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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595

zezm.):

IA) tytut osiggniecia naukowego

Epotilony jako nowa klasa inhibitorow wrzeciona kariokinetycznego -
molekularne mechanizmy dziatania i rola w chemioterapii

Powyzsze osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu publikacji.
Oswiadczenia wspdtautoréow publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego i kopie
publikacji wnioskodawcy zawarte sg w Zatgczniku 5 (oswiadczenia wspotautoréw) i 6 (katalog
z kopiami publikacji).

IB) Publikacje wchodzace w sktad osiggniecia naukowego:

Dane bibliograficzne IF Punkty
MNisSwW
(Liczba
cytowan)

prace oryginalne

I-B1. Rogalska A., Marczak A., Gajek A., Szwed M., Sliwidska A., Drzewoski J., 3,207%°3 252013
Jézwiak Z. (cyt.17)
Induction of apoptosis in human ovarian cancer cells by new anticancer
compounds, epothilone A and B.

Toxicology in Vitro 2013: 27, 239-249.

1-B2. Rogalska A., Szula E., Gajek A., Marczak A., J6Zwiak Z. 1,8622013 Q2013
Activation of apoptotic pathway in normal and cancer ovarian cells by (cyt. 6)
Epothilone B.

Environmental Toxicology and Pharmacology 2013: 36, 600-610.

1-B3. Rogalska A., Gajek A., Marczak A. 1,6352013 152013
Analysis of Epothilone B —induced cell death in normal ovarian cells. (cyt. 0)
Cell Biology International 2013: 37, 1330-1339.

1-B4. Rogalska A., Gajek A., Marczak A. 2,903%014 302014
Epothilone B induce extrinsic pathway of apoptosis and mitochondrial (cyt. 6)
dysfunction in human SKOV-3 ovarian cancer cells.

Toxicology in Vitro 2014: 28, 675-683.
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1-B5. Rogalska A., Bukowska B., Marczak A. 2,469%014 352014
Caspases and ROS - dependent mechanism of action mediated by (cyt. 0)
combination of WP 631 and Epothilone B.

Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry 2014: 14, 1261-1270.

I-B6. Rogalska A., Marczak A. 2,187%015 252015
Epothilone B induces human ovarian cancer OV-90 cell apoptosis (cyt. 6)
via external pathway.

Environmental Toxicology and Pharmacology 2015: 40, 700-712.

I-B7. Rogalska A., Marczak A. 2,39201> 20201
Nuclear DNA damage and repair in normal ovarian cells caused (cyt. 0)
by Epothilone B.

Asian Pacific Journal of Cancer Prevention 2015: 16, 6535-6539.

1-B8. Rogalska A., Bukowska B, Marczak A. 2,866%9Y7  30%017
Metformin and epothilone A treatment up regulate pro-apoptotic PARP-1, (cyt. 0)
Casp-3 and H2AX genes and decrease of AKT kinase level to control cell
death of human hepatocellular carcinoma and ovary adenocarcinoma
cells.

Toxicology In Vitro 2017:47, 48-62.

prace przeglgdowe

1-B9. Rogalska A., Marczak A., 2,9362018 252016
Therapeutic potential of patupilone in epithelial ovarian cancer and future (cyt. 0)
directions

Life Science 2018: 205,38-44.

Sumaryczny Impact Factor publikacji* wynosi IF= 22,455 (9 prac). Sumaryczna liczba punktéw

MNISW dla wszystkich publikacji wchodzacych w sktad osiagniecia* naukowego wynosi 225.

C) omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych

wynikéw wraz z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

WPROWADZENIE:

Przedmiotem badan w niniejszym osiggnieciu naukowym sg zwigzki oddziatujace
z mikrotubulami (MBD, ang. Microtubule-Binding Agents). Nalezg do nich inhibitory tworzenia
dimeréw heterotubuliny, tzw. zwigzki destabilizujgce mikrotubule (MDA, ang. Microtubule-
Destablilizing Agents) oraz zwigzki hamujgce depolimeryzacje mikrotubul (MSA, ang. Microtubule-

Stabilizing Agents), Ryc.1.

