Abstiract

Determination of biological activity is significant problem, - particularly for drug dgsign.

‘Development of analytical r_n’ethods--an'd approaches that may provide accurate and. reliable

results is of vital importance. Moreover, collection of bioactivity data is an important analytical

challenge; sirice biological activity is dependerit on different factors in each particular case, The

study of biological activity thus requires development of new approaches based on ca;r’eful

selection of analytical methods and precise data interpretation rather than application of standard
set -.of techniques. Interactions between biologically active molecules and receptors pldy an
important role for assessment of drug efficacy, side effects and selection of treatment strategy.

The research in this area is focused mostly on the determination of possible molecular target-as a

i
part of so called target-centric approach that sometimes can be too simplistic and not sufficient to

describe the mechanism of action. The goal of the research carried out in a framework Oif this

study was to develop approaches for determination of biological activity of naturally '0c01§rring

compounds. Literature review for the research topic was published in the form of two r’eéview
papers. First review presents-theoretical approach for determination of biological activity ofn_.the
example of flavonoids. Critical points and examples of application of such m‘e’tho{l's- asg
quantitative structure-activity (QSAR), quantitative structure-retention (QSRR), ,_struéture-
activity (SAR) relationships as well as their combinations for determination of biological ac{tivi_ty
were presented and discussed. Second review addresses multi-instrumental approach to -unfrave'l
molecular mechanisms of action.of natiral compounds on the example of ﬂavonoi:ds..'Diff;‘erent
combinations of instrumental analytical techniques.for studies of interactions between _ﬂ_a_v_oifloids-
and different biologically active systems and thus, mechanisms of their action were 'c'ritiically.
reviewed and discussed. Afterwards, iilteract'ions of naturally oceurring protein carbo'anhy%ha_se'
IX (CA TX) that largely participates in tumour cancerogenesis and potential -in.hibi_tom.-%weré-
studied using combination of computational and instramental analytical techniques. -Poténtial
candidates were selected by developed approach based on inversed GA-PLS quantit;ativé
structure-property relationships (QSPR) model and synthesized prior to. their exPerim;enta_l
assessment., Interactions were studied with the use of combination of such techniques as :ma:a.t_rix-
assisted laser desorption ijonization with time-of-flight mass spectrometer (I\/IALDIQTOF-i\/IS_),.
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), _FTIR-sp'eCtr_osipopy
and stopped-flow  spectrophotometry. Obtained data. was interpreted by comb_iuatioﬁi of
information -obtained from each of the technique and molecular dynamics and -d'ocik'ing
simulations. Furthermore, interactions of selected flavonoids with three chromatogragphic.
columns (C18, pentafiuorophenyl (F5) and IAM.PC.DDZ) were studied by developed appréoach




based on QSRR and density functioial theory (DFT). Interactions of flavonoids and immobilized

artificial membrane:chromatographic  column (IAM.PC.DD2) were studied and compared

with

classical C18 and pentaﬂmroph‘e_nyl columns. In future, developed approach can be helpful to

gain insights into biological activity of flavonoids with chromatographic columns simulating

human body parts, for e.g. immobilized proteins o assess biological activity of analytes by

analysis of the interactions. Next part of the research was focused on study of the interac

tions

between casein and silver ions by combination of such instrumental techniques as MALDI-TOF-

MS, FTIR, Raman spectroscopy, scanning electron (SEM), transmission electron (1

EM)

microscopy, energy dispersive X-ray detector (EDX), thermogravimetric analysis (TGA),

derivative thermogravimetry (DTG). Finally, approach for analysis and identification of

candidate mietabolites of saccharides and cyclitols as plant bioactive compounds was-devei
based on electrochemical fragmentation and MALDI-TOF-MS.

Streszezenie

Oznaczanie aktywnosci biologicznej jest znaczacym problemem, w szczegdlnosci

oped

‘PrZy

projektowaniu lekéw. Opracowanie metod i technik analitycznych; zapewniajacych precyzyjne i

wiarygone wyniki, ma w tym kluczowé znaczenie. Ponadto, gromadzerie danych dotyczacych
bioaktywnosci zwigzkow jest waznym wyzwaniem analityeznym i to dlatego, iz aktywnodé
biclogiczna jest zalezna od wielu czynnikéw w kazdym konkretnym przypadku. . Zatem, badanie

{
aktywnosci biologicznej wymaga opracowania nowych podejé¢ opartych na starannym doborze

_ _ _ _ i
metod analitycznych i precyzyjnej interpretacji. danych zamiast zastosowania standardowego
zestawu technik. Oddzialywania pomigdzy zqukanu biologicznie aktywnymi a rec_eptérmni

Odgrywajq. wazng tole w ocenie skutecznosci lekéw, mozliwych skutkéw ubocziych

oraz

doborze strategii lecznia. Badania w tym zakresie skupiaja sie gléwnie na okresleniu mozliwego

¢celu molekulamego w ramach podejscia. "skoncentrowania na celu", ktére czasami moze

byé

zbyt uproszczonym i niewystarczajacym do opisania mechanizméw dziatania. Celem bhadan

prowadzonych -w ramach niniejszej pracy jest opracowanic podej$é do -okredlania aktywnosci

biologicznej zwigzkéw naturalnych. Przeglad literatury z zakresu przedmiotu 'badaﬁE

byt

opublikowany w postaci dwéch artykulow przegladowych. Pierwszy artykut pr'zedSﬁaWia

teoretyczne zasady okreslania aktywnosci biologicznej na przykladzie flawonoidow. W artj:rkule

przedstawiono i oméwiono punkty krytyczne oraz przyklady zastosowania takich _m__etod;, jak
ilosciowe zaleznodci “structura-aktywnos¢ (QSAR, z ang. Quantitative Structure-Activity
Relationship), iloSciowe zaleznoéei struktura-retencja (QSRR, z ang. Quantitative Structure-
Retention Relationship), zaleznos¢ structura-aktywnosé (SAR; z ang, Structure-Activity
Relarionship) oraz-ich polaczemia do okreslenia aktywnosci biologicznej. Drugi arfykul




przegladowy dotyczy multiinstrumentalnego podejscia do oznaczania molekulatnych
mechanizméw dziatania zwigzkéw naturalnych na przykladzie flawonoidéw. Miedzy innymi
krytyeznie przeanalizowario i oméwiono mozliwoscei réznych polaczei instrumentalnych technik
analitycznych do badania oddzialywan pomiedzy flawonoidami' a réznymi ukladami
biologicznymi, a zatem -mechanizmy ich dzialania, Nastepnie za pomoca polaczenia
obliczeniowych oraz instrumentalnych technik analitycznych przeprowadzono badania
oddzialywania naturalnie wystepujacego biatka anhydrazy weglanowej IX (CA IX), ktéra w
znaczaneym stopniu uczestniczy w kancerogenezie, z jej potencjalnymi inhibitorami,

Potencjalnych kandydatow wybrano i zsyntezowano przed ich oceng eksperymentalna za

pomoca opracowanego podejécia GA-PLS opartego na odwréconym modelu ilosciowych
zaleznodei structura-wlasciwosei (QRPS, Z ang. Quantitative Relarionship -Propehj_):-Strucé‘ure)_.
Oddzialywania badano z wykorzystaniem polaczenia takich technik, jak spectrometria mass z
laserows, ionizacjg/desorpcja probki wspomagana matrycq z analizatorem czasu prqeldtu
(MALDI-TOF-MS; z ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry), elektroforeza zelowa w Zelu poliakrylamidowym z dodecylosiarczanem ;sodu
(SDS-PAGE, z ang. Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis),
spektroskopii FTIR oraz. spectrophometrii z zatrzymanym przeplywem (z ang. -stoppeqj-j_?ow
spectrophotometry). Uzyskane dane zinterpretowano poprzez polaczenie wynikow uzyskanych

eksperymentalnie z metodami dynamiki molekularnej oraz dokujacego modelowania. Ponadto,
zbadano  oddzialywania wybranych flawonoidow z tzema rodzajami  kolumn
chromatograficznych (C18; pentafluoroplienclowa i IAM.PC.DD2) z uZyciem opracoviuanej
metody opartej na QSRR i teorii funcjonalu gestoscei (DFT, z ang. Density Functional Thqzo_ry).
Zbadano oddziatywania flawonoidéw oraz immiobilizowanej sziucznej membranowej kollflmn-y
chromatograficznej (IAM.PC.DD2), wyniki byly poréwnywane z wynikami UZYSkanym}% dla

Klasyeznych kolumn chromatograficznych C18 oraz pentafluorofenclowej. Opraco%van‘e:

podejécie w przyszlosci moze byé pomocne prtzy oznaczanit aktywn Wi osci .biologif:znej"
) et

flawonoidéw za pomoca kolumn chromatograficznych symulujacych czesci ludzkego cé:ia.{a,
naprzyklad z uzyciem immobilizowanych biatek w celu oceny aktywnosci biologicznej an‘aliitéw
poprzez analizg ich oddzatywan. Kolejne czesci badat byly skupione na oddzialywaxéiach
.kazeiny Z jonami. srebra poprzez polaczenie takich technik jak MALDI-TOF-MS, FET}R,_

spektroskopia Ramana, skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, z ang. Scanning Electron:

Microscopy), transmisijna mikroskopia eletronowa (TEM, z ang. Transmission .Eleétron
Microscopy) polaczona z detektorem spectroskopii rentgenowSI{iej' z dyspersja energetyczng
(EDX, z ang. Energy Dispersive X-ray detector), analiza termograwiometryczna (TGA, zjang.

Thermogravimeiric Analysis_)-, termiczna analiza 16znicowa (DTG, z ang.. Derivative




Thermogravimetry). Na koniec, opracowano metode analizy i identyfikacji potencjalnych
metabolitow opartej na fragmentacji elektrochemicznej oraz MALDI-TOF-MS cukréw oraz
cyklitoli jako bioaktywnych zwigzkéw pochodzenia roslinnego.



