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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1, oraz jej za-
stosowanie w leczeniu nowotworu jelita grubego.

Stanowigca przedmiot wynalazku, nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny w postaci soli chlo-
rowodorku o ogélnym wzorze 1 to zwigzek nieznany do tej pory w literaturze. Najblizszym rozwigzaniem
pod wzgledem budowy chemicznej, do opisywanego nowego zwigzku jest seria pochodnych 1,3,5-tria-
zyny opublikowana przez Kutaga D. i wspét. w cyklu trzech artykutéw: ,Aminotriazines with indole motif
as novel, 5-HT~7 receptor ligands with atypical binding mode” Bioorg. Chem. 2020, 104, 104254, ,Design
and synthesis of new potent 5-HT7 receptor ligands as a candidate for the treatment of central nervous
system diseases” Eur. J. Med. Chem. 2022, 227, 113931 oraz ,Design, Synthesis and Biological Eva-
luation of Novel 1,3,5-Triazines: Effect of Aromatic Ring Decoration on Affinity to 5-HT7z Receptor” Int.
J. Mol. Sci. 2022, 23(21), 13308.

Rak jelita grubego (ang. colorectal cancer, CRC), to jeden z najbardziej $miertelnych typéw no-
wotworu zto$liwego. Szacuje sie, ze w 2020 roku zostato zdiagnozowane ponad 1,9 miliona nowych
przypadkow. Wspétczesna terapia onkologiczna polega gtéwnie na resekcji guza wraz z szerokim mar-
ginesem zdrowych tkanek, natomiast chemioterapia uzywana jest jako metoda wspomagajgca. W przy-
padku chemioterapii znane jest kilka lekéw (5-FU, kwas folinowy, oksaliplatyna oraz kapecytabina),
ktére oprdcz niszczenia komoérek guza wptywajg negatywnie na zdrowe tkanki, powodujgc szereg skut-
kéw ubocznych. Na chwile obecng FDA (U.S. Food and Drug Administration) zaakceptowata trzy zwigzki
do leczenia raka jelita grubego — cetuksymab, panitumumab oraz bewacyzumab. Pomimo swojej skutecz-
nosci, wykazujg skutki uboczne i nie kazdy pacjent moze by¢ zakwalifikowany do ich stosowania z po-
wodu potencjalnych mutacji receptora EGF lub tez niskiej jego ekspresji. W przypadku czgsteczek typu
small-molecules, jedynie regorafenib zostat zaakceptowany przez FDA m.in. do leczenia raka jelita gru-
bego, jednak z powodu podobnych wad, terapia tym lekiem jest ograniczona.

Jednym z istotnych celéw molekularnych, ktére mogg zosta¢ uzyte w leczeniu CRC, jest biatko
FOXM1 (ang. Forkhead Box M) — onkogenny czynnik transkrypcyjny, ktérego nadekspresja zwigzana
jest ze wzrostem guza, a takze z procesem angiogenezy oraz mechanizmem powstawania przerzutow
i spetnia kluczowg role w mechanizmie opornosci na typowe leki przeciwnowotworowe.

Znany jest zwigzek STL427944, wykazujacy dziatanie cytotoksyczne na komérkach nowotworo-
wych raka jelita grubego. Wynikiem jego zastosowania jest zahamowanie produkcji biatka FOXM1, opi-
sane przez Comacho C. i Gartel A. w Cell Death & Disease (2021) 12:704 ,Novel FOXM1 inhibitor
identified via gene network analysis induces autophagic FOXM1 degradation to overcome chemoresi-
stance of human cancer cells”. Zwigzek ten, opisany wzorem 2, jest przedstawicielem hydrazonéw,
zawierajgcy motyw 1,3,5-triazyny potgczonej ugrupowaniem hydrazonu z pierécieniem fenylowym, ktéry
Z kolei jest podstawiony estrem kwasu 2-furanokarboksylowym w pozycji trzeciej.

Wzér 2

Dla linii komérkowej SW480 (ludzkie komdrki pierwotnego raka jelita grubego) wykazywat on
stabg inhibicje FOXM1 w stezeniu 25 uM oraz znaczacg przy stezeniu — 50 uM. Wedtug autoréw zwia-
zek ten wykazywat réwniez dziatanie dla innych typéw komoérek nowotworowych w tym LNCaP (rak
prostaty), PC3 (rak prostaty) i A549 (nie-drobnokomorkowy rak ptuc).

Istotg wynalazku jest nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny, ktorg stanowi chlorowodorek N2-
-(2-(1H-indol-3-ilo)etylo)-6-morfolino-N*-fenetylo-1,3,5-triazyno-2,4-diaminy o wzorze 1, do zastosowa-
nia w leczeniu nowotworu jelita grubego, jako substancja hamujgca produkcje biatka FOXM1.

Nowy zwigzek, chlorowodorek N2-(2-(1H-indol-3-ilo)etylo)-6-morfolino-N*-fenetylo-1,3,5-triazyno-
-2,4-diaminy o wzorze 1, otrzymuje sie w sekwencji czterech reakcji:
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1. alkiluje sie tryptamine o wzorze 3 chlorkiem cyjanurowym o wzorze 4, w wyniku czego uzyskuje

sie potprodukt o wzorze 5;

2. pétprodukt o wzorze 5 poddaje sie reakcji kondensacji z morfoling o wzorze 6, otrzymuje sie

produkt przejSciowy o wzorze 7;

3. prowadzi sie reakcje produktu przejsciowego o wzorze 7 z 2-fenyloetyloaming o wzorze 8, przez
co powstaje drugi potprodukt, zasada o wzorze 1a;

4. drugi potprodukt, zasade o wzorze 1a przeprowadza sie w postaé finalnego zwigzku chlorowo-
dorku o wzorze 1 z uzyciem 4M roztworu HCI w dioksanie.

Nieoczekiwanym okazato sie, ze pomimo bliskiego podobienstwa strukturalnego do znanych
ligandéw receptora serotoninowego 5-HT7, opisywany zwigzek bedacy chlorowodorkiem N2-(2-(1H-indol-
-3-ilo)etylo)-6-morfolino-N*fenetylo-1,3,5-triazyno-2,4-diaminy o wzorze 1 wykazuje dziatanie antypro-
liferacyjne na liniach komérkowych SW480 i SW620 (ludzkie komérki raka jelita grubego) poprzez
blokade produkcji biatka FOXM1, natomiast linia prawidtowych komoérek nabtonka jelita grubego
CCD841 traktowana jest jako kontrolna.

Przyktadowy sposob uzyskania nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1 przedsta-
wiono ponize;j:

W pierwszym etapie 1,0 g (5,369 mmol) chlorku cyjanurowego (wzér 4) rozpuszczono w 20 mL
bezwodnego tetrahydrofuranu (THF), a nastepnie schtodzono do temperatury 0°C. Do tak przygotowa-
nej mieszaniny wkroplono 0,94 mL (5,369 mmol) diizopropyloetyloaminy (DIPEA), a nastepnie 0,78 g
(4,881 mmol) tryptaminy (wz6r 3), rozpuszczonej w 15 mL bezwodnego tetrahydrofuranu (THF). Wkra-
planie prowadzono z szybko$cig 2 kropel/s, tak aby temperatura nie przekroczyta 3°C. Po zakonczeniu
wkraplania, temperature mieszaniny reakcyjnej podniesiono do 20°C i utrzymujgc te temperature, pro-
wadzono mieszanie z uzyciem mieszadta magnetycznego jeszcze przez 10 minut z szybkos$cig 700 ob-
rotéw/min. Po tym czasie, przy uzyciu wyparki wolnoobrotowej (temperatura 40°C i ciSnienie 300 mbar),
odparowano 25 mL rozpuszczalnika, a pozostato$¢ przeniesiono do rozdzielacza i dodano 50 mL
chlorku metylenu. Powstata mieszanine przemyto trzykrotnie 50 mL 0,1M roztworem kwasu solnego,
po czym rozdzielono. Otrzymang w ten sposdb warstwe organiczng, suszono nad bezwodnym siarcza-
nem (VI) magnezu, przefiltrowano, a nastepnie przesgcz odparowano, przy uzyciu wyparki wolnoobrotowej
(temperatura 40°C i ciSnienie 300 mbar) w ciggu 10 minut. Otrzymang w ten sposéb statg pozostatosé
koloru ciemnobezowego macerowano w 15 mL zimnego metanolu, po czym odsgczono, uzyskujac ja-
snobezowy osad, stanowigcy potprodukt o wzorze 5, w ilosci 1,45 g. Przebieg reakcji przedstawiono
na schemacie I.
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Schemat |

W drugim etapie 1,45 g (4,705 mmol) p6tproduktu o wzorze 5 rozpuszczono w 40 mL bezwod-
nego tetrahydrofuranu (THF), po czym schtodzono do temperatury 0°C. Do tak przygotowanej miesza-
niny wkroplono 0,82 mL (4,705 mmol) diizopropyloetyloaminy (DIPEA), a nastepnie 0,41 mL
(4,705 mmol) morfoliny o wzorze 6. Wkraplanie prowadzono z szybkoscig 2 kropel/s, tak aby tempera-
tura nie przekroczyta 3°C. Po zakonczeniu wkraplania, temperature mieszaniny reakcyjnej podniesiono
do 20°C i utrzymujgc te temperature, mieszano z uzyciem mieszadta magnetycznego przez 15 godzin,
z szybkoscig 700 obrotéw/min. Po zakonczeniu reakcji odparowano 30 mL rozpuszczalnika przy uzyciu
wyparki wolnoobrotowej (temperatura 40°C i ciSnienie 300 mbar), a ciektg pozostato$¢ przeniesiono
do rozdzielacza i dodano 50 mL chlorku metylenu. Powstatg mieszanine przemyto trzykrotnie 50 mL 1M
roztworem kwasu solnego i rozdzielono. Otrzymang w ten sposéb warstwe organiczng suszono nad
bezwodnym siarczanem (VI) magnezu, przefiltrowano, a nastepnie przesacz odparowano przy uzyciu
wyparki wolnoobrotowej (temperatura 40°C i ciSnienie 300 mbar) w przeciggu 10 minut, otrzymujgc
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produkt przejsciowy koloru biatego o wzorze 7, w iloci 1,58 g. Przebieg reakcji przedstawiono na sche-
macie |I.
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Schemat Il

W trzecim etapie 250 mg (0,697 mmol) produktu przej$ciowego 7, utarto w mozdzierzu porcela-
nowym z 0,29 g (2,090 mmol) weglanu potasu (K2CO3) oraz 0,02 g (0,070 mol) bromku tetrabutyloamo-
niowego (TBAB). Cato$¢ przeniesiono do szklanego naczynia reakcyjnego, dodano 0,22 mL (1,743 mol)
2-fenyloetyloaminy o wzorze 8 oraz 0,5 mL N,N-dimetyloformamidu (DMF). Naczynie umieszczono
w komorze reakcyjnej reaktora mikrofalowego. Synteze prowadzono w ciggu 2,5 minuty z mocg P = 50 W.
Po zakonczeniu reakcji, mieszanine rozcienczono 10 mL chlorku metylenu i przemyto trzykrotnie 20 mL
0,1M roztworu kwasu solnego, nastepnie rozdzielono. Otrzymang w ten sposéb warstwe organiczng
suszono nad bezwodnym siarczanem (V1) magnezu, przefiltrowano, a przesgcz odparowano przy uzy-
ciu wyparki wolnoobrotowej (temperatura 40°C i ciSnienie 300 mbar). Brgzowg, gestg pozostatosc
oczyszczano przy uzyciu kolumny chromatograficznej, jako eluent stosujgc mieszanine chloroformu
i metanolu w stosunku objetoSciowym kolejno: 99:1, 98:2, 97 :3, a konczac na 96 : 4. Zebrane frakcje
Z oczyszczonym zwigzkiem o wzorze 1a potgczono, odparowano przy uzyciu wyparki wolnoobrotowej
(temperatura 40°C i ci$nienie 300 mbar), uzyskujac drugi pétprodukt w postaci przezroczystego oleju,
w iloéci 221 mg. Przebieg reakcji przedstawiono na schemacie Ill.

» (f)

N»(
HN’{ HN/(
@A’ KCOs, TBAB
~ DMFE
A
N
H
Wzor 7 Wzor 8 Wzdr la

Schemat Ill

W ostatnim etapie 221 mg (0,499 mmol) drugiego potproduktu o wzorze 1a, rozpuszczonow 5 mL
acetonu, a nastepnie zakwaszono przy uzyciu 4M HCI w dioksanie do pH 2. Tworzacy sie bialy osad
wytracono, dodajgc 30 mL zimnego eteru dietylowego i odsgczono, otrzymujgc w ten sposéb 243 mg
produktu finalnego w postaci chlorowodorku N2-(2-(1H-indol-3-ilo)etylo)-6-morfolino-N*-fenetylo-1,3,5-
-triazyno-2,4-diaminy o wzorze 1. Przebieg reakcji przedstawiono na schemacie V.
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Schemat IV

Wyniki analiz potwierdzajgcych strukture chemiczna

Zwigzek o wzorze 1 scharakteryzowano wykonujgc: spektroskopie magnetycznego rezonansu
jadrowego (protonowa — 'H NMR oraz weglowa — '*C NMR), analize chromatograficzng potaczong
ze spektroskopig mas (HPLC-MS), chromatografie cienkowarstwowg (TLC) oraz pomiar temperatury
topnienia.

Magnetyczny rezonans jgdrowy

Widmo protonowe magnetycznego rezonansu jagdrowego przedstawiono na Fig. 1.

"H NMR (600 MHz, MeOD) 8 7.56 (s, 1H), 7.39-7.21 (m, 6H), 7.11 (d, J = 7.0 Hz, 2H), 7.02 (s,
1H), 3.84-3.61 (m, 12H), 3.06 (s, 2H), 2.90 (s, 2H).

Widmo weglowe magnetycznego rezonansu jgdrowego przedstawiono na Fig. 2.

3C NMR (151 MHz, MeOD) & 161.69, 154.70, 138.59, 136.86, 128.51, 128.24, 127.36, 126.22,
122.44,121.07, 118.29, 117.68, 111.31, 111.01, 44.14, 41.76, 41.21, 34.81, 24.74, 14.05.

Analiza HPLC — MS (analiza chromatograficzna ze spektroskopia mas) — chromatogram oraz
widmo masowe przedstawiono na Fig. 3.

HPLC: czystosé = 100%, czas retencji = 4,639 min, m/z = 4445 [M+H]

Chromatografia cienkowarstwowa — TLC

TLC: Rf = 0,44 (ukfad eluentéw chloroform: metanol 9:1 v/v)

Temperatura topnienia (wyznaczona na aparacie Boetius)

Tt=213-216°C

Masa molowa soli: 480,01 g/mol

Wz6r sumaryczny soli: C2sH30CIN7O

Wykonane analizy pozwalajg na jednoznaczne potwierdzenie, iz otrzymano nowy produkt w po-
staci chlorowodorku N2-(2-(1H-indol-3-ilo)etylo)-6-morfolino-N*-fenetylo-1,3,5-triazyno-2,4-diaminy opi-
sany wzorem 1, bedgcy nowg pochodng tryptamino-1,3,5-triazyny.

Hodowila linii komoérkowych

W hodowli wykorzystano linie komérkowe SW480 i SW620, oraz CCD841 zakupione od Ameri-
can Type Culture Collection (ATCC) i hodowane wg zalecen ATCC. Hodowla dla kazdej z linii komér-
kowych oraz ich pasaz 2 razy w tygodniu, z subkultywacjg w stosunku 1 : 3 prowadzona zostata wedtug
standardowych schematéw prezentowanych w ksigzce Davis, J. M. (2011). ,Basic techniques and me-
dia, the maintenance of cells lines, and safety. Animal cell culture. Chichester: Wiley-Blackwell, 91-125."
Linie SW480 i SW620 hodowano, zgodnie ze standardami, w DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium) z gentamycyng (50 uM/mL) w kolbach o powierzchni 75 cm?, a linie CCD841 w EMEM (Eagle’s
Minimum Essential Medium) z gentamycyng (50 uM/mL) w kolbach hodowlanych o powierzchni 75 cm?.
Linie hodowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% COo..

Ocena potencjatu antyproliferacyinego

Ocene potencjatu antyproliferacyjnego, nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1,
wzgledem komdrek nowotworowych jelita grubego, przeprowadzono z zastosowaniem testu MTS, na li-
niach komérkowych SW480 oraz SW620. Jako probe odniesienia uzyto linie komérkowg prawidtowego
nabtonka jelita grubego CCD841. Dodatkowo przeprowadzono oznaczenie zdolno$ci hamowania pro-
dukcji FOXM1 w teécie ELISA.

Do testu proliferacji MTS i testu ELISA, przygotowano nawazke 5,8 mg nowej pochodne;j trypta-
mino-1,3,5-triazyny o wzorze 1, ktérg rozpuszczono w 120,8 uL DMSO (dimetylosulfotlenek), uzyskujgc
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stezenie 0,1 M/L (roztw6r wyjSciowy). Nastepnie stosujgc medium hodowlane DMEM z 10% (v/v) do-
datkiem FBS — ptodowa surowica bydleca (do 9 mL DMEM dodano 1 mL FBS), utworzono szereg stezen
nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazynyo wzorze 1 : 200 uM/L, 100 pM/L, 50 uM/L, 25 uMIL,
12,5 uMI/L, 6,25 uM/L, co przedstawiono ponizej w Tabeli 1.

Uzyte 0,1 M/L | 200 pM/L | 100 uM/L | 50 pM/L | 25 uM/L 12,5uM/L
stezenie
probki
Dodana 4ul 1000 pL 1000 pL 1000 puL | 1000 pL 1000 pL
objetosé
probki
Objetosc 1996 uL | 1000 pL 1000 pL 1000 pL | 1000 pL 1000 pL
DMEM z
10% FBS
Uzyskane 200uM/L | 100 uM/L | 50 uM/L 25uM/L | 12,5uM/L | 6,25uM/L
stezenie
zwigzku o
wzorze 1

Test proliferacji MTS

Test MTS jest to kolorymetryczna metoda okreslania liczby zywych komérek w testach proliferac;i
i cytotoksycznosci. W tym teScie reagent zawiera zwigzek tetrazoliowy [3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-5-(3-
-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol], ktéry to zwigzek redukowany jest przez zywe
komoérki do barwnego formazanu, rozpuszczalnego w pozywce do hodowli komérkowej. Poziom proli-
feracji komorek jest wprost proporcjonalna do ilosci wytwarzanego farmazonu, a tym samym zmiany
barwy ocenianej kolorymetrycznie przy dtugosci fali 490 nm.

Wykonanie testu proliferacji MTS z uzyciem testu dostepnego na rynku (tu CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega). Na ptaskodenng plytke o objetosci roboczej dotkow
200 uL, wysiano po 104 komorek w objetosci 50 uL medium hodowlanego na jeden dotek, do 24 dotkow
na kazdq linie i ptytke umieszczono na 1 godzine w cieplarce. Nastepnie do dotkéw dodawano po 50 L
roztworu nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1, o stezeniach zgodnych z Tabelg 1.
Kazde ze stezen dodawano do 3 dotkéw dla badanej linii komoérek. Dla linii SW480 i CCD841 zastoso-
wano stezenia 100 yM/L, 50 uM/L, 25 uM/L, 12,5 uMIL, 6,25 uM/L, uzyskujgc tym samym w dotkach
stezenia nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1 : 50 pM/L, 25 uM/L, 12,5 uMIL,
6,25 yM/L i 3,125 uM/L, a dla linii SW620 stezenia 200 yM/L, 100 pM/L, 50 pM/L, 25 uM/L, 12,5 pMIL,
uzyskujgc w dotkach stezenia nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1 : 100 uM/L,
50 pM/L, 25 uM/L, 12,5 pMI/L, 6,25 uM/L.

Dodatkowo dla kazdej linii, do pozostatych 9 dotkéw dodano, po 50 yL DMEM z 0,2% dodatkiem
DMSO do pierwszych 3 dotkéw, po 50 yL DMEM z 10% dodatkiem FBS do kolejnych 3 dotkéw oraz
po 50 pL roztworu DMEM z 0,1% dodatkiem tryton-X (zwigzek zabijajacy wszystkie komorki, kontrola)
do pozostatych 3 dotkéw. Tak przygotowane ptytki hodowlane umieszczono na 24 h w cieplarce. Po 24 h
zgodnie z zaleceniami producenta dodano po 20 uL odczynnika CellTiter 96® do kazdego dotka, a po 4 go-
dzinach dokonano pomiaru spektrofotometrycznego absorbancji przy dtugosci fali 490 nm.

Komorki inkubowane z DMEM z 10% dodatkiem FBS, przyjeto jako ,100% zywotnosci”. Liczbe
zywych komoérek z pozostatych grup znormalizowano do kontroli i przedstawiono jako % kontroli.
Do analizy usredniono wyniki z 3 dotkéw, w ktérych badano dane stezenie. Eksperyment przepro-
wadzono 4 razy. Obliczono ICso, jest to miara aktywnos$ci cytotoksycznej, czyli taki stezeniem, ktore
powoduje zahamowanie wzrostu badanej populacji komoérek o 50%. Do obliczenia ICso uzyto programu
GraphPad Prims 8

% proliferacji komdrek dla danego stezenia obliczono wg wzoru:

% proliferacji komérek =

B ( $rednia absorbancja komérek dla danego stezenia ) 1005
~ \érednia absorbancja komérek kontrolnych w DMEM * °
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Dla linii SW480 uzyskano I1Cso 8,596 uM/L, dla SW620 12,862 uM/L, a dla linii CCD841 okoto
913,3 yM/L. Wynik uzyskany dla linii CCD841 Swiadczy, iz nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny
o wzorze 1, nie wptywa na proliferacje prawidtowych komérek, stanowigcych grupe kontrolna.

Wyniki testu proliferacji MTS przedstawiono na Fig. 4, gdzie na wykresach przedstawiono zalez-
no$¢ % proliferacji komérek od stezenia nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1.

Oznaczenie zdolno$ci hamowania produkcji FOXM1 dla linii SW480, w tescie ELISA

W teScie ELISA, przeciwciata swoiscie wykrywajgce antygen (w tym wypadku FOXM1), sg unie-
ruchomione na powierzchni ptytki. Obecne w materiale biatko FOXM1 fgczy sie z wyzej wspomnianymi
przeciwciatami. Nastepnie dodawane sg przeciwciata znakowane enzymatycznie, skierowane ponow-
nie przeciwko FOXM1. llo$¢ przytgczonego znakowanego enzymatycznie przeciwciata odpowiada iloSci
wykrytego biatkka FOXM1 i jest ona mierzona poprzez aktywno$¢ enzymatyczng za pomocg substratu,
ktéry zmienia kolor po modyfikacji przez enzym, ktérym znakowane sg przeciwciata. Absorpcje $wiatta
produktu powstatego po dodaniu substratu mierzy sie spektrofotometrycznie i przelicza na wartosci liczbowe.

Na ptytke ptaskodenng o objetosci roboczej dotkow 1 mL, do 6 dotkoéw, wysiano po 0,5 x 108
komorek linii SW480 w objetosci 250 uL medium hodowlanego, na kazdy dotek, ptytke umieszczono
na 1 godzine w cieplarce. Nastepnie do 3 dotkéw dodano po 250 uL nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-
-triazyny o wzorze 1, o stezeniu 25 uM/L, uzyskujgc tym samym w dotkach koncowe stezenie 12,5 uM/L.
Stezenie 12,5 uUM/L nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1 ustalono, opierajac sie
na opisanych powyzej wynikach proliferacji komoérek linii SW480 w obecnoéci zwigzku badanego,
dla ktérego I1Cso0 wynosito 8,596 pM/L. Do 3 kolejnych dotkdw dodano 250 pyL medium hodowlanego.
Tak przygotowane ptytki hodowlane umieszczono na 24 godziny w cieplarce. Po 24 godzinach oceniono
hodowle z uzyciem mikroskopu odwréconego, po czym ze wszystkich odebrano supernatant, komorki
przeptukano 1 mL PBS (Phosphate-buffered saline — buforowanej fosforanem soli fizjologicznej), do-
dano 0,5 mL trypsyny i ptytke umieszczono w cieplarce na 10 minut. Po ocenie stopnia odklejenia ko-
morek od powierzchni naczynia, z uzyciem mikroskopu odwrdéconego, zatrzymano reakcje trypsynizacji,
dodajgc 10 uL FBS. Komoérki zebrano do probéwki Eppendorfa i wirowano 5 minut przy 300 xg. Ode-
brano nadsacz, a pelet komérkowy zawieszono w 250 uL PBS. Prébki zamrozono w -20°C. W celu
uzyskania minimalnej liczby powtérzen (n=3) do przeprowadzenia analizy statystycznej, hodowle z izo-
lacjg komorek powtdrzono 3 razy.

Przed wykonaniem testu ELISA przeprowadzono lize komoérek z uzyciem sonifikatora, 3 razy
po 1 minucie. Test ELISA wykonano z uzyciem kitu Forkhead FOX Protein M1 (FOXM1) (Abbexa, Uni-
ted Kingdom) wg protokotu producenta.

Na ptytke dostarczong w zestawie naniesiono pipetg po 100 uL standardéw do 3 kolejnych dotkdw
oraz lizatu komérkowego po hodowli z badang substancjg czynng, pochodng tryptamino-1,3,5-triazyny
owzorze 1, do 3 kolejnych dotkéw, oraz jako kontroli, lizatu komérek po hodowli w medium hodowlanym
réwniez do 3 kolejnych dotkéw. Ptytke inkubowano przez 1 godzine w 37°C. Dodano 100 pL Detection
Reagent A do kazdego dotka. Inkubowano przez 1 godzine w 37°C.

Przeptukano ptytke 3 razy za pomocg Wash Buffer dotgczonego do zestawu. Dodano 100 uL
Detection Reagent B do kazdego dotka. Inkubowano przez 1,5 godziny w 37°C. Przeptukano plytke
5 razy za pomocg Wash Buffer. Dodano 90 uL roztworu substratu TMB. Inkubowano 15 minut w 37°C.
Zmierzono O.D. — gesto$¢ optyczng przy dtugosci fali 450 nm. Z trzech powt6rzen wyciggnieto $rednia.

Usrednione wyniki testu ELISA przedstawiono na Fig. 5, gdzie A to produkcja biatka FOXM1 dla linii
komérek SW480, a B dla linii SW480 z dodatkiem nowej pochodnej tryptamino-1,3,5-triazyny o wzorze 1.
Potwierdza to, ze zwigzek o wzorze 1 wykazuje silny potencjat hamujgcy produkcje biatka FOXM1.

Jak potwierdzity przeprowadzone badania, zwigzek o wzorze 1, wykazuje wiasciwosci antyproli-
feracyjne dla linii raka jelita grubego SW480 i SW620, pozostajgc praktycznie obojetny na proliferacje
zdrowej linii komdérkowej nabtonka jelita grubego CCD841. Dodatkowo zwigzek ten wykazuje silny po-
tencjat hamujgcy FOXM1.

Zastrzezenia patentowe

1. Nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny, ktorg stanowi chlorowodorek N2-(2-(1H-indol-3-
-ilo)etylo)-6-morfolino-N*-fenetylo-1,3,5-triazyno-2,4-diaminy o wzorze 1.

2. Nowa pochodna tryptamino-1,3,5-triazyny wedtug zastrzezenia 1 do zastosowania w leczeniu
nowotworu jelita grubego.
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