! Wedtug roku publikacji
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MSA s3 stosowane zaréwno w terapii biataczek, jak i guzéw litych. Zwigzki te prowadza
do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie G2/M i w efekcie do $mierci komdrki na drodze
apoptozy. MSA wigzg sie preferencyjnie do N-korca, a takze do aminokwaséw w pozycji 217-231
B-tubuliny (Kingston, 2009; Wilmes i wsp., 2011). Badania przedkliniczne i kliniczne dowiodty,
ze zwigzki wigzgce mikrotubule hamujg proces angiogenezy, w tym migracje i adhezje komdrek
srdodbtonka, a takze przekaznictwo sygnatéw w komérkach (Jin i Patterson, 2009).

Do grupy inhibitoréw depolimeryzacji mikotubul nalezg taksany, w tym stosowany w klinikach
paklitaksel (PTX). Taksany prowadzity do rozwoju opornosci wielolekowej. Poszukiwano zatem
nowych, bardziej skutecznych zwigzkow. Dlatego tez przedmiotem moich zainteresowan stata sie
nowa generacja inhibitoréw depolimeryzacji mikrotubul - epotilony. Odkryto je w latach 90-tych
podczas fermentacji bakterii glebowych w Afryce (Zambesi River). Zostaty one wyizolowane
z miksobakterii Sorangium cellulosum i poczgtkowo zakwalifikowano je jako substancje o dziataniu
przeciwgrzybiczym (Reichenbach i Hofle, 2008). Okazaty sie jednak zbyt toksyczne, by mogty by¢
wykorzystane jako S$rodki przeciwgrzybicze, natomiast znalazly zastosowanie w terapii

przeciwnowotworowej.

A.

p-tubulina heterodimer B .
a-tubulina @ tubuliny

Ld 1 polimeryzacja Zwigzki Destabilizujgce Mikrotubule - MDA,
(‘ang. Microtubule - Destabilizing Agents)

(]
koniec “+” @ o2

g

m Zwigzki Oddziatujgce z Mikrotubulami - MBA,
( ang. Microtubule - Binding Agents)
Bppd
©o00?
%900
koniec *-” °°°‘:,¢, i . Zwigzki Stabilizujace Mikrotubule - MSA,
1 epolimeryzacja ( ang. Microtubule - Stabilizing Agents)
o [
°

Ryc. 1. Procesy polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul (A) oraz podziat zwigzkéw oddziatujgcych
z mikrotubulami (B), na podstawie II-A26.

Do jednych z najwazniejszych sposréd 37 wyizolowanych zwigzkéw z tej grupy nalezg epotilon A

(Epo A) i epotilon B (Epo B, patupilone, EPO906) (Ranade i wsp., 2016), Ryc.2.
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Epot@lon A(EpoB) R=H
Epotilon B (Epo B) R=CH, Paklitaksel (PTX)

Ryc.2. Struktura chemiczna Epo A, Epo B i PTX, na podstawie I-B9, II-A13.

Epotilony sg makrolidami zbudowanymi z 16-cztonowego pierscienia. Epo A i Epo B s3
jedynymi w tej grupie zwigzkami pochodzenia naturalnego. Zasadnicza réznica miedzy nimi polega
na tym, ze Epo B ma dodatkowa grupe metylowg w pozycji C12 dzieki czemu silniej stabilizuje
on mikrotubule (I-B1) (Zhao i wsp., 2009). Epotilony wigzg sie do podobnego farmakoforu
na podjednostce B tubuliny co taksany. Petla M, zaréwno a i B tubuliny, jest gtdwnym miejscem

kontaktu pomiedzy protofilamentami mikrotubul (Prota i wsp., 2013), Ryc.3.

A

H6-H7
H6
M-loop H6
' . H7
S7
Hg s "‘J‘H1 ;s‘
$9-510 : '

Epotilon

/So-s10

Ryc. 3. Wigzanie sie epotilondw i taksanow z mikrotubulami. A) Konformacja petli M B-tubuliny, B)
Schematyczne przedstawienie drugorzedowych elementdw struktury, protofilamenty B tubuliny
taczacej sie z epotilonem A / B lub PTX. Zwigzki stabilizujgce mikrotubule tgczg helisy B tubulinowe
H6 lub H7 i petle S9-510 z petla M, na podstawie (Prota i wsp., 2013).

Epo B kompetycyjnie hamuje wigzanie PTX do mikrotubul (Fojo i Menefee, 2007). Kilka
z pochodnych epotilonéw jest na etapie badan klinicznych w tym iksabepilon (BMS 247550)
i sagopilon (ZK-EPO) (Edelman i Shvartsbeyn, 2012). Jedynym epotilonem, ktdéry zostat

zarejestrowany w Stanach Zjednoczonych (2007 r.), jest iksabepilon. W Polsce nie zostat

5
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on dotychczas wprowadzony jako lek, z uwagi na duze ryzyko rozwoju neuropatii. Podobnie jak
stosowane od kilkunastu juz lat w terapii raka piersi taksany (paklitaksel i docetaksel), epotilony
indukujg agregacje tubuliny i powodujg zatrzymanie mitozy oraz zapobiegajg depolimeryzacji
mikrotubul. Epotilony majg jednak znaczacg przewage nad taksanami. Sg skuteczne takie
w komodrkach opornych na taksany i potencjalnie mogtyby zastgpi¢c je w terapii
przeciwnowotworowe;.

Epotilony okazaty sie by¢ cytotoksyczne dla szerokiego spektrum nowotworéw. Pomimo
prowadzonych badan klinicznych nadal nie zatwierdzono epotilonéw jako lekéw w terapii raka

jajnika czy watroby.

MATERIAL BIOLOGICZNY

Materiatem wykorzystanym do przeprowadzenia badan zawartych w ponizszym osiggnieciu
naukowym byty trzy linie komdrkowe, w tym dwie ludzkie nowotworowe linie raka jajnika: OV-90
(ang. Human ovarian papillary serous adenocarcinoma), SKOV-3 (ang. Human ovarian
adenocarcinoma) i jedna prawidtowa mysia linia jajnika: MM14.0v (ang. mouse normal ovarian cell
line). Prowadzitam rdwniez badania na ludzkiej linii raka watroby: HepG2 (ang. Human
hepatocellular liver carcinoma). Linie te stanowity dobry model do badania mechanizméw
prowadzacych do $mierci komoérkowej dzieki znanej charakterystyce morfologicznej,
immunohistochemicznej, cytogenetycznej oraz genetycznej (Hernandez i wsp., 2016; Jacob i wsp.,
2014).

Rak jajnika charakteryzuje sie najwyzszg smiertelnoscig sposréd wszystkich nowotworéw
ginekologicznych. Tak wysoka s$miertelnos¢ zwigzana jest z trudnosciami w postawieniu
prawidtowej diagnozy. Rak jajnika w poczatkowych stadiach daje niespecyficzne objawy. Wiekszos¢
przypadkéw diagnozowana jest w Il i IV stadium zaawansowania klinicznego, kiedy nowotwér daje
juz przerzuty do innych narzadéw (Bruning i Mylonas, 2010; Pellicciotta i wsp., 2011), (I-B9).
Obecnie standardowe leczenie raka jajnika polega na radykalnym usunieciu masy guza oraz tkanek
mogacych zawieraé przerzuty. W sytuacji, gdy nowotwdr jest wysoce zaawansowany, radykalne
postepowanie chirurgiczne nie jest mozliwe. Leczenie wéwczas polega na zmniejszeniu masy guza,
a nastepnie wdraza sie leczenie adjuwantowe, gtdwnie chemioterapie opartg na karboplatynie
i taksanach (Willmott i Fruehauf, 2010). Leki te zwiekszajg przezywalnos¢ pacjentek w IV stadium,
aczkolwiek 5-letni wskaznik przezycia w zaawansowanym stadium raka jest nadal ponizej 30%
(Davidson i Trope, 2014). Wysoka smiertelnos¢ wsrdd pacjentek z rakiem jajnika wymusza potrzebe
poszukiwania kolejnych skutecznych terapii. Badania profili ekspersji gendow sugerujg, ze jedym

z celéw chemioterapii raka jajnika powinny by¢ mikrotubule (Yu i wsp., 2016).
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Réwnie zte rokowania dotycza raka watroby. Zgodnie ze statystykami Swiatowej Organizacji
Zdrowia rak watrobokomérkowy (HCC, ang. hepatocellular carcinoma) zajmuje drugie miejsce
pod wzgledem smiertelnosci na swiecie (Gong i Qin, 2016). Obecnie istnieje kilka opcji leczniczych:
resekcja watroby, metody ablacyjne, systemowa i regionalna chemioterapia, transplantacja
watroby, immunoterapia, terapia przeciwciatami monoklonalnymi. Chemioterapia nie przyniosta
dotychczas przetomu w leczeniu chorych na raka watrobokomérkowego.
W ostatnim okresie nowa nadzieje w leczeniu chorych na nieoperacyjnego raka
watrobokomérkowego wnidst preparat o nazwie sorafenib (Liu i wsp., 2015). Nalezy on do lekéw
zaliczanych do terapii celowanych. Lek ten jest inhibitorem kinaz, a przez to doprowadza
do zahamowania rozwoju HCC. W 2017 r. FDA =zatwierdzito nivolumab (przeciwciato
anty-PD-1, ang. programmed cell death protein 1) jako lek do stosowania w leczeniu
HCC u pacjentdw, ktdérzy byli wczesniej leczeni sorafenibem (Sun i Cabrera, 2018). Przyczyng ztych
statystyk jest rozwdj lekoopornosci. Mimo, ze rak watroby i jajnika dobrze odpowiadajg na wstepng
terapie, czesto, bo w blisko potowie przypadkéw, nawracaja.

Celem moich badan byto poznanie molekularnych mechanizméw dziatania
Epo A i/lub Epo B oraz okreslenie typu $mierci komdrkowej, zachodzacej pod wptywem dziatania
badanych zwigzkéw, w raku jajnika i watroby. Wyniki badan byty odnoszone do znanego leku -
paklitakselu. Ponadto celem pracy byta réwniez ocena skutecznosci stosowania dwdch zwigzkéw,
w tym jednego z grupy epotilonéw, podawanych facznie: WP 631 (antybiotyk antracyklinowy)
i Epo B oraz metforminy (lek przeciwcukrzycowy) i Epo A.

Uzyskane rezultaty dotyczgce poznania mechanizmu dziatania epotilonéw moga by¢
pomocne w stworzeniu protokotu podawania lekéw u pacjentéw z rakiem jajnika czy watroby.
Zastosowanie epotilonéw w skojarzeniu z lekami nalezagcymi do réznych grup jak antracykliny czy
leki przeciwcukrzycowe rozszerza spektrum zastosowania tych zwigzkéw. Znacznie obnizenie
dawek lekéw, w przypadku ich jednoczesnego stosowania, by¢ moze pozwoli na zmniejszenie
skutkéw ubocznych terapii.

Wazne dla mnie byto ponadto poznanie mechanizmu skojarzonego dziatania tych
zwigzkoéw. Cel ten realizowano poprzez okreslenie cytotoksycznosci, genotoksycznosci i zdolnosci
do generowania reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species). Szczegdlng uwage
zwrdcono na procesy apoptozy zachodzgce w komoérkach oraz przebieg cyklu komdrkowego.

Pomiary wykonywatam mi.in. metodami: spektrofotometryczng, fluorescencyjng,
cytometrii przeptywowej, Western-blot, wykonywatam testy immunofluorescencyjne, rozdziaty
elektroforetyczne biatek (SDS-PAGE) i DNA w zelu agarozowym, PCR w czasie rzeczywistym (real-

time PCR).
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Badania prowadzone w ramach osiggniecia naukowego obejmowaty nastepujace etapy:
1. Etap pierwszy
1.1. Oznaczenie cytotoksycznosci epotilonu A i B w komodrkach raka jajnika, rola
glikoproteiny P
1.2. Poznanie mechanizmu smierci komérkowej wywotywanej przez epotilony w komaérkach
raka jajnika
1.3. Poznanie mechanizmu smierci komérkowej wywotywanej przez epotilony w komaérkach
prawidtowych jajnika
2. Etap drugi
2.1. Poznanie molekularnego mechanizmu interakcji WP 631 i epotilonu B w komérkach raka
jajnika
2.2. Poznanie molekularnego mechanizmu interakcji metforminy i Epo A w komérkach raka

jajnika i watroby

1.1. Oznaczenie cytotoksycznosci epotilonu A i B w komérkach raka jajnika, rola glikoproteiny P

Pierwszym etapem badan byto oznaczenie cytotoksycznosci badanych zwigzkéw metoda
spektrofotometryczng. Analizujgc krzywe przezywalnosci, zaobserwowatam we wszystkich
badanych liniach komdérkowych obnizenie przezywalnosci komoérek poddanych dziataniu
epotilondw wraz ze wzrostem stosowanych stezen. Epotilony A i B wykazaty wyzszg toksycznosc¢
przeciwko komérkom linii SKOV-3 niz PTX. W komodrkach tych Epo A byt 6 razy bardziej (ICso- 27.4
nM), a Epo B byt 5 razy bardziej cytotoksyczny (ICso - 27.5 nM) niz PTX (ICso - 126.2 nM) (I-B1).
W kolejnej badanej linii nowotworowej jajnika OV-90, komdrki byty ponad 7 razy bardziej wrazliwe
na Epo B (ICso — 27.4 nM) niz PTX (ICso — 199 nM) (I-B2).

Jedng z przyczyn niepowodzen chemioterapii jest nabywanie przez komorki nowotworowe
opornosci na stosowane leki. W przypadku taksandw jest to opornosc rozwijajgca sie w komaérkach
wykazujgcych nadekspresje B-tubuliny klasy Il (TUBB3). Epotilony natomiast, najprawdopodobniej
ze wzgledu na ich zdolno$¢ do wigzania sie w rownym stopniu z B-tubuling klasy | i lll sg skuteczne
w tych komoérkach, co daje im przewage nad taksanami (Mozzetti i wsp., 2008), (I-B9, 11-A28).
Kolejng przyczyng opornosci wielolekowej jest wzrost ekspresji genu MDR-1 zlokalizowanego na
dtugim ramieniu chromosomu 7. Moje badania wykazaty, ze PTX jest substratem dla glikopropteiny
P (P-gp) w przeciwienstwie do epotilonu A i B (I-B1). Otrzymane wyniki pozwalajg sugerowac,
ze epotilony mogg by¢ skuteczne takze w komérkach opornych na taksany i mogga zastgpic je

w terapii. Aktualnie rozwaza sie Epo B jako obiecujaca alternatywe w leczeniu raka jajnika z silng
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nadekspresjg B tubuliny Il i stabg odpowiedzig na standardowa terapie taksan/cisplatyna
(Albrethsen i wsp., 2014).

1.2. Poznanie mechanizmu smierci komérkowej wywotywanej przez epotilony w komaérkach raka
jajnika

Skuteczna terapia przeciwnowotworowa jest oparta na catkowitej eliminacji komodrek
ze zmienionym fenotypem. Apoptoza jest wainym celem chemioterapii jako proces Scisle
regulowany i kontrolowany przez swoiste procesy biochemiczne, wymagajace ekspresji wielu
réznych gendéw. Apoptoza bowiem, w przeciwienstwie do nekrozy, nie wywotuje reakcji zapalnej,
a nawet poprzez adenozyne uruchamia reakcje przeciwzapalng w fagocytach (Haanen i Vermes,
1995; Yamaguchi i wsp., 2014). Na podstawie prowadzonych badan moge stwierdzi¢, ze epotilony
indukujg stres oksydacyjny, zaburzenia cyklu komdrkowego, eksternalizacje fosfatydyloseryny,
wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia, uwolnienie cytochromu c, zmiany potencjatu

btony mitochondrialnej, aktywacje kaspaz, czy uszkodzenia DNA.

Badane epotilony prowadzity w komédrkach raka jajnika do zmian w strukturze, rozmiarze i ksztatcie
jadra komdrkowego takich jak: kondensacja i marginalizacja chromatyny towarzyszgce wczesnej
apoptozie (2-4 godziny). Przy dtuzszych czasach inkubacji (48-godzin) obserwowano fragmentacje
i kondensacje chromatyny oraz powstawanie ciatek apoptotycznych. Dochodzito réwniez
do uszkodzenia btony komérkowej. llosciowo obserwowane zmiany oceniono przez zastosowanie
podwdjnego barwienia z wykorzystaniem sond Hoechst 33258/jodek propidyny. Epotilony
w porownaniu do taksanéw generowaty wiekszg liczbe komérek apoptotycznych (I-B1, 1-B2).
Generowanie reaktywnych form tlenu byto jednym z najwczesniejszych efektéw dziatania
epotilondw, jak i PTX, w komérkach raka jajnika. W komodrkach obu badanych linii raka jajnika
Epo B prowadzit do wzrostu poziomu ROS (ang. reactive oxygen species). Preinkubacja
z N-acetylocysteing obnizata cytotoksyczny wptyw epotilonéw i PTX na badane linie komdrkowe
(I-B1, 1-B2). ROS produkowane przez epotilony wywotywaty réwniez w komérkach raka jajnika
uszkodzenia DNA prowadzace do zatrzymania cyklu komdrkowego czy uruchomienia procesu
apoptozy. Epo A w subtoksycznym stezeniu (10 nM) zwiekszat liczbe komérek linii SKOV-3 w fazie
sub-G1 cyklu komoérkowego, aczkolwiek nie blokowat cyklu w fazie G1 czy G2/M jak wskazujg
na to doniesienia literaturowe (I-B8). Drugi z badanych epotilonéw, Epo B (10 nM), prowadzit
rowniez do wzrostu liczby komédrek w fazie sub-G1, a takze do zatrzymania cyklu komorkowego
w fazie G2/M. Proces ten byt zalezny od czasu inkubacji. Zapobiegat tym samym ucieczce komoérek
nowotworowych spod kontroli biatek regulujgcych cykl komdrkowy (II-D41). Podobny mechanizm

dziatania obserwowano dla Epo B w stezeniu 4 nM (Pellicciotta i wsp., 2013) w linii SKOV-3, w linii
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Hey i liniach pierwotnych wyizolowanych od pacjentek z rakiem jajnika SS2, S54 (50 nM) (Pellicciotta
i wsp., 2013).

Kolejng charakterystyczng zmiang dla wczesnych etapdw apoptozy jaka zaobserwowatam
po dziataniu epotilonéw byto zaburzenie asymetrii btony komdrkowej jako wynik eksternalizacji
fosfatydyloseryny (PS, ang. phosphatidylserine externalization). ATP-zalezna flipaza jest
odpowiedzialna za utrzymywanie PS w wewnetrznej dwuwarstwie btony komdrkowej.
Eksternalizacja PS, wynik dziatania skramblazy (aktywowana m.in. jonami wapnia), stanowi sygnat
rozpoczynajacy proces apoptozy. Obecnos¢ PS w zewnetrznej monowarstwie btony komérkowe;j
jest jednoczesnie sygnatem dla makrofagéw pozwalajgcym odrdézni¢ komdrki apoptotyczne
od pozostatych (Borisenko i wsp., 2003). Proces eksternalizacji fosfatydyloseryny wywotany
dziataniem Epo B potwierdzono cytometrycznie poprzez zastosowanie podwdjnego barwienia
z aneksyng V (skoniugowang w celu jej wizualizacji z izotiocyjanianem fluoresceiny, FITC, ang.
Fluorescein isothiocyanate) i jodkiem propidyny. Poziom komoérek aneksyno-dodatnich byt zalezny
od czasu inkubacji z Epo B i PTX w komarkach linii SKOV-3 i OV-90 (I-B1, I-B6).

Zaburzenia homeostazy jonéw wapnia sg kolejnym czynnikiem prowadzgcym do procesu
apoptozy. Zdolnos¢ mitochondriéw do szybkiego przyjmowania jondw wapnia, w celu pdzniejszego
uwolnienia, czyni je dobrymi buforami réwnowagi wapniowej. Wewnatrzkomdrkowy wzrost
stezenia jondw wapnia na skutek dziatania lekdw powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej i niemoznos¢ utrzymania potencjatu btony mitochondrialnej (Busselberg i Florea,
2017). Zmiany wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw wapnia w wyniku dziatania epotilonéw
zalezg od typu linii komdérkowej. W komdrkach raka jajnika linii OV-90 obserwowatam wzrost [Ca?*]
po dziataniu PTX natomiast brak byto istotnych zmian po dziataniu Epo B, (I-B2).
Giorgi i wsp. sugeruja, ze aby doszto do zainicjowania procesu apoptozy musi jednoczes$nie nastgpic
aktywacja kilku czynnikéw. Mitochondria dziatajg jak detektory czasowych zmian w tym stezenia
jonédw wapnia czy poziomu ROS (Giorgi i wsp., 2012). Mimo, ze Epo B tylko nieznacznie podwyzszyt
wewnatrzkomérkowy poziom wapnia mogto to by¢ stezenie wystarczajgce do zainicjowania
apoptozy lub za inicjacje apoptozy byty odpowiedzialne wytgcznie ROS. Natomiast w linii SKOV-3
miat miejsce wzrost poziomu jondw wapnia po 24 godzinach inkubacji. W tym samym czasie PTX
wywotat tylko 10% zmiane badanego parametru (I-B4).

Jednym z pierwszych symptomdéw moéwigcych o rozpoczeciu programowanej $mierci
komorki jest takze spadek potencjatu btony mitochondrialnej (AWm). Epo A, Epo B i PTX
wywotywaty zmiany potencjatu btony mitochondrialnej w linii SKOV-3 juz po 24 godzinnej inkubaciji,
przy czym najwyzszy spadek potencjatu btony mitochondrialnej miat miejsce po dziataniu Epo B
(I-B1). Zaobserwowano réwniez statystycznie istotne réznice miedzy dziataniem obu epotilonéw.

W linii OV-90, AWm po dziataniu Epo B miaty miejsce w czasie od 2 do 48 godzin (I-B2). Inne badania,
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dotyczgce zmiany przepuszczalnosci btony mitochondrialnej w izolowanych mitochondriach,
potwierdzajg przewage Epo B nad PTX (Khawaja i wsp., 2008).

Spadek potencjatu btony mitochondrialnej i zmiany przepuszczalnosci btony tego
organellum powodujg wyptyw cytochromu ¢, ktéry oddziatujagc z cytoplazmatycznym
czynnikiem Apaf-1 (ang. Apoptosis Protease Activating Factor-1) i prokaspazg-9, w obecnosci ATP,
uruchamia kaskade kaspaz wykonawczych (Gottlieb i wsp., 2003). Inhibitory depolimeryzacji
mikrotubul w tym PTX prowadzg do uwolnienia cytochromu ¢ w wyniku zahamowania ruchu
mikrotubul (Shprung i Gozes, 2009). W komérkach raka jajnika linii OV-90 po dziataniu Epo B
poziom cytochromu ¢ w cytozolu wzrést o0 80% po zaledwie 4 godzinach inkubacji, podczas gdy PTX
wywotat zmiane na poziomie 19% (I-B2). Podobne rezultaty obserwowatam w drugiej z badanych
linii raka jajnika (I-B4).

W linii SKOV-3 doszto do wzrostu aktywnosci kaspazy 9, ale tylko po dziataniu PTX. Epo B
wywotat nieznaczny wzrost aktywnosci kaspazy 9 (I-B4). Udziat kaspazy 9 w uruchamianiu kaskady
kaspaz wykonawczych w wyniku dziatania MSA byt dotychczas niejasny. Jedