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Selol jest zwigzkiem organicznym zawierajgcym selen na IV stopniu utlenienia. Zostat zsyntetyzowany w Zaktadzie Analizy Lekow AM w Warszawie (obecnie Zaktad Bioanalizy i Analizy Lekow WUM). Jest to
mieszanina seleninotriglicerydow, powstatych z potgczenia triglicerydow z selenem. Preparat jest chemiczng modyfikacjg oleju stonecznikowego z uzyciem kwasu selenowego (1V). Selol wykazuje silne dziatanie
cytotoksyczne w stosunku do komoérek nowotworowych i brak takiego dziatania wobec komorek prawidtowych. Jego mechanizm przeciwnowotworowego dziatania jest wielokierunkowy.

i Podczas wstepnych badan interakcji Selolu z cytostatykami na szczurach stwierdzono, ze podawanie zwierzeciu wczesniej traktowanemu przez 7 dni Selolem

HyCG— Q== C —R1

H{_o_t =2 maksymalne] dawki leczniczej 5-fluorouracylu nie spowodowato zwykle obserwowanych w tych warunkach zmian w obrazie krwi. Niewielkie zmiany pojawity sie dopiero
T R po podaniu dawki uznawanej za smiertelng. W ostatnio prowadzonych na nowotworowych liniach komoérkowych badaniach interakcji Selolu z doksorubicyng oraz 5-

' L1 fluorouracylem zaobserwowano zwiekszenie sity dziatania cytotoksycznego na komorki nowotworowe. Szczegolnie silny, bo az dziesieciokrotny wzrost cytotoksycznosci
chemioterapeutyku stosowanego tgcznie z Selolem stwierdzono w uktadzie z doksorubicyng. Jednoczesnie kontrola przeprowadzona na linii komorek prawidtowych nie
wykazata zadnych uszkodzen [1]. Wzrost sity dziatania cytostatycznego w obecnosci Selolu, potencjalnie umozliwia obnizenie dawki tych toksycznych
chemioterapeutykdw | znaczne ograniczenie ich dziatan niepozgdanych. W prezentowane] pracy podjeto probe wyjasnienia przyczyny takiego dziatania Selolu. Do

wyjasnienia tego zjawiska postanowiono zastosowac¢ metode symulacji pierwszej fazy metabolizmu ksenobiotykdéw na drodze elektrochemiczne,).

R - reszta kwasu palmitynowego

Ry - ressca lovass olsinowego, Wykorzystanie metody elektrochemicznej do symulacji pierwszej fazy metabolizmu ksenobiotykdw i zbadanie réznic w sktadzie ilosciowym metabolitéw
doksorubicyny i 5-fluorouracylu w uktadach z Selolem 5% oraz bez Selolu.

linclowego lub linclenowego
Metody badan

Do syntezy metabolitow doksorubicyny i 5-fluorouracylu (5-FU) zastosowano zestaw elektrochemiczny, sktadajgcy sie Flkioda 2 wegla stkistego
z elektrody z wegla szklistego (elektroda pracujaca) i elektrody z drutu platynowego (ryc. 1). Elektrolize prowadzono przy o

} 1 mol/L roztwér mrowczanu amonu o pH 7,4 i metanol (1:1 v/v): 2 (omma

any do probek odpowiednio w ilosci 4 i 20 mg do roztworu 5-FU — ¢ Elekota onieseng

L Autolab C (chlorosrebrowi)

Zasilacz pradu statego

stabiizowany napieciu 2V, w ciggu 60 min. Roztworem podstawowym k
mg/ml 5-FU; 0,2 mg/ml doksorubicyny. Selol 5% byt dod
| 41 10 mg do roztworu DOX. Badania metabolitow wykonano metodami HPLC z detekcjg UV (ryc. 4 | 7) oraz HPLC-MS.
Pomiary woltamperometryczne wykonano za pomocg NAUTOLAB, metodg woltamperometrii roznicowo-pulsowej (ryc. 2, 3,

S| 6). Rozdzielenie powstatych produktéw przeprowadzono metéda HPLC w gradiencie z detekcjg UV-VIS. Dla 5-FU wybrano S
dlugosé fali 266 nm. Faza ruchoma skiadata sie z mete 02 M buforu z octanu amonu © pH 4,7 (2 : 98, viv) [2]. e
T Fkiods payroa - du Szybkos¢ przeptywu wynosita 2 mil/mimn w warunkac znych. Do rozdzielenia proéduktéw degradacji DOX
magnetyczne L zastosowano faze ruchomg: woda + kwas mrowkowy (99€ a A | acetonitryl + kwas mrowkowy (999: 1, v/v), faza B
[3]. Szybko$é elucji wynosita 2 ml/min. Zastosowano dtugos i elucje gradientowg. Za pomocg spektrometru TOF-

Mieszadio MS z systemem Maldi SYNAPT G2- S HDMS przeprowadzanc ez elektrorozpylanie w tkybie jonoéw dodatnich
reaneyene i jondbw ujemnych. Zastosowano rézne napiecia rozpylania. Z netabolitow oznaczon@ metodg HPLCMS (mas

Orbitrap Q Exactive Focus firmy Thermo Scientific).

Ryc. 2. Zestaw do woltamperometrii
roznicowo-pulsowe]

Ryc. 1. Zestaw do
elektroliz
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rosnie ilos¢ wykrywanych metaboli

wprowadzeniu 20 mg Selolu 5% wy

metabolitow jest zahamowane. Stwierdzono

metabolizmu 5-FU wraz ze wzrostem steze

(Tab.1, ryc.415).
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Ryc. 3. Woltamperogramy roznicowo pulsowe mieszanin e . _ ) Rvc. 6
roztworéw przed i po elekirolizie (elektrolit podstawowy: dioksan Tabela 1. Zestawienie wynikow oznaczania zawartosci gtownych " pg ds.taV\./o

+ mréwczan sodu + woda + metanol) dla 5-FU. Na podstawie metabolitow 5-FU oraz 5-FU z Selolem 5% w ilosci 20 mg metoda A ' it ot . metanol+ mré du + wod
obliczenia pola powierzchni pikéw potwierdzono rozpad 5-FU i HPLC-MS mas Orbitrap Q Exactive Focus przy jonizacji uiemnej H(-). V" MEtanoty Rpodstawowy: metanol+ mrowczan sodu + woda).

obecnos¢ metabolitow. Sygnat elektrochemiczny pochodzacy M.cz. Pole powierzchni Pole powierzchni 5- JEoio rozpad DOX I obecnos¢ metabolitow. Sygnal

_ _ Wzoér oznaczona metabolitéw 5- fluorouracylu z20 5-FU + 20 mg Selol ' ddzacy od utlenione] doksorubicyny: -0,36V. Dalsza
od utlenlonego 5-FU: IRCYAYA Dalsza analiza HPLC sumaryczny fluorouracylu mg Selolu 5% 5-FU 4 acy 4 J : yny . .
- wszystkie metabolity oraz zanieczyszczenia

zarejestrowata prawie wszystkie metabolity oraz
zanieczyszczenia 5-FU.
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ramow: elektrolitu podstawowego z DOX; elektrolitu
anolu; elektrolitu podstawowego z DOX i olejem

C3HsFO, 108,02119 30838 26362 0,85 doksorub‘icyny.
CcHeN,O,  126,04287 4399 42059 9,56
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C,H,FN.O  129,03384 506947 508887 1,00 | _ 25 metabolity

C,HFN,0,  130,01776 E doksorubicyna ‘
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Obecnosc¢ Selolu 5% prawie 106 krotnie spowalnia
metabolizm 5-FU, co moze byC przyczyng braku
dziatan ubocznych oraz wyzszej skutecznosci
terapeutyczne] podczas rownoczesnego poda- T i
wania zwierzetom laboratoryjnym obu substanciji. MW s 25|

min

hromatogram®HPLC rozdzigit mieszaniny: elektrolit podstawowy + doksorubicyna +
g Selol 5% po elektrolizie potwi€rdzajgcy rozpad doksorubicyny. Wykryto 21 metabolitow
pomocg MS petwierdzono ich budowe.
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Ryc. 4 Chromatogram HPLC rozdziatu mieszaniny: elektrolit

podstawowy + 5-FU + 4 mg Selolu 5% po elektrolizie potwierdzajgcy CaiH2008" 8

C21H180g

414 .37 400.39
rozpad 5-fluorouracylu. OCH;O  OH OH 414.095082 OCH; O OH 400.1158181
- _8- -1-metoksy- 6,8,11-tetrahydroksy-8-(1,2-dihydroksyetylo)-1-metoks . . . . O "y
g e 0 o Ao gomnetokey S eteehabomibage Tabela 2. Zestawienie wynikéw oznaczania zawartosci wybranych metabolitbw DOX oraz
. 7- D IR . E T .
o, | H A CH; (DOXon) (7-deoxy D DOX z Selolem 5% w ilosci 1@ mg po jonizacji ujemnej H(-) metodg HPLC-MS.
C4HN-0, CHN-0, : . . . . .
yj\ 41 30.08 /I\ 112,00 )\N | 12611 )\ | ‘ﬂf F%TQO )\ C,HAFN,O, M.cz. Pole powierzchni Pole powierzchni Wspétczynnik
130.017856 112.027277 | 126042928 HO 132033506 134.11 O  OH OH Wz6r sumaryczn oznaczona metabolitéw doksorubicyny doksorubicyny z 10 mg hamowania
H 134049156 | ryczny :
5 Flumoul acyl Ur 1c\1 Tymina OH OH C Af O9 Selolu 5% [ja] DOX + 10 mg Selol
g DOX
on O‘O‘
5 “O‘ CoH1808 5. 168582 CgH,3NO; 147,0894 8284524 7619467 0,92
I 386.36 OCH o OH.0 C1oH1505 374,1002 373024 462214 1,24
Jj/ i ; cvo, 1 T o o, HO_C_E_E_E_C_OH OH O OH 386.100168 ’ : CpoH1505 386,1001 1240 72744 58,64
}\ mo sl < o708 R A 1.6.8,11-tetrahydroksy-8-(1,2-dihydroksyetylo)-7,8,9,10- - i C21H1608 398,1011 53340864 71729140 1,34
o CEBAL 151.09 tetrahydrotetraceno-5,12-dion L C,1H,,0g 400,1157 741715 318472
s fuorodihvdro FBAL (o-fluoro-p-alanina) Ak 151.028086 4-d tvlo-7-deoksyDOXol . : 3 )
flu 1;_1;1311 wracil ertiore-alanine (4-demetylg L olgy) 10-[(3-amino-2,3,6-trideoksy-heksopiranozylo)-oksy]- C21H160, 20555 £6H5 2d5b o0 SEE
SFDIY 6,8,11-trihydroksy-1-metoxy-7,8,9,10- Ca1H2004 416,1107 309414 310207 ,0C
tetrahydrotetraceno-5,12-dion C,5H,5NOg 483,1530 42118 44970
: : C,H,,NO 485,1688 2443 37860
P Ryc. 8 Wybrane metabolity doksorubicyny .
20 HN NHy oo L GH; HO—C—CH, C2F0:
Cattamats i 60.06 s o 7@7651'(1);02
127.08 o BRSO 62016793 8.011708 0) . . .
127.014367 Mocznik 60.03236: Fluoroacetaldehyd (Facet) Fluorooctan (FAC) Se|0| 5 /0 Znacznle Spowalnla metab0|lzm
- - : : . trzech metabolitow DOX 1 jednego
Dihydropiymidyno-24,S3H)-wion « Selol 5% silnie zmienia metabolizm 5-fluorouracylu | doksorubicyny. J g

(kwas izob 11b1tu1 owYy)

. L o przyspiesza. Znikajg dziatania uboczne
W obecnosci Selolu 5% wytwarzane sg metabolity identyczne z tymi, ktére dotychczas : . N :
DOX | az dziesieciokrotnie wzrasta

wyizolowano w warunkach ex vivo, jednak ich sktad ilosciowy jest catkowicie odmienny. g ) _
skutecznos¢ dziatania cytotoksycznego

wobec komorek nowotworowych [1]

Ryc. 5 Zidentyfikowane metabolity 5-fluorouracylu
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