
kréw u szczuréw, bedac przy tym nietoksyczna (wartos¢
LD50 - 14 g/kg). U szczuréw po podaniu tej mimikry D-
-glukozy zaobserwowano glikozurie, hiperglikemie oraz
zmniejszenie ilosci glikogenu w watrobie wraz z upo-
§ledzeniem transportu glukozy przez blone komérkowa
[20,21]. 5-tio-D-glukoza jest réwniez stabym inhibitorem
drozdzowej a-glikozydazy oraz B-glikozydazy z migda-
t6w. Innymi przykladami inhibitoréw hydrolaz glikozy-
dowych z siarka w pierscieniu sg: 1-deoksy pochodna
tiomannozy i 5-tioglukopiranozyloamina.

TIOCUKRY JAKO LEKI PRZECIWBAKTERYJNE
I PRZECIWWIRUSOWE

Pierwsza pochodng tiocukru o wtlasciwosciach prze-
ciwbakteryjnych byla wyizolowana ze Streptomyces gri-
seus albomycyna (Ryc. 7) [18]. Albomycyna zaliczana jest
do sideromycyn, zwigzkéw ktoére charakteryzuje kowa-
lencyjne potaczenia sideroforu z antybiotykiem, specy-
ficznie rozpoznawanych przez receptory wystepujace w
Scianie komoérkowej bakterii gram-ujemnych i gram-do-
datnich [22].
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Rycina 7. Albomycyna (18).

Albomycyna jest aktywna przeciwko bakteriom, kt6-
re aktywnie transportuja zelazo do wnetrza komoérki. Do
tej grupy zaliczamy prawie wszystkie gatunki rodziny
Enterobacteriaceae z wyjatkiem rodzajow Proteus i Mor-
ganella oraz niektére patogenne gatunki gram-dodatnie:
Staphylococcus ureus i Streptococcus pneumoniae. Opornosc
bakterii rodzajéw Proteus i Morganella na albomycyne jest
zwiazana z brakiem systemu aktywnego transportu zela-
za. Wprowadzanie antybiotyku do komorki bakteryjnej
z wykorzystaniem mechanizmu aktywnego transportu
zelaza nazwano taktyka konia trojariskiego. Gdy pato-
gen pobiera zelazo z takiego sideroforu, pobiera takze
antybiotyk, ktéry go zabija. Albomycyna jako antybiotyk
zawiera tiorybozyl pirymidyny, ktéry hamuje dzialanie
bakteryjnej syntetazy tRNA. Albomycyna stuzy réwniez
jako zrédlo 4’-tionukleozydéw uzyskiwanych po jej en-
zymatycznej hydrolizie [23].

Kolejnym antybiotykiem bedgacym pochodna tiocu-
krow jest tiolaktomycyna. Zostal on wyizolowany z ga-
tunku Nocardia sp., a nastepnie rowniez zsyntetyzowany
w laboratorium. Cechg charakterystyczna tiolaktomycy-
ny oraz jej pochodnych jest obecnoé¢ nienasyconego lak-
tonu oraz siarki wystepujacej jako heteroatom. Tiolakto-
mycyna w poréwnaniu z innymi tiocukrami charaktery-
zuje sie zwiekszona lipofilnoscia. Cecha ta jest zwigzana
z brakiem w strukturze tego zwiazku grup funkcyjnych
oraz obecnoscig nienasyconego taricucha piecioweglowe-
go wystepujacego w pozycji C5 laktonu. Za wiasciwosci
biologiczne tiolaktomycyny oraz jej pochodnych odpo-
wiedzialne jest ugrupowanie laktonu. Antybiotyk ten
oraz jego pochodne wykazuja szerokie spektrum dziata-
nia obejmujacym nie tylko drobnoustroje, ale tez niektére
pasozyty i rosliny. Jako podstawowy mechanizm dziata-
nia tej grupy antybiotykéw przyjmuje si¢ hamowanie en-
zymoéw nalezacych do klasy FASII, odpowiedzialnych za
synteze kwaséw ttuszczowych w bakteriach, pasozytach
oraz roélinach. Tiolaktomycyna jest réwniez inhibitorem
bakteryjnych enzyméw FabB, FabF oraz FabH, ponadto
blokuje synteze kwaséw mykolowych zaréwno u prat-
kéw saprofitycznych Mycobacterium smegmatis jak i pato-
gennych dla czlowieka szczepéw Mycobacterium tubercu-
losis. Modyfikacje tiolaktomycyny polegajace na dodaniu
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grup funkcyjnych w pozycji C-5 pierécienia laktonowego
zwiekszaly antybakteryjny potencjal takich pochodnych.
Wiaze sie to ze $SciSlejszym przyleganiem antybiotyku
do czesci aktywnej hamowanych przez niego enzymoéw.
Kolejne analogi tiolaktomycyny zawierajace alkaliczne
grupy hydrofobowe w pozycji C3 i C5 hamuja wzrost
czynnika etiologicznego malarii: Plasmodium falciparum
oraz innych patogennych dla cztowieka pierwotniakéw z
rodzaju Trypanosoma [24,25].

Tagetitoksyna jest fitotoksyna produkowang przez pa-
togen roslinny Pseudomonas syringae pv. Tagetis. Zwiazek
ten jest inhibitorem chloroplastowej polimerazy RNA,
co czyni z niego potencjalny herbicyd. Oprécz tego ta-
getitoksyna jest inhibitorem bakteryjnej polimerazy
RNA Escherichia coli i Thermus thermophilus oraz hamuje
aktywnos¢ eukariotycznej polimerazy III RNA. Mecha-
nizm hamowania polega na stabilizacji kompleksu Poli-
meraza/RNA/DNA i spowolnieniu procesu dodawania
kolejnych nukleotydéw do nowo powstajgcej nici RNA,
co w rezultacie prowadzi do zatrzymania syntezy RNA.
Tagetitoksyna nie dziala na pozostate eukariotyczne po-
limerazy RNA, réwniez jej celem nie sa polimerazy RNA
bakteriofagow T7 i SP6 [26,27].

Ostatnim przyktadem tiocukréw i ich pochodnych wy-
kazujacych wtasciwosci przeciwbakteryjne sa tioanalogi
trehalozy. Trehaloza jest disacharydem, w ktérym dwie
czasteczki glukozy sa potaczone elastycznym wiaza-
niem a-1,1-glikozydowym. Zwigzek ten sluzy bakteriom
jako zZrédlo energii. Tioanalogi trehalozy blokuja trans-
port oraz wykorzystanie dwucukréw jako zZrédio energii
przez bakterie i w efekcie spowalniaja ich wzrost [28].

Obecnos¢ siarki w strukturze antybiotyku nie zawsze
jest zwigzana z jego podwyzszonymi wlasciwosciami
antybakteryjnymi w poréwnaniu do tlenowych analo-
goéw, czego interesujacym przykiadem jest tiopochodna
neaminy, zsyntetyzowana w 1979 roku przez kanadyj-
skich badaczy. Fragment neaminy jest aktywnym kom-
ponentem amino glukozydowych antybiotykéw. Podczas
gdy neamina charakteryzuje si¢ minimalnym stezeniem
hamujacym (ang. minimal inhibitory concentration, MIC) 8
mg/mL, zaskakujgco tioneamina jest biologicznie stabo
aktywna i przy stezeniu 250 mg/mL nie powoduje zaha-
mowania wzrostu Staphylococus aureus. Wynika stad, ze
siarka jako element taczacy obydwa biologicznie aktyw-
ne komponenty specyficznie obniza aktywnos¢ biologicz-
na tioneaminy [29].

Oprocz wlasciwosci antybakteryjnych tiocukry maja
rowniez wladciwosci antywirusowe. Najbardziej spekta-
kularnym tego przykladem jest ukierunkowana i racjo-
nalna synteza tiosialozydow jako lekéw przeciwwiruso-
wych [30]. Zwiazki te zostaly zsyntetyzowane zgodnie
z koncepcja, wedlug ktorej tiosalozydy jako pochodne
kwasu neuraminowego polfaczone z ugrupowaniem cu-
krowym za pomoca mostku siarczkowego sa przykladem
mimikry receptoréw komorkowych wykorzystywanych
przez wirusy podczas infekcji komérek eukariotycznych.
Mechanizm dzialania przeciw wirusowego tiosalozydow
jest zwigzany z hamowaniem dzialania specyficznej wi-
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rusowej a-glukozydazy-neuraminidazy. Replikacja, mie-
dzy innymi wirusa grypy oraz jego infekcyjnosc zalezy
od aktywnosci tego enzymu. Neuroaminidaza umozliwia
wirusom grypy opuszczenie komérek poprzez rozpad
btony komérkowej zarazonej komorki. Enzym ten umozli-
wia takze przylaczenie wirusa do blony komoérkowej, po-
niewaz neuroamidaza ma duze powinowactwo do kwa-
su sialowego receptoréw blonowych. Hamowanie neu-
raminidazy nie eliminuje caltkowicie infekcji wirusowej,
ale czastki wirusowe po zablokowaniu neuraminidazy
tworza agregaty lub pozostaja zwigzane z powierzchnig
komoérki zakazonej, co zapobiega rozprzestrzenieniu sie
wirusa i ulatwia eliminacje wirusa komoérkom uktadu od-
pornosciowego [30]. Ta sama koncepcja zostata wykorzy-
stana do hamowania infekcji innych wiruséw nalezacych
do rotawiruséw i wykorzystujacych pochodne kwasu sia-
lowego podczas infekcji [8].

Kolejna grupa pochodnych tiocukréw wykazujacych
wladciwosci przeciwwirusowe sa tio-nukleozydy. Uzy-
skano wiele pochodnych tionukleozydéw, ktére hamo-
waly w testach in vitro namnazanie wiruséw HIV, jednak
okazywaly sie one, z jednym wyjatkiem, zbyt toksyczne
dla czltowieka i nie zostaly dopuszczone jako leki [31]. Z
grupy tych zwiazkéw tylko tiopochodna L-cytydyny jest
stosowana obecnie jako lek przeciwko wirusowi HIV [32].
Niewykluczone ze dolacza do niej 4’tioarabinonukleozy-
dy, ktére wykazuja bardzo wysoka aktywnos¢ przeciw-
wirusowaq dla wiruséw cytomegalii oraz herpeswiruséw
[33].

TIOCUKRY JAKO LEKI PRZECIWZAKRZEPOWE

W roku 1995 zespot kierowany przez Kuszmanna opra-
cowal metode syntezy 6-deoksy-5-tio-D-glukozy. Umoz-
liwilo to synteze 4-cjanofenylo 1,5-ditio-D-ksylopiranozy.
Zwigzek ten jest znany jako Beciparcil (Ryc. 8) [19] i jest
uzywany jako srodek zapobiegajacy krzepnieciu krwi.
Na bazie Beciparcilu powstato kilka jego pochodnych o
zblizonych do zwigzku wyjsciowego wlasciwosciach bio-
logicznych [34].

19 H

s. 8
Ho™ ch

OH

Rycina 8. Beciparcil (19).

TIOCUKRY JAKO POTENCJALNE LEKI
PRZECIWNOWOTWOROWE

Badania nad biologicznymi wtasciwosciami tiocukréw
koncentrowaly sie réwniez na prébach wykorzystania
tej grupy zwiazkéw do leczenia nowotworéw. Badania
te w przeciwienistwie do przedstawionych powyzej za-
stosowan praktycznych tiocukréw jako lekéw, nigdy nie
wyszly poza obszar badan in vitro przeprowadzanych
na nowotworowych liniach komérkowych. 5-tio-D-glu-
koza obniza przezywalnos¢ komoérek nowotworowych
w hodowli prowadzonej w warunkach hipoksji. Efekt
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ten tlumaczy sie zablokowaniem transportu glukozy do
wnetrza komoérki i jej ,zagtodzeniem” [35]. Nasz zesp6t
potwierdzil te doniesienia, ponadto wykazalismy, ze
nie tylko 5-tio-D-glukoza, ale réwniez i inny monotiosa-
charyd zawierajacy siarke, 5-tio-D-fruktoza (Ryc. 9) [20]
obniza przezywalnosé komoérek réznych linii nowotwo-
rowych: hormono-zaleznych MCF-7 (rak sutka) i HelLa
(rak szyjki macicy) oraz hormono-niezaleznych LoVo
(rak jelita grubego), A549 (rak ptuc) i linii komérek bia-
taczki szpikowej (K562). Jednak najbardziej obiecujaca
grupa tiocukrow o potencjale przeciwnowotworowym
okazaly sie 1,4-tio-di-sacharydy (Ryc. 9). Zbudowane sa
one z dwoéch monosacharydéw potaczonych mostkiem
siarczkowym bedacym mimikra wigzania glikozydowe-
go. Najsilniejszy efekt cytotoksyczny zaobserwowalismy
dla 1,4-tio-di-sacharydu, ktéry ma grupy hydroksylowe
w pierécieniu cukru zablokowane grupami acetylowymi.
Obecnosé grup acetylowych zwieksza lipofilnosc¢ takiej
czasteczki, co prawdopodobnie w konsekwencji zwiek-
sza stezenie wewnatrzkomoérkowe tego tiocukru. Obec-
nie trwaja badania majace ustali¢ mechanizm dziatania
przeciwnowotworowego tych zwiazkéw oraz drogi ich
transportu do wnetrza komoérki nowotworowej [36,37]

20 21

OAc

HO
5 CHs o
HO AcO s o
OH AcO OAG
HO W

(¢] (¢]
Rycina 9. 5-tio-D-fruktoza (20), 1,4-tiodisacharyd (21).

Inny zesp6! pracowat nad ocena wlasciwosci przeciw-
nowotworowych kompleksu zlozonego z chlorku zlota
polaczonego z tiocukrem tio-pB-D-glukoza. Zwigzek ten
hamowal, w zakresie stezeri mikromolowych, rozwéj li-
nii komoérkowej glejaka o dwa rzedy wielkosci silniej niz
karmustyna, lek obecnie stosowany w terapii glejakéw.
Dotaczenie do kompleksu tiocukru zmienito rozpuszczal-
noé¢ i tym samym biodostepnosc tego zwiazku. Leczenie
szczuréw z glejakami ztosliwymi tym nowym zwigzkiem
bylo dobrze tolerowane i doprowadzito do drastyczne-
go spadku wzrostu guza. Lek silnie hamowat reduktaze
glutationu i tioredoksyny, jednak nie zaobserwowano
zaklécania réwnowagi redoks w komorce. Najprawdo-
podobniej wlasciwosci antyproliferacyjne tego zwigzku
wynikajg ze zdolnoéci do hamowania aktywnosci topo-
izomerazy I [38].

Innym przedstawicielem tiocukrow o potencjalnych
wlasciwosciach przeciwnowotworowych sa oligo-p-
(1—-3)-tioglukany. Zwigzki te hamuja in vitro prolifera-
cje komorek nowotworowych jelita grubego, zmniejsza-
ja ekspresje onkogenéw w komorkach nowotworowych
oraz in vivo pobudzaja system odpornosciowy organizmu
zwiekszajac, m. in. proces fagocytozy. Nalezy wspomnie¢,
Ze ten ostatni efekt jest cechg wspdlna oligoglukanéw, ale
wprowadzenie wigzania siarkowego do oligoglukanow
stabilizuje ich siarkowe pochodne i tym samym wydtuza
czas ich dzialania w organizmie jako immunostymulato-
réw co najmniej trzykrotnie [39].
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PODSUMOWANIE

Postepy w opracowaniu nowych metod wprowadza-
nia atomu siarki w strukture piranu i furanu umozliwity
synteze nowych siarkowych analogéw weglowodanow
z obiecujacymi wlasciwosciami terapeutycznymi. Do
dwoéch najwazniejszych metod zalicza sie metode opraco-
wana przez nasz zesp6l, polegajaca na stereo selektywnej
koniugaciji tioli ze sprzezonym ukladem cukrowym (ang.
tio-click) i prowadzaca do dwucukréw polaczonych most-
kiem siarkowym [40] oraz metode Scanlana polegajaca na
reakcji cyklizacji tio-piranéw z wykorzystaniem rodni-
kow [41-44]. Metody te umozliwiaja miedzy innymi do-
taczanie do szkieletu cukrowego nowych grup funkcyj-
nych. Grupy te reprezentuja rézne kategorie aglikonéw
np.: izoksazole, adamantany, struktury piersScieniowe
na bazie benzoesanu etc. i spelniaja role farmakoforéw
zwiekszajacych wilasciwosci farmakologiczne siarkowych
analogow weglowodanéw. W przeciwienstwie do tiocu-
kréw syntetycznych zaskakujaco mato wiadomo na temat
drog biosyntezy tiocukréw naturalnych. Nie ma zadnych
danych na temat szlaku biosyntezy 5-tio-D-glukozy. Do
tej pory nie zidentyfikowano Zzadnego genu kodujacego
biatka zaangazowane w synteze tego tiocukru. Podobna
sytuacja jest w przypadku procesu biosyntezy albomy-
cyny. Wykorzystujac metody genomiki poréwnawczej
zidentyfikowano co prawda in silico w genomie S. griseus
cluster genowy odpowiedzialny prawdopodobnie za bio-
synteze albomycyny. Bez dowodéw doswiadczalnych
doniesienie to pozostaje tylko hipotezg. Tym samym za-
proponowany przez autoré6w model biosyntezy wyko-
rzystujacy reakcje wolnorodnikowa oczekuje weryfikacji
[45]. Nic nie wiadomo na temat biosyntezy salacinolu,
kotalanolu i ponkoranolu. Sugeruje sie, ze atom siarki
wraz z przyleglymi atomami wegla pochodzi od metioni-
ny, aczkolwiek ta hipoteza réwniez oczekuje weryfikacji.
Stosunkowo najwiecej wiadomo na temat biosyntezy glu-
kozynolanéw, jednak i tutaj pozostaje do rozstrzygniecia
kwestia pochodzenia atomu siarki obecnego w tej kla-
sie zwiazkoéw. Jako zZrédlo siarki wskazywany jest tutaj
glutation albo metionina [46].

Biorac pod uwage mnogos¢ obecnie wykorzystywa-
nych farmakoforéw do produkcji lekéw, nieograniczo-
ne wrecz mozliwosci wstawiania ich do siarkowych po-
chodnych weglowodanéw oraz obecne zastosowanie tio-
cukrow do leczenie szerokiej gamy patologii cztowieka,
przysztoéé chemii medycznej moze nalezeé¢ do tiocukréw.
Drugi kierunek badan zwigzany z tiocukrami dotyczy nie
tyle syntezy nowych, obiecujacych pod wzgledem zasto-
sowan w medycynie tiocukréow, a raczej opisania szlakow
biochemicznych biosyntezy tiocukréw naturalnych wraz
z okresleniem komponentéw genetycznych i biatkowych
bioracych udziat w tych procesach.
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studies.

(1-4)-S-thiodisaccharides were shown to kill various cancer cell lines, including cervix, lung, mammary-
gland and colon by unknown mechanisms. Here we identified two actions of levoglucosenone derived (1-
4)-S-thiodisaccharides against cervix cancer cells: induction of oxidative stress and DNA damage. In con-
sequence, (1-4)-S-thiodisaccharides lowered the cellular GSH level and changed the expression profile of
genes encoding key proteins involved with oxidative stress response. We also observed that (1-4)-S-
thiodisaccharides induced DNA damage and interfered with the thioredoxin (Trx) system. Both actions,
as induced by FPC6, were stronger when dihedral angles of sulfur bridge were set to 110°, 100° and
109°, clearly indicating differences when compared to FPC8. These findings demonstrate that the 1-4-
thio bridge of disaccharide is a powerful anticancer pharmacophore, and its potential use needs further

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Sugars with heteroatoms other than oxygen have attained con-
siderable importance in glycobiology and in drug design.! The oxy-
gen could be replaced by sulfur, nitrogen, selenium or phosphorus
forming thio sugars, imino sugars, seleno sugars, as well as, phos-
pho sugars. There are also examples of sugar derivatives known as
carbasugars and inositols - they have the ring oxygen atom
replaced by a carbon atom. Articles on thio sugars and imino sug-
ars”® have dominated the scientific literature describing carbohy-
drates containing heteroatoms. Reports on other sugars analogs
(with heteroatoms other than sulfur and nitrogen) are relatively
rare. It is because these two sugar analogs (in particular thio sug-
ars) exhibit important biological activities and offer a great thera-
peutic potential. Nowadays, thio sugars are used in treatment of
diabetes and some bacterial and viral infection diseases.? The ther-
apeutic potential of thio sugars results from the fact that the pres-
ence of a sulfur atom changes the information content of sugar
analogs; and, therefore, thio sugars are not recognized by cellular
carbohydrate-recognizing biological entities like glycosidases,
phosphorylases or glycosyltransferases. Surprisingly, to date, there
are only a few reports (including our reports) regarding thio sugars

* Corresponding author.
E-mail address: zbigniew.witczak@wilkes.edu (Z.J. Witczak).

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmcl.2017.01.064
0960-894X/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

ability to impede cancer cells growth. Moreover, the reports
focused only on observations of the effects of thio sugars on cancer
cell-line viability.”~'" These studies showed that functionalized
thio sugars have cytotoxic properties and a potential as anticancer
agents. However, the mechanisms of their action remain unknown.

Herein, we report for the first time the mechanism of cytotoxi-
city of thio sugars containing a sulfur atom as a thio bridge. All
tested compounds labeled as FCP 6-9 were synthetized in our lab-
oratory, employing the thio-click method” and are presented on
Scheme 1. Formally, (with the exception of FPC 8) they are (1-4)-
S-thiodisaccharides. Three of them (FCP6, 7 and 9) have two sugar
moieties linked by a sulfur bridge; whereas, the last one (FCP8) has
the aromatic moiety with protruding -COOH motif. We used such
set of compounds to test potential influence of the carbohydrate
moiety on anticancer properties.

As we previously reported’, it is important to mention that the
bond angles of FCP 6, 7, and 9 differ from that of FCP8. Compounds
with two sugar moieties have similar, comparable bond angles of
1-4-thio-bridge; whereas, FCP8 has more disperse (110°, 100°
and 109° vs 126°, 97° and 113°). FCP7 has unblocked 2, 3, 4, and
6 carbon atoms with —OH groups - these positions in FCP6 and
FCP9 are blocked by acetyl moieties. FCP6 has a glucose moiety;
whereas, FCP9 has galactose.
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Scheme 1. Levoglucosenone derived FCP6-9 as functionalized (1-4)-S-thiodisaccharides.

As we discussed earlier’ all compounds are more likely to be
membrane permeable and easily absorbed by the body as they
fit the Lipinski criteria. Also, in our previous report we showed
that most potent compound was FCP6.” It was clearly a surprise
as we expected that FCP7 to be a more active compound due to
the presence of 4-OH groups. Since, one of the most sensitive
cancer cell line is HeLa, we decided to use Hela cells to evaluate
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the mechanism of the (1-4)-S-thiodisaccharides action. We have
applied FCPs in concentrations based on the results obtained in a
previous work,” where the cytotoxicity and apoptosis assays
were performed. We observed the concentration dependent
genotoxic effect in HeLa cells incubated with FCPs for 1 h as seen
in the comet assay (Fig. 1). The comet assay or single cell gel
electrophoresis (SCGE) assay is a rapid, sensitive and relatively
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Fig. 1. The DNA damage induced by FCP 6-9 in HeLa cells. The genotoxicity was analyzed after 1 h incubation in 37 °C with FCPs. The DNA damage was measured as the DNA
percentage in the tail in alkaline (black bars), pH 12.1 (grey bars) and neutral (white bars) comet assay. All experiments included positive (20 uM hydrogen peroxide) and
negative control (untreated cells). DNA damage level in negative control didn’t exceed 5% and reached 2 + 2%. DNA damage level in positive control reached 30 + 15%
depending on the version of comet assay. Data represent the mean + SEM of quadruplicate.
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simple method for detecting the DNA damage at the level of
individual cells.'?

We used the comet assay under alkaline, at pH 12.1 and neutral
conditions. With these three versions of the comet assayj, it is pos-
sible to detect single DNA strand breaks, double DNA strand
breaks, alkali-labile sites and incomplete excision repair sites.
The approach allowed us to evaluate the participation of single
and double strand breaks, alkali-labile sites in observed DNA
lesions.'? Summing up the results from the comet assay, it was
observed that FCPs induced single strand breaks and alkali labile
sites. FCPs have no effect on the formation of double strand breaks.
The level of DNA damage determined by the version at pH 12.1
may indicate an incomplete excision repair. Single strand breaks
could be the result of the DNA repair process of the DNA lesions
induced by FCP or could be induced by FCPs directly or indirectly.
We tested it using the in vitro plasmid relaxation assay (Support-
ing Materials). After incubation of FCPs with pUC19 plasmid
DNA, the electrophoresis pattern of samples was similar to the
control indicating that all tested FCPs did not evoke DNA breaks
directly. We also analyzed the kinetics of the DNA repair in HeLa
cell lines after a 1 h exposure to FCPs by measuring the level of
the DNA damage in the cells after 0, 15, 30, 45, 60, and 120 min
of repair after the damaging incubation (Supporting Materials). In
all cases the cells were able to recover at least 90% of the damage
after the exposition to FCPs. To determine if indirectly induced by
FCPs DNA breaks are a result of the metabolic conversion/activa-
tion of FCPs, we utilized the kinetics of the DNA damage performed
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in 37 °C and 4 °C (Fig. 2). In all cases kinetic curves performed at
37 °C differ from those acquired at 4 °C, and the amount of DNA
lesions is statistically lower when the cellular metabolism is slo-
wed down by the low temperature. This data together with our
previous report suggest that thio sugars could “produce” reactive
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Fig. 3. Reduction of FCPs induced DNA damage (black bars) by antioxidants:
Vitamin E (grey bars) and Epicatechin (dark grey bars). HeLa cells were preincu-
bated with antioxidants prior to incubations with FCPs. Data were received from
alkaline version of comet assay and represent the mean + SEM of quadruplicate.
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Fig. 2. The kinetics of the FCPs-induced DNA damage in HeLa cells. The percentage of DNA damage was analyzed after 0, 15, 30, 45 and 120 min of incubation in 37 °C and 4 °C
with selected concentrations of FCPs. The concentration of the FCPs was chosen based on results of the alkaline version of the comet assay and introduced DNA lesions visible
as 10-20% DNA in the comet tail. Data were received from the alkaline version of the comet assay and represent the mean + SEM of quadruplicate.



1218 J. Sarnik et al./ Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 27 (2017) 1215-1219

kK
0.8
)
o
=
§ 06 4 Fk
o
: T
=5
= *kk
w
8 0.4 1 T *kk
2 T
T
°
0.2 '|'
0.0 T T T T T
TBHP FCP6 FCP7 FCP8 FCP9

Fig. 4. The level of reactive oxygen species (ROS) in HeLa cells after 1 h incubation
with tested compounds in comparison to the untreated control. Tert-Butyl
hydrogen peroxide (TBHP) was used as the positive control. The percentage of
DCF fluorescence was analyzed after 30 min of preincubation with 10 uM CM-
H2DCFDA and 1 h incubation with FCPs. Data represent the mean + SD of triplicate
(**p <0.001).

oxygen species (ROS). If so, the DNA damaging effect could be
reversed by antioxidants.

Antioxidants inhibit oxidation reactions and can remove free
radical intermediates,'> which may derive from the action of the
FCPs. To verify this hypothesis we preincubated the HeLa cells with
two known antioxidants: Vitamin E and Epicatechin prior to incu-
bations with FCPs. Both antioxidants lowered the level of the DNA
damage induced by FCPs (Fig. 3).

Next we decided to measure the cellular oxidative stress using
two probes: 2',7'-dichlorofluorescin diacetate (CM-H2DCFDA) and
diaminofluorescein diacetate (DAF-2 DA). Both are cell-permeable
non-fluorescent probes that turn to highly fluorescent probes upon
oxidation. The first one is activated by reactive oxygen species,
whereas, the second is activated rather by nitric oxide.'® After
incubations of HeLa cells with (1-4)-S-thiodisaccharides (FCP6,
FCP7 and FCP9), we observed an increase in fluorescence of sam-
ples with CM-H2DCFDA (Fig. 4), but not with DAF-2 DA (Support-
ing Materials). This means that hydroxyl radicals are the main
product of tested FCPs. We also observed higher fluorescence in
samples incubated with FCP8 as compared with the control, but
this difference was not statistically important.

We could conclude that FCP8 did not evoke the oxidative stress
as all remaining compounds. The cell evolved mechanisms - col-
lectively termed antioxidant defense system to maintain the intra-
cellular redox homeostasis in response to the oxidative stress.

Upon the activation this system impacts a wide variety of
cellular processes including the increase of the transcription of

Table 1

key proteins involved in the antioxidant defense system.'® There-
fore, we analyzed the expression level of 13 genes in biological
pathways activated in response to the oxidative stress: SOD1,
SOD2, HMOX-1, GCLM, TXN, FHL2, NCOA7, NQO1, NOX4, NOX5,
CAT, GPX1, GPX4. We found that some of them are upregulated
in cells incubated with FCPs (Table 1).

The most affected genes were HMOX-1 and GLCM. HMOX-1
encoding hemeoxygenase 1(HO-1) and GCLM encoding gluta-
mate-cysteine ligase modulatory subunit (GCLMS). Both proteins
are known to be redox-linked cytoprotective factors.!5~!8

HO-1 catalyzes the conversion of the intracellular heme into
biliverdin, which is further reduced into a potent antioxidant
bilirubin. GCLMS is a modulator subunit of GCL protein that plays
a key role in the glutathione homeostasis. The expression of other
key indicators/responders of oxidative stress'®?°: - SOD (superox-
ide dismutatase which converts superoxide into hydrogen perox-
ide), CAT (catalase which degrades organic peroxides) and GPX
(glutathione peroxides which uses reduced glutathione and hydro-
gen peroxide to produce oxidized glutathione and water) were also
slightly increased.

How do FCPs induce the oxidative stress? The regulation of the
redox homeostasis is provided by glutathione (GSH), thioredoxin
(Trx), and glutaredoxin (Grx) systems.”! When one is affected,
others also do not work appropriately. Therefore, we checked the
cellular GSH depletion in cells incubated with FCPs. All studied
FCPs evoked GSH depletions as seen on Fig. 5.
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Fig. 5. The bar graph shows the depletion of GSH that is reflected in the level of
fluorescence of GSH-MBCL in tested samples after 1h incubation with FCPs
compared to the untreated control (100%). As the positive control 24 h incubation
with t-Buthionine-sulfoximine (BSO) was used. Data represent the mean + SD of
triplicate (*** p < 0.001).

The level of the relative gene expression of genes involved in the oxidative stress and antioxidant defense. The increase (1) and decrease (| ) in gene expression in cells treated with
the compounds was determined relative to untreated cells (Control: 1.00). The GAPDH gene was the endogenous control of the experiment. Data represent the mean * SD of six

replicates (***p < 0.001).

Gene/FCP Control FCP6 FCP7 FCPS FCP9
SoD1 1.00 1.18 £SD 1) 1.16 +SD - 1.12+SD - 1.07 +SD -
SoD2 1.00 1.56 +SD He) 1.25+SD 109 1.28+SD e 1.26 +SD 109
HMOX 1.00 2029+ SD 109 7.29£SD G 3.42+SD HG) 10.53 £ SD G
GCLM 1.00 2.21+SD 10 1.95+SD 707 1.56 +SD 707 1.77 +SD (%)
TXN 1.00 0.76 +SD 1G] 0.94 £SD - 0.93 +SD - 1.07 +SD -
NCOA7 1.00 0.43 £SD 1) 0.35%SD 1) 0.51+SD Go) 0.37 £SD 1)
NQO1 1.00 1.34+SD 109 1.27 +SD 109 1.61+SD 170 1.36 +SD 1)
NOX4 1.00 0.58 +SD 10) 0.68 +SD 1) 1.13+SD - 0.74 £ SD -
NOX5 1.00 0.53 +SD - 0.34%SD - 0.56 £ SD e 0.68 £ SD -
GPX4 1.00 1.15+SD 109 0.56  SD 1) 0.56 £ SD e 0.75 £SD 1)
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Table 2

The level TrxR activity reduction in HeLa cells after 14 h incubation with IC50 of
tested compounds in comparison to untreated control. Data represent the mean + SD
of three replicate (** p < 0.01).

Compound Trx reduction +SD p
C 0 4.9
FCP6 183 8.2 -
FCP7 3.86 9.2
FCP8 7.5 5.8
FCP9 9.2 0.98 -

The strongest effect we observed for FCP9 (about 60% as com-
pared with the control) and FCP6 (about 20% as compared with
the control).

We cannot exclude the possibility that FCPs affect the two
remaining systems -Trx or Grx. This phenomenon needs further
studies. Moreover, this is not a pure speculation since we observed
an elevated expression of HMOX-1 gene. This effect was observed
in cells when the Trx system was inhibited.*”

Indeed, FCP6 as well as FCP9 decreased the Trx activity as
shown in Table 2. FCP6 lowered the Trx activity about 20%
whereas, FCP9 about 10% as compared with control. This data is
in agreement with our results suggesting that FCP6 is the most
effective compound.

Our study clearly supports the hypothetical relationships
between metabolic conversion of FCPs and ROS generation, which
lead to cancer cell death. The results of plasmid relaxation assay
and kinetics of the DNA damage performed in 4° C to slow down
metabolism suggest that FCP induced DNA damage indirectly,
and most likely they are the result of their participation in metabo-
lism in cells. After analysis of data obtained from measurement of
ROS, we can draw the conclusion that anticancer properties of FCPs
are connected with generation of oxidative stress. FCPs mechanism
of action may be connected with inhibition of cancer cell glucose
metabolism or glucose uptake. This could enhance cytotoxicity
and oxidative stress by limiting the recycling of NADP+ to NADPH
via the pentose phosphate pathway. It can be also related with
decreasing the formation of pyruvate by glycolysis. Another
hypothesis is connected with modulation of cellular redox home-
ostasis by FCPs metabolites.

It is anticipated that S-bond could be hydrolyzed within the cell.
As a result, FCPs metabolites have SH group that can block cellular
Trx system. The relationship of oxidative stress to the overall
mechanism by which FCP kills cancer cells is not well understood
and should be subjected for further investigation.

Thus, taken together, our investigations reveal FCP6 as a potent
anticancer agent with a mechanism of action that involves

enhancement of ROS levels in cancer cells. FCP6 is able to induce
the oxidative DNA damage in cancer cells, destabilize cellular
redox system by the GSH depletion and reduction of Trx system,
and change the expression level of genes activated in response to
the oxidative stress. In our opinion, FCP6 deserves further detailed
biological investigation.
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1. Materials and methods

Cell culture

In order to evaluate the biological properties of (1-4)-S-thiodisaccharides we choose hormone-
dependent cell line — HeLa from HPA Culture Collections. This cancer cell line are commonly
used and is well described including their genetic profile. HeLa cell line (cervix adenocarcinoma)
were cultured in Ham’s F-12 medium (Lonza) containing L-glutamine and supplemented with
heat-inactivated 10% fetal bovine serum (BIl) and 1% penicillin-streptomycin mix (Sigma). Cells
were maintained in humidified incubator at 37° C and 5% COzand were cultured to approximately
70-80% confluence and passaged every 2-3 days. We used Accutase (Sigma) to detached cells

from the surface prior to experiments.
Detection of DNA damage by single cell electrophoresis (comet assay)

In order To evaluate genotoxicity effects of tested compounds we used comet assay in three
version — alkaline, neutral pH and pH 12.1 version. This method is based on the ability of
migration in agarose gel in electric field negatively charged fragments of DNA. The level of
DNA migration depends directly on the DNA damage present in the cells.

HelLa cells were incubated with FCPs in 1 h at 37° C. We used negative and positive controls.
The first one was cells incubated with fresh medium only, the second cells exposed to hydrogen
peroxide at 20 pM applied for 15 min at 4° C. Suspension of cells (5x 10* cells per probe) was
mixed with 0,75% LMP agarose and spread onto a microscope glass slide precoated with 0,5%
NMP agarose after incubation with FCPs. The next step was carried out at pH 10 (2.5 M NaCl,
100 MM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100 as detergent) for 1 hour at 4° C. Following lysis of
cells with detergent at high salt concentration in alkali version slides were washed for 20 min in
the unwinding buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >13). Electrophoresis was performed in
an alkaline buffer (30 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >13) for 20 min at 17 V, 32 mA. In the
neutral version of the assay unwinding and electrophoresis buffer were the same (300 mM sodium
acetate and 100 mM Tris with pH adjusted to 9.0 with glacial acetic acid). Electrophoresis in this
variant was performed at 9 V, 100mA for 1 h. In the pH 12.1 version electrophoresis was
conducted in 300 mM NaOH and 1 mM EDTA buffer at pH 12.1 adjusted with glacial acetic acid
and with the remaining compounds as in the alkaline version. After electrophoresis, slides were
washed with destile water, left to drain and then stained in a humidified chamber with 2 mg/ml
DAPI for at least 60 min.
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The slides were examined in fluorescence microscope (Nikon, Tokyo, Japan) attached to a
COHU 4910 video camera (Cohu, Inc., San Diego, CA) equipped with a UV filter block with an
excitation filter (359 nm) and barrier filter (461 nm) and connected to a personal computer-based
image analysis system, Lucia-Comet v. 4.51 (Laboratory Imaging, Praha, Czech Republic). We
randomly selected 100 comets from each slide to determine a level of DNA damage via measure a

% DNA in comet tail. Each experiment was repeated four times.

DNA damage and repair Kinetics

We exposed cells to FCPs for 0, 15, 30, 45 and 120 minutes at 37° C and 4° C, to evaluate a
kinetics of DNA damage. After that we proceed with comet assay. Concentration of the FCPs was
chosen based on results of alkaline version of comet assay and introduced DNA lesions visible as
10-20% DNA in comet tail.

To determine the kinetics of DNA repair cells were exposed to compounds at the same
concentration like in DNA damage kinetics experiment at 1 h at 37° C. Next, cells were washed
and incubate in proper medium for 0, 15, 30, 45 and 120 minutes at 37° C. In this step aliquots of
the suspension were taken immediately after end of time of incubations. Each experiment
included a positive control, which was hydrogen peroxide at 20 uM applied for 15 min at 4° C.

After that we proceed with comet assay

Plasmid relaxation assay

To confirm the comet assay results we used pUC19 plasmids in relaxation assay. To check the
migration of its multimeric forms (supercoiled CCC, open circular OC and linear L) we conducted
an electrophoresis in 1% agarose gel (EurX) in 1x Tris-acetate-EDTA buffer. Structural
differences between supercoiled, open circular and linear forms of the plasmid accounted for their
different electrophoretic mobility. As a positive control plasmids were exposed to EcoRI. EcoRlI
as restriction enzymes induced one strand breaks in plasmid DNA and caused the relaxation of
supercoiled plasmid. The ability of FCPs to induced damage DNA as SSB or DSB was observed
after 1h in 37° C incubation with plasmid DNA. Induction of DNA damage could be observed as

increasing of presence of OC or L forms and decreasing CCC form.
Measured the level of reactive oxygen species (ROS) CM-H2DCFDA

To evaluate intracellular oxidative stress we used 2',7'-Dichlorofluorescin diacetate (CM-

H2DCFDA). It is a cell-permeable non-fluorescent probe and de-esterified intracellularly and
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turns to highly fluorescent 2’,7'-dichlorofluorescein upon oxidation. Cells (50x 10* per well) were
placed in the 96-wells black plates with transparent bottom and preincubated 30 min in 10 uM
concentration with CM-H2DCFDA in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). After
preincubation with CM-H2DCFDA cells were washed with HBSS and incubated 1 h with tested
compounds in concentration used in DNA damage and repair kinetics. Cells incubated with tert-
Butyl hydroperoxide (TBHP) (SIGMA) in 100 uM concentration were used as positive control.
Cells preincubated with CM-H2DCFDA in HBSS were negative control. After incubation with
FCPs fluorescence intensity was measured in microplate reader with an excitation wavelength of
485 nm and an emission wavelength of 528 nm. Results in tested probes were calculated as % of

negative control
Estimation of intracellular nitric oxide (NO) using DAF2-DA

To measure the level of nitric oxide which can be formed during action of FCPs we used cell-
permeable fluorescent detector of nitric oxide in living cells — 4,5 -Diaminofluorescein diacetate
(DAF-2 DA) (Sigma). Further proceeding as described in protocol for measured the level of
reactive oxygen species (ROS) except the preincubation step with DAF-2 DA which lasted for 15

minutes.
Detection of reduction DNA damage in a presence of antioxidant

To assess the reduction of DNA damage induced in HeLa cell line we used preincubation with
two antioxidants: Vitamin E and Epicatechin. Antioxidants inhibited oxidation reactions in cells
and removed free radical intermediates, which may arise by the activity of FCPs Preincubation
with Vitamin E and Epicatechin takes for few second in concentration 25 uM and 10 uM
respectively. We incubate cells subsequently for 1 h with concentration of the FCPs which were
chosen based on results of alkaline version of comet assay and introduced DNA lesions visible as
10-20% DNA in comet tail. Each experiment included a negative control (untreated cells) positive
control, which was hydrogen peroxide at 20 uM applied for 15 min at 4° C separately and with
antioxidants, control with Vitamin E at 25 uM and control with Epicatechin at 10 uM . After 1 h

incubation with FCPs we proceed with alkaline version of comet assay.
GSH determination by mBCl and Flow Cytometry
To determine the depletion of GSH we used a mBCI (Monochlorobimane, SIGMA) which is

cell-permeant probe for quantifying glutathione levels in cells. Stock solution of mBCIl was
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prepared in DMSO in 50 uM concentration and was kept refrigerated in dark. We used also Pl
(propidium iodide) to evaluate cell viability in all probes.

Cells were seed on 6-wells plate and treated with FCPs for 1 h. After incubation with tested
compounds cells were detached from the surface with accutase, washed twice with PBS and
incubated 30 min with 50 uM mBCI and 10 uM PI in PBS at room temperature. Flow cytometry
was used for quantitation of GSH-mBCI fluorescence. Data were analyzed on FACSDiva Version
6.2. Depletion of GSH was determined after 24 incubation using 0,5 mM BSO (D,L-buthionine-
S,R-sulfoximine) as positive control. GSH-mBCI fluorescence in probes was compared to
untreated control (100%).

Real-time PCR for gene expression analyses

Total RNA was isolated from HelLa cells after 4 h treatment with tested compounds in
concentration used in ROS detection. To extract RNA we used RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).
The final RNA concentration and purity was measured using a spectrophotometer (BioTek) and
Take3 Micro-Volume plates. For analysis of mRNA expression 100 ng of total RNA (in 10 pl
reaction volume) was used.

We analyzed 13 genes in biological pathways activated in response to oxidative stress: SOD1,
SOD2, HMOX, GCLM, TXN, FHL2, NCOA7, NQO1, NOX4, NOX5, CAT, GPX1, GPX4.
Reference gene GAPDH and other analysed genes was performed using TagMan (Life
technologies), SensiFAST Probe No-ROX One-Step (Bioline) and CFX96 RealTime System
(BioRad). The relative gene expression level was determined from six replicates using the formula
2—AACt.

Thioredoxin reductase activity

To evaluate the thioredoxin reductase (TrxR) activity we used a colorimetric assay
(Thioredoxin reductase assay kit, SIGMA). This method is based on reduction of DTNB (5,5’-
dithiobis(2-nitrobenzoic) acid) with NADPH to TNB (5-thio-2-nitrobenzoic acid). This reduction
is manifested by production of yellow color measured at 412 nm. We proceed according to the
protocol for 96 well plate assay except total volume of probes which was 350 pl. We measured
OD 412 at TO and again after incubation the reaction at 25°C for 1h (T60).

First 10° cells were seed on plates (10 mm) then treated with FCPs for 14h with 1C50. After
incubation with tested compounds cells were washed with PBS and incubated with 1 ml Cell
Lytic M and protease Inhibitor Cocktail (SIGMA) 15 min on the shaker at room temperature. The
lysate was centrifuged at 10000 x g for 10 min. Supernatant was used as the enzyme sample. We

determined the protein concentration of the supernatant using Bradford Reagent (SIGMA) and
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protein standard (BSA) solution (SIGMA). We used 25 ug of protein for one probes in
thioredoxin reductase activity assay. TrxR activity was calculated using formula contained in the

protocol and received results were compared to untreated control (100%). The experiment was
repeted three times in two replicates.

2. Results

Figure 1s. Agarose gel with puC19 after relaxation assay and electrophoresis. There can be seen
three forms of pUC19 conformation from the top: OC, L, CCC. From left in the first path is
control pUC19 then in order: pUC19 after EcoRI digestion, pUC19 after 1h exposure to FCP6-9.
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Figure 2s. The kinetics of repair of FCPs-induced DNA damage in HeLa cell line. The percentage
of DNA damage was analyzed after 0, 15, 30, 45 and 120 minutes of repair incubation in 37° C.
Data were received from alkaline version of comet assay. Data represent the mean = SEM of

quadruplicate.
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Figure 3s. The level of intracellular nitric oxide induced in HelLa cells after 1h incubation with
tested compounds in comparision to untreated control. The percentage of DAF-2 DA fluorescence
was analyzed after 15 min of preincubation with 10 uM DAF-2 DA and 1h incubation with FCPs.
Data represent the mean + SD of triplicate(***p<0,001).

8s



Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 30 (2020) 126904

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bmcl

Contents lists available at ScienceDirect

Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters

Bioorganic & Medicinal
Chemi

(1-4)-Thiodisaccharides as anticancer agents. Part 5. Evaluation of
anticancer activity and investigation of mechanism of action

Check for
updates

=

Joanna Sarnik™', Arkadiusz Gajekb, Monika Toma®, Jakub Pawelczykd, Sebastian Rykowskid,
Agnieszka Olejniczak’, Tomasz Sliwinski®, Roman Bielski®, Zbigniew J. Witczak®",

Tomasz Poplawski®

& Department of Molecular Genetics, Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, 90-236 Lodz, Poland
" Department of Medical Biophysics, Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, 90-236 Lodz, Poland
¢ Laboratory of Medical Genetics, Faculty of Biology and Environmental Protection, University of Lodz, 90-236 Lodz, Poland

9 Institute of Medical Biology, Polish Academy of Sciences, 93-232 Lodz, Poland

€ Department of Pharmaceutical Sciences, Nesbitt School of Pharmacy, Wilkes University, Wilkes-Barre, PA 18766, USA

f Department of Rheumatology, Medical University of Lodz, 92-115 Lodz, Poland

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: (1-4)-Thiodisaccharides, thiosugars with the 1-4-thio bridge, were recently shown to induce oxidative stress, as
Thiodisaccharides well as, apoptosis in cancer cells in the low micromolar range; however, the detailed mechanism of their an-
Glioma

ticancer action still remains unknown. In order to clarify the mechanism of (1-4)- thiodisaccharides action, we
performed a series of tests including cytotoxic, clonogenic and apoptosis assays using an in vitro glioma cancer
model with one ATCC cell line U87 and two novel glioma cell lines derived from cancer patients — H6PX and
H7PX. We also evaluated the ability of (1-4)-thiodisaccharides to interfere with protein folding and synthesis
processes, as well as, the thioredoxin system. (1-4)-thiodisaccharides induced glioma cell death, which were
found to be accompanied with endoplasmic reticulum stress, inhibition of global protein synthesis, reduced
overall cellular thiol level and thioredoxin reductase activity. We also performed a RT-PCR and Elisa analysis of
(1-4)-thiodisaccharides-treated glioma cells to identify any changes within the pathway affected by (1-4)-
thiodisaccharides. We observed a significant increase of expression in key markers of endoplasmic reticulum
stress and pro-apoptotic protein, FASLG. We proposed that (1-4)-thiodisaccharides react with cellular thiols and

Oxidative stress
Endoplasmic reticulum (ER) stress
Thioredoxin system

disturb any cellular thiol-depended processes like thioredoxin system or protein folding.

Sulfur plays an elementary role in biological systems. This element
is an important component in living systems as a constituent of pro-
teins, coenzymes and cellular metabolites. It is crucial in many biolo-
gical processes including cellular transport or antioxidant defense. The
reduced form of sulfur protects against radiation damage or oxygen
toxicity due to its simplicity in oxidation.'

Sulfur-containing natural compounds are widely used as therapeutic
agents in treatment of various human diseases (reviewed at Refs. 2,3).
Based on these natural examples it is no surprise that medicinal
chemistry also used sulfur to develop novel, sulfur-containing, biolo-
gical active drugs. In these drugs sulfur exists as sulfonamide, sulfone,
sulfinyl, thioester, thioether, thiophene, thiazole, B-lactam, thiazepine/
thiazine, or thiadiazole in many organic chemistry compounds in-
cluding thiosugars.*> Sulfur in thiosugars replace oxygen and usually
occurs as a thiol group, in the 1 and 5 position of monosaccharides, or

* Corresponding author.
E-mail address: zbigniew.witczak@wilkes.edu (Z.J. Witczak).

https://doi.org/10.1016/j.bmcl.2019.126904

could form a S-glucosidal bond in disaccharides. Replacement of
oxygen to the sulfur is tolerated by most biological systems. The pre-
sence of sulfur, presented as a heteroatom or one of the components of
the functional groups of sugars, varies dramatically with its physico-
chemical properties and biological properties — i.e. thiosugars become
insensitive to enzymatic and chemical degradation as compared with
conventional sugars.®

Recently, we developed a collection of thiosugars with anticancer
potential denoted as FCP (Functional Carb Pharmacophores) including
monosaccharides containing a hemi-thioacetal functionality, carbohy-
drate derivative with a methanesulfonamido group, (1-4)-thiodi-
saccharides and S-glycosylated thiosemicarbazones.”'*> Among the
tested compounds, the most promising was (1-4)-thiodisaccharide
(named as FCP6), but detailed mechanism of its action remains un-
known; however we show that FCP6 induced oxidative stress lowered
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Table 1 Table 3
IC50 and IC20 values' presented in uM. Apoptosis induction.
Cell line/compound U-87 H6PX H7PX Untreated Control FCP6
1C50 1C20 1C50 1C20 IC50 1C20 U-87
Viable [%] 93,1 37,8
FCP6 65,2 51,4 132,8 112,7 157,8 133,5 Apoptotic [%] 6,9 62,2
FCP8 922,1 784,4 955,2 921,9 736,1 653,9 H6PX
. . . . Viable [% 90,3 19,6
1 Cancer cells were incubated in the presence of increased concentrations of Aii)p(:oii(‘:)][% ] 97 804
tested compounds for 14 h at 37 °C. The most cytotoxic was FCP6 and the most ’ ’
responsive line U-87. Data represent the mean of triplicate of independent tests. H7PX
Viable [%] 90,4 56,7
Apoptotic [%] 9,6 43,3

Fig. 1. This figure present clonogenic assay performed on U-87 (a—c), H6PX
(d-f) and H7PX (g-i), Control experiment are shown on a, d and g. Results from
IC20 of FCP6 and FCP8 are respectively b, e, h and c, f, i. Treatment with FCP6
and FCP8 caused growth and colony formation inhibition and the most effective
was FCP6 - see detailed values in Table 2. After 14 h incubation with IC20 of
FCPs cells were planted in an amount of 1000 per plates and incubated 2 weeks,
after that cells were stained with crystal violet and colony were counted under
the microscope.

Table 2
Clonogenic assay.

Probes Ratio of the number of colonies to the number of cells seeded [%]
U-87 H6PX H7PX

Control 100% 100% 100%

FCP6 1C20  40% 46% 63%

FCP8 1C20  86% 75% 98%

1 Cells were seeded after treatment with IC20 of tested compounds for 14 h.
Results are showed as % of control. Planting efficiency presented in % values is
the ratio of the number of colonies to the number of cells seeded PE = (no. of
colonies formed)/(no.of cells seeded) x 100% Data represent the mean of
triplicate.

the cellular GSH level.”'® FCP6 has two sugar moieties linked by a
sulfur bridge, and it has blocked 2, 3, 4, and 6 carbon atoms by acetyl
moieties. The aim of this paper is to establish molecular mechanism of
anticancer action of (1-4)-thiodisaccharides using glioma cell lines as a
cancer model. Glioma is one of the most lethal, highly invasive and
aggressive with a bad prognosis cancer. Despite advanced techniques in
radiotherapy or chemotherapy, the treatment is not effective.

1 Cells were treated with IC20 of tested compounds for 4 h. The cells that
considered viable are FITC Annexin V and PI negative, samples with cells in
early apoptosis with membrane integrity intact are FITC Annexin positive and
PI negative, and in the end stage of apoptosis or death sample with cells are
both FITC Annexin and PI positive. Apoptotic cells are presented as the sum of
cells stained with FITC Annexin positive and PI negative and FITC Annexin and
PI positive and given in percentage value. We used untreated cells stained with
both FITC Annexin and PI as negative control. Cells treated with 100 pM
camptothecin served as positive control for 24 h. Data represents the mean of
triplicate of independent tests.

Table 4
Gene expression involved in apoptosis'
FCP6

U-87 SD
BCL2 -0,35) + 0,13
FASLG 3,251* + 1,35
H6PX
BCL2 —0,40| + 0,18
FASLG 4,461 *** + 0,32
H7PX
BCL2 —0,69] +0,11
FASLG 6,121 + 1,33

1 The level of the relative gene expression of genes involved in apoptosis
pathway. The increase (1) and decrease(|) in gene expression in cells treated
with the compounds (IC20 for 4 h) was determined relative to untreated cells
(Control: 1,00). The GAPDH gene was the endogenous control of the ex-
periment. We can observe an increase in FASLG expression and a slight de-
crease in BCL2. The relative gene expression level was determined from six
replicates using TaqMan probes and the 2-AACt method and presented as
mean * SD (***p < 0.001).

Approximately 20% of all brain tumors at the time of diagnosis are
primary origin and 80% are formed as a result of metastasis. The
median survival of glioma patients is 1 year, which means that we are
unable to prolong survival. The treatment is limited by the brain-blood
barrier and topographically diffuse nature of glioma (limited surgery
option).

We used as a glioma cancer model three cancer cell lines: well de-
scribed and commonly usedATCC glioma cell line — U87 and two novel
glioma cell lines derived from cancer patients — H6PX and H7PX. These
cell lines represent grade IV glioma and were classified as glioblastoma
according to the World Health Organization (WHO) classification of
tumors of the central nervous system.'*

CCK8 assay was carried out to evaluate the cytotoxic effect of the
FCP6 and FCP8 on glioma cells after 14 h treatment with a range of
concentration of FCPs from 10 to 500 uM. FCP6 was cytotoxic for all
studied glioblastoma cells in micromolar range as expected whereas
FCP8 was not. It confirmed our previous results that FCP6 has more
potential as an anticancer agent as FCP8.° The calculated ICspand
IC,ovalue are presented in Table 1.

The most responsive line to the FCP6 was U-87 with ICso of



J. Sarnik, et al.

=

Reduction of TrxR activity compare to untreated control [%]

U-87 H6PX H7PX

Fig. 2. This figure present a results from colorimetric thioredoxin reductase
assay performed on U-87 H6PX and H7PX. Cells were incubated with FCP6 for
1 h at IC20. TrxR activity in cell lysate was measured immediately (time 0) and
after 4 h with 412 nm on microplate reader. We observed the reduction of
DTNB with NADPH to TNB in control cells manifested by yellow control within
4 h Differences between the time 0 and 4 h have been calculated and compared
with cells after incubation with FCP6. We observed a statistically significant
reduction of TrxR activity. Data represent % reduction of activity of TrxR re-
ferred to control as mean * SD of triplicate (***p < 0.001).

65,2 uM. H6PX and H7PX cell lines were more resistant than ATCC cell
line (ICso = 132,8 uM and 157,8 uM respectively). It is no surprise for
us as these two cell lines are classified as more chemoresistant then
U87."® CCK-8 assay is based on reduction of tetrazolium salt by dehy-
drogenase activities in cells. Therefore, it measures some aspect of
cellular metabolism plotted as an index of metabolic activity, that
should, in principle, correlate with the number of viable cells. It has
also one additional disadvantage. Compounds that induce severe
membrane damage and increase intracellular concentration of NADH in
cells, enhance the nonspecific reduction of tetrazolium salt'® and

U-87

Control

ECP6
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Fig. 4. Measured the level of reactive oxygen species (ROS) with CM-
H2DCFDA. Cells incubated 1 h with IC20 of tested compounds and 1 h with tert-
Butyl hydroperoxide (TBHP) in 100 pM concentration as a positive control
(medium-gray bars). We can observed the statistically significant increased in
fluorescence intensity after incubation with FCP6 (grey bars). Fluorescence
intensity was measured on microplate reader with an Ex/Em 485/528 nm. Data
represent mean values relative to control — black bars (1,0 value) = SD of
triplicate (***p < 0.001).

produce false positive signals, especially in primaryglioblastoma cells.
Therefore, to produce more reliable and accurate cytotoxic results on
primary glioblastoma cells we expandedthe present study and utilized
clonogenic assay to test FCP6 whenever FCP6 and/or FCP8 inhibits
colony formation of human glioblastoma cells in comparison of our
previous studies. The results of clonogenic assay are presented on Fig. 1
and Table 2. FCP6 at IC,, disturbed glioma cells proliferation, but FCP8
generally did not. As seen on Fig. 1 glioblastoma cell colonies are visible
as spheres and then counted after staining with crystal violet for 1 h.
Results in Table 2 are presented as ratio of the number colonies to the
number of cells seeded and were counted as a number of colonies

H7PX

Ho6PX

Fig. 3. These figures present a results from fluorescent dying of living cells with TRFS-GREEN. Cells were seeded on 96-well black plates with clear bottom and
incubate with 10 uM TRFS-Green for 4 h after 1 h incubation with IC20 of tested compound. Cells were imaged under fluorescent microscope Ex/Em 438/538 nm.
Fluorescence intensity indicates TrxR activity which can be seen in the control cells (first line) compared to lower intensity after incubation with FCP6 demonstrating

the inhibition of activity of this enzyme.
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Fig. 5. Assessment of intracellular thiols in cell lysate. The absorbance was
measured at 412 nm. after incubation with 1 mM DTNB in 6 M guanidine hy-
drochloride, pH 8.0. at room temperature for a few minutes. Total thiol levels
were measured using DTNB titration. Thiols levels were calculated through a
calibration curve using GSH as the standard and compared to the control probe.
We can observed a statistically significant reduction in alltested cell lines. Data
represent the mean = SD of triplicate (***p < 0.001).

formed from 1000 cells. In the next experiments we focused only on
FCP6 at ICy, as we don’t want to study mechanism of FCP6 action in
dead cells (at IC5 80% of cancer cells are viable but under the influence
of studied compound) and FCP8 does not have enough strong antic-
ancer potential. It is some kind of surprise for us as FCP8 has better
pharmacological properties interpreted as log P and C log P values.'?
However, the sulfur is better available for cellular components in FCP6.
The dihedral angles are in ranges of 110°, 100° and 109°, but in contrast
the FCP8 are in the different ranges of 128°, 113° and 97°. It seems that
different values of the dihedral angles of sulfur bridges of FCP6 and
FCP8 are an important factor for the cytotoxicity/bioactivity.

Next, we checked the ability of FCP6 to induce apoptosis. We used a

U-87

Control

FCP6
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flow cytometry assay with AnnexinV-FITC/PI and RT-PCR to analyze
this programmed cell death. FCP6 increased population of apoptotic
cells (Table 3) and again this effect was stronger in U-87 cells where we
observed 62.2% of apoptotic cells vs 80.4% in H6PX and 43.3% in
H7PX lines after 4 h of incubation with FCP6 at ICy.

We also observed an increase of expression of FASLG gene encoding
pro-apoptotic protein FASL and decreased expression of anti-apoptotic
BCL2 gene (Table 4) in all studied glioblastoma cell lines after 4 h of
incubationwith FCP6 at ICyq

We have previously shown that FCPs interfered with the two sys-
tems that defend cells against oxidative stress and ROS: thioredoxin
(Trx) and glutathione (GSH) system. These are key pathways involved
in maintaining of redox homeostasis and include also SOD system,
Nrf2/Keapl-ARE pathway and APE/Refl, Cdc25 phosphatases and
zincfinger transcription factors. To analyze this phenomena further we
performedthioredoxin activity assay. It utilized thecolorimetric method
based in the reduction of DTNB with NADPH to TNB that produces
yellow color and the fluorescence method with TRFS-GREEN probe. In
colorimetric method, cells were incubated with FCP6 for 1 h at ICy.
Next, they were lysed, and we measured OD412 nm immediately; and
after 4 h to quantify the activity of TrxR. We observed a statistically
significant reduction of TrxR activity in comparison to untreated con-
trol (Fig. 2).

TRFS-GREEN probe was also used to visualization of activity of TrxR
in living cells. Cells were treated as in the colorimetric assay for 1 h
with IC20 on 96-wells plate. After that they were incubated with TRFS-
GREEN probe for 4 h, and images under a fluorescent microscope were
taken. We observed the decrease influorescence in all tested glioma cell
lines incubated with FCP6 as presented on Fig. 3. The results of both
tests complement each other and confirm that FCP6 inhibited TrxR
activity. TrxR is involved in the defense against oxidative stress and
play a key role in the homeostasis of the cellular redox state.'” It re-
presents a promising cancer target not only because ofantioxidant
properties, but also it is involved in cell proliferation and participates in
regulating apoptosis by interacting with p53. Moreover Trx-TrxR
system have been shown to be upregulated in many cancers and

H7PX

H6PX

Fig. 6. This figures present results from fluorescent test Click-IT HPG Alexa Fluor® Protein Synthesis Assay Kit, based on labeled methionine. Cells were treated with
1C20 for 14 h and co incubate with medium with labeled methionine. After that cells were fixed with 3,7% formaldehyde in PBS and treated according to protocol.
Fluorescence signal indicates protein synthesis and present of labeled methionine in the protein structure. In the control cells we can observed high fluorescence
signal and unhalted protein synthesis after 14 incubation with medium containing labeled methionine compared to cells treated with IC20. Cells treated with
anisomycin for 24 h at 0,2 uM concentration served as a positive control (not shown). Protein synthesis was detected using a fluorescent microscope.
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Fig. 7. This figures present results from ELISA as values relative to untreated control (C). Data from this cell-based ELISA were normalized to anti-eIF2 alpha antibody
and GAPDH (presented in first line) according to protocol. Cells were treated with IC20 of FCP6 for 1-4 h. After incubation cells were fixed with fixing solution with
4% formaldehyde and treated according to protocol. OD at 415 nm was measured. We can observed a statistically significant increase on protein level in ER stress
marker phospho-elF2 alpha within 4 h compare to untreated control. Data represent the mean of triplicate + SD (***p < 0.001).
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Fig. 8. This figures present results from ELISA for three ER stress markers GRP78, DDIT3 and ATF4. All data are presented as value relative to untreated control cells
(C). Cells were treated with IC20 of FCP6 for 1-4 h. After that we used a RIPA buffer with a protein inhibitor cocktail to prepare cell lysate. ELISA was performed
according to protocol and value was measured with OD at 415 nm. Results shown in the graph regarding GRP78 protein testify to its increased within 1 h of
incubation (medium-gray bars). After 1 h we can observed statistically significant decrease in protein expression of this protein (dark gray and black bars). Results for
DDIT3 and ATF4 show the highest increase in their expression after 4 h incubation for both FCPs (black bars). Data represent the mean =+ SD of triplicate
(***p < 0.001).
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Table 5

Expression of ER stress markers in U-87."
Gene/compound FCP6

1h SD 2h SD

GRP78 1,817 %** +0,11 1,381%** +0,10
PDIA4 1,901** * 0,16 1,24 + 0,31
EDEM 2,397** *+ 0,75 1,1 + 0,29
DDIT3 7,019 %%** + 0,70 0,11 *** + 0,04
DNAJC3 1,07 + 0,32 2,431 % +0,31

! The level of the relative gene expression of genes involved in ER stress was
observed within 2 h of incubation with IC20 of FCP6. The increase (1) and
decrease(}) in gene expression in cells treated with the compounds was de-
termined relative to untreated cells (Control: 1,00). The GAPDH gene was the
endogenous control of the experiment. Treatment with each of FCPs caused
statistically significant growth in ER stress marker expression within 2 h in U-87
cell line in most of the tested genes after 1 h. The relative gene expression level
was determined from six replicates using the TagqMan probes and 2—AACt
method and presented as mean + SD (***p < 0.001).

inhibition of Trx-TrxR system slowdowncell proliferation.'® Inhibition
of TrxR activity could result in an increase of oxidative stress as TrxR
participates in intracellular, anti-oxidative response.

Indeed we observed an elevated level of reactive oxygen species
(ROS) in all studied glioma cell lines compared to untreated control
after 1 h incubation with IC20 of tested compounds. To evaluate in-
tracellular oxidative stress we used 2’,7’-Dichlorofluorescin diacetate
(CM-H2DCFDA).

The highest level was observed in the U-87 cell line as presented on
Fig 4. Trx-TrxR system relies on thiol/disulfide exchange reaction. We
hypothesized that FCP6 could interfere with thiol/disulfide in an active
site of Trx-TrxR as FCP6 has a sulfur on strategic position. Indeed we
observed a decrease in intracellular thiols level in cells after 1 h
treatment with IC20 of tested compounds (Fig. 5).

We observed in H6PX cells (22,32%), H7PX (19,66%) and U87 cells
(11,82%) the highest reduction compared to untreated control. These
data suggest that FCP6 demonstrates its anti-glioma activity via a thiol-
dependent mechanism as it lowered intracellular thiols level.
Decreasing of the intracellular thiols level has dramatic consequences
for cell metabolism. The thiol group is predominantly found in cy-
steines. Cysteines act as stabilizing, catalytic, metal-binding and/or
redox-regulatory entities. They are also used for formation of one or
more disulfide bonds in proteins during the folding process. Any cel-
lular thiol imbalance resulted in inhibition of thiol-based post-transla-
tional protein modifications. Indeed we observed that FCP6 inhibits
protein synthesis using a fluorescence method based on modified me-
thionine (Fig. 6). Moreover, we observed increasing of endoplasmic
reticulum (ER) stress markers on mRNA and protein levels (Figs. 7, 8
and Table 5).

It is no surprise for us as the ER is crucial for folding and stabili-
zation of secretory and membrane proteins. We suggest that FCP6 forms
disulfide with exposed cysteine residues on newly synthetized proteins
and blocks oxidative protein folding that relies on GSH. Misfolded
proteins accumulate and trigger the unfolded protein response (UPR).
UPR attempt to restore protein production and cellular homeostasis,
and if it fails to reestablish normal ER function, the cells are prompted
to apoptosis. Supporting this idea, we showed that (1) FCP6 induces
expression of two UPR markers: CHOP and GRP78 which is in agree-
ment with findings related to other compounds with sulfur bridge,"®-*
(2) global protein synthesis process is decreased and (3) cells undergo
apoptosis after incubations with FCP6. GRP78 is ER-resident cha-
perone, realized from ER upon UPR.?" In contrastCHOP is a transcrip-
tion factor that is upregulated during the prolonged ER stress. Inter-
estingly CHOP downregulates antiapoptotic proteins like Bcl-2 and
upregulate FasL to promote apoptosis.®-?*>3
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Fig. 9. This figures present uptake of FCP6 by U-87 cells in time (0-120 min).
Cells were incubated with trited FCP6 within 2 h in 37 °C and 4 °C. Cells fixed in
4% formaldehyde were served as control. After incubation the cell were washed
with PBS and spin-down for further analysis. Data represent means + SD of
counts per minute (cpm) from three independent experiments using 1450
Microbeta Plus Liquid Scintillation Counter. We can observed the increase ac-
cumulation of trited FCP6 within U-87 cells at 37 °C. We compare probes in two
ways: 4 °C vs 37 °C and both probes 4 °C and 37 °C vs fixed cells (***p < 0.001
relative to cells treated in 4 °C and *##p < 0.001 relative to fixed cells).

Our data suggest such mechanism of apoptosis induction in human
glioma cells: upregulation of pro-apoptotic FasL and downregulation of
anti-apoptotic Bcl-2. Similar observations were discovered for sulfur
based compounds suchas allicin and isothiocyanate (PEITC).®

We also analyze the transport and accumulation of FCP6 in U-
87cells (Fig. 9). The graphs show that FCP6 is transported to the cell
interior in an active way. Please note that an experiment carried out on
cells fixed in 4% formaldehyde or treated in 4 °C indicates no accu-
mulation of FCP6 in both control compared to cells incubated with
FCP6 at 37 °C. We tried to obtain glioma cells mutants resistant to FCP6
to further study FCP6 uptake to the glioma cells, however, we had no
success.

We found in literature one example of thiosugar derivative as a TrxR
inhibitor. Auranofin (1-Thio-B-b-gluco-pyranosato-tri-ethyl-phosphine
gold-2,3,4,6-tetraacetate, other compound with sulfur bridge) is a po-
tent inhibitor of TrxR and is also considered for combined che-
motherapy due to its ability to reduce the redox homeostasis in cancer
cells.>* The pro-oxidant mechanism of FCP6 is probably also connected
with cross-talk between (TrxR) and other antioxidant protein — heme
oxygenase-1 (HO-1).'”-*® Trx-TrxR system can interact with other an-
tioxidant systems — loss of activity of one antioxidant system may ac-
tivate another to compensate the protection against oxidative stress. For
example genetic approaches in various model organisms revealed that
the Trx/TrxR system can functionally substitute for the lack of the GSH
system and vice versa. HO-1 is an enzyme which catalyzes conversion of
intracellular heme into biliverdin, carbon monoxide and free iron. Bi-
liverdin is further reduced by biliverdin reductase into bilirubin which
shows anti-oxidative and anti-apoptosis features.”>*® In our recent
work we found that the use of FCP6 significantly increased the level of
HO-1 expression in other cell lines under our study (HeLa)”?’ and
confirm this in glioma cell (data not shown). Other reports show that
auranofin inhibits TrxR and induced HO-1 expression in myeloma cells,
moreover using pharmacological inhibitors of TrxR such as aur-
othioglucose induces HO-1 expression.”>>*

Similar properties to tested compounds and auranofin show GoPI-
sugar (P11-thioglucose tetraacetate) also containing sulfur bridge.*”
Chemical structures of FCP6, FCP8, Auranofin, as well as, GoPI-sugar
are presented on Fig. 10. In conclusion we, herein, propose that FCP6
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FCP 6

Auranofin

acts in the cell as an electrophile and forms adducts with thiol-con-
taining proteins (via cysteines). This is supported with our previous
findings as FCP6 undergoes reaction with GSH.® Most probable FCP6
disrupts the disulfide bond formation and causes protein misfolding and
disarm redox homeostasis system based on Trx and GSH. What are the
mechanisms underlying FCP6 anticancer activity?

We speculate that a plausible reaction mechanism with thiol-con-
taining proteins might involve intracellular alkalization of the cancer
cells cytoplasm and unusual properties of sulfur-containing moieties.
Under the discussed conditions, the formation of hemiacetal is occur-
ring with keto function within FCP6 and sulfur containing cellular
components like Trx, GSH and so on. The formation of hemithioacetal is
one of the reversible reactions known and used in dynamic sulfur
chemistry (DSS), connected to drug design and tested for binding, as an
example, to a biological receptor. Another mechanism under con-
sideration is beta-elimination of FCP6 resulting in 1-thiosugar and le-
voglucosenone splitting. 1-thiosugar formed in this manner could reacts
with other thiols within the cell according to dynamic sulfur chemistry
and therefor disturb cancer cells metabolism®**'.

FCP6 appears to be an attractive sugar derivative class for novel
cancer therapeutic development, but further in vivo studies regarding
their toxicity, activity, bioavailability and stability are needed.
Importantly, it is cytotoxic to cancer cells and have sufficient selectivity
for cancer over normal cells."?
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Fig. 10. Chemical structures of FCP6, FCP8, Auranofin as well as GoPI-sugar. Key motifs with sulfur are marked in yellow.
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Supported Materials

Materials and Methods

1 Chemicals

Most chemicals were obtained from the Aldrich Chemical Company (St. Louis, MO, USA) and were used
without further purification unless otherwise stated. FCP6 and FCP8 were synthetized as previously
described[16].

2 Cell culture

To evaluate the biological properties of thiodisaccharides we choose glioma cell lines — U-87 from HPA
Culture Collections and cell lines denoted as H6PX and H7PX derived from cancer patients [35,36]. U-87 cell
line were cultured inEMEM (EBSS) supplemented with heat-inactivated 10% fetal bovine serum (BIl), 1%
penicillin-streptomycin mix (Sigma), 2mM Glutamine, 1% Non-Essential Amino Acids (NEAA), 1mM Sodium
Pyruvate (NaP). We used Accutase (Sigma)to detached cells from the surface prior to experiments. H6PX and
H7PX were cultured in Ham’s F-12 medium (Lonza) containing L-glutamine and supplemented with heat-
inactivated 10% fetal bovine serum (BIl) and 1% penicillin-streptomycin mix (Sigma). Cell lines were
maintained in a humidified incubator at 37°C and 5% CO2. Cells were cultured to approximately 70-80%
confluence and passaged every 2-3 days.

3 Cytotoxicity assay

Cytotoxicity of tested compounds was evaluated using the Cell Counting Kit-8. Cells were seeded at
density 5 x 10%per well in a 96-well culture plate.Cells were treated in the range of concentrations from 2200 pM
to 8,6uM. After that cells were washed with PBS and incubated with Cell Counting Kit-8 probe. In this method
WST-8 is bioreduced by cellular dehydrogenases to orange formazan product. The amount of formazan is
proportional to the number of living cells. Absorbance at 450 nm was measured using a microplate reader
(BioTek). Number of living cells was measured using formula:(S-B) (K-B) x 100% = viability%, where S is
absorbance from the probe, K is absorbance from control and B is blank.

4 Apoptosis assay

Apoptosis was analyzed by staining protocol from FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD) and
flow cytometry. FITC Annexin V staining can identify apoptosis as earlier described. FITC Annexin V is used in
mix with propidium iodide Pl. The membranes of damage or dead cells are permeable to PI. The cells that
considered viable are FITC Annexin V and Pl negative, samples with cells in early apoptosis with membrane
integrity intact are FITC Annexin positive and Pl negative, and in end stage of apoptosis or death sample with
cells are both FITC Annexin and PI positive. In table 3 (article) results are presented as percentage - viable cells
are not stained with FITC and PI and apoptotic are the sum of cells stained with FITC Annexin positive and Pl



negative and FITC Annexin and PI positive. Cells were seeded per well on the 6-wells tissue culture plate 24 h
prior to the experiment. After the monolayer formation cells were treated for 4 h with 1C20 of FCPs. Accutase
(Sigma) was used for gentle cells detachment to avoid cell membrane destabilization that could influence
experiment results. We used untreated cells stained with both FITC Annexin and Pl as negative control. Cells
treated with 100uM camptothecin served as positive control. Then we followed FITC Annexin V staining
protocol (BD Biosciences) and detected apoptosis using flow cytometry. Data were analyzed on FACSDiva
Version 6.2. and Flow Jo software (Tree Star).

5 Clonogenic assay

Clonogenic assay is in vitro cell survival assay. It is based on the ability of single cell to formation of a
colony. Cells were incubated for 14 h with 1C20 of tested compounds. Cells were then collected, counted and
seededon cell plates in an amount of 1000 per plates. The plates were incubated for 2 weeks with one medium
change. After incubation cells were rinsed with PBS and stained with 6.0% glutaraldehyde and 0.5% crystal
violet for 1 h. Crystal violet with glutaraldehyde was rinsed with water and left to dry. After this time planting
efficiency was counted for all cell lines. Planting efficiency is the ratio of the number of colonies to the number
of cells seeded PE=(no.of colonies formed)/(no.of cells seeded)>x100 %[37].

6 Evaluation of reactive oxygen species (ROS) level

To evaluate intracellular oxidative stress we used 2',7’-Dichlorofluorescin diacetate (CM-H2DCFDA). It is
a cell-permeable non-fluorescent probe and de-esterified intracellularly and turns to highly fluorescent 2',7'-
dichlorofluorescein upon oxidation. Cells (50 000 per well) were placed in the 96-wells black plates with
transparent bottom and preincubated 30 min in 10 uM concentration with CM-H2DCFDA in Hank’s Balanced
Salt Solution (HBSS). After preincubation with CM-H2DCFDA cells were washed with HBSS and incubated 1h
with tested compounds in concentration used in DNA damage and repair kinetics. Cells incubated with tert-Butyl
hydroperoxide (TBH)(SIGMA) in 100 uM concentration were used as positive control. Cells preincubated with
CM-H2DCFDA in HBSS were negative control. After incubation with thiodisaccharides fluorescence, intensity
was measured in the microplate reader with an excitation wavelength of 485 nm and an emission wavelength of
528 nm. Results in tested probes were calculated as % of negative control.

7 Assessment of intracellular thiols

Cells were incubated with thiodisaccharides and then collected, washed twice with PBS. Then cells were
lysed with a RIPA buffer for 30 min on ice. To quantify the protein content the Bradford procedure was used.
Total thiol levels were measured using DTNB titration.10 pl of cell lysate and 90ul of 1 mM DTNB in 6 M
guanidine hydrochloride (pH 8.0) were added to 96-wells. After incubation at room temperature for few minutes,
the absorbance was measured at 412 nm. Thiol levels were calculated through a calibration curve using GSH as
the standard and compared to control probe.

8 Thioredoxin Reductase Assay

The Thioredoxin Reductase Assay Kit (SIGMA) is a colorimetric assay for the determination of
thioredoxin reductase activity in cells. It is based on the reduction of 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB)
with NADPH to 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB). Cells were incubated with FCP6 and FCP8 for 1 h at 1C20.
Next, they were lysed, and we measured OD 412 immediately and after 4 h to quantify the activity of TrxR. The
absorbance was measured at 412 nm.

9 Thioredoxin Reductase activity Probe — TRFS Green

TRFS-Green (LabSpoke) is the used for quantification of TrxR activity in living cells. Cells were planted
on 96-wells black plate with clear bottom and treated with 1C20 of tested compounds — FCP6 and FCP8 for 1
hour. Working solution (100 uM) of the TRFS-Green probe was prepared with TE buffer. After washing out the
compounds with PBS, cells were incubated in HBSS with TRFS-Green in final concentration 10 uM for 4h.
Cells were imaged under a fluorescent microscope (Ex/Em: 438/538).

10 Protein Synthesis Quantification



The effect of Thiodisaccharides on protein synthesis was determined using Click-IT HPG Alexa Fluor®
Protein Synthesis Assay Kit (Life Technologies) according to the protocol. This assay is based on monitoring of
incorporation of labelled methionine analogue into protein during synthesis. This methionine analogue is
labelled with the alkyne group linked via click reaction to a fluorescent azide at the end of protein synthesis. 5 x
103 cells were seeded into a black 96-well plate with clear bottom (Corning) and treated with 1C20 for 14 h with
methionine-free medium (DMEM contains 4,500 mg/L D-glucose, without L-glutamine, sodium pyruvate, L-
methionine, and L-cystine Thermo) with labeled methionine. Negative control was incubated 14 h only with
medium with labeled methionine. As a positive control, cells were treated with anisomycin for 24 h at 0,2 pM
concentration. Protein synthesis were detected using a Fluorescent Microscope.

11 RNA isolation and gRT-PCR

RNA was isolated from cells incubated with studied compounds at 1C20 for 1-2 h using RNeasy Protect
Mini Kit (Qiagen) according to instruction. RNA concentration was measured using a Take3 (BioTek) and
microplate reader. We analyzed apoptosis-releated genes and ER markers: Reference gene GAPDH and other
genes were performed using TagMan (Life Technologies) and SensiFAST Probe No-ROX One-Step (Bioline).
Probes were ran on CFX96 RealTime System (BioRad). The relative gene expression level was determined from
six replicates using the 2-24¢ method.

12 Protein isolation

Protein was isolated from cells incubated with studied compounds at 1C20 for 1-4 h using RIPA buffer
(Sigma) with Protease Inhibitor Cocktail (Sigma). After incubation cells were treated with RIPA and removed by
Cell scrapers. Protein concentration was determined by Bradford reagent (Sigma) and Pierce™ BCA Protein
Assay Kit (Thermo) based on BSA standard (Sigma). Protein was used for determination of ER markers by
ELISA, Thioredoxin Reductase Assay and Assessment of intracellular thiols

13 ELISA

Protein ER markers were analyzed by ELISA (MyBioSource) according to manufacture protocol. All data
are presented relative to untreated control cells = SD. All probes all values were in the range of Standard Curve
provided by the manufacturer. The absorbance was measured at 450 nm. Cell Based ELISA was used to
determine elF2 alpha. 10 x 10° U-87 cells were seeded into 96-wells plate 24 h prior experiment and after that
treated with 1C20 of FCP6 and FCP8. Data were normalized to anti-elF2 alpha antibody and GAPDH and are
presented as relative value to untreated control cells = SD. All experiments were performed three times.

14 FCP6 accumulation assay

T6 accumulation by U-87 cells was monitored in MEM medium. Tritiated T6 (activity 2.45 Ci/mmol) was
added to the culture medium at a final radioactive concentration of 10 pCi/ml (4.08 nmoles of FCP6 per ml).
Medium with labeled FCP6 was used to set the U-87 cells test culture (37 °C) as well as two control cultures:
living cells at 4 °C and cells fixed with 4% solution of formaldehyde in PBS. During experiment 1 ml cell
culture samples (1x10° of cells) were taken at indicated time intervals (0-120 minutes every half an hour) and
centrifuged at 1500 RPM, 5 min. Cell pellets were then washed in PBS prior mixing with OptiPhase scintillation
fluid (Perkin Elmer). The cell-associated radioactivity was determined by liquid scintillation counting, using a
1450 Microbeta Plus Liquid Scintillation Counter (Perkin Elmer). The results are presented as means = SD of
counts per minute (cpm) from three independent experiments

15 Statistical analysis

Statistical analysis were assessed with Mann-Whitney U test by SigmaPlot 12.3
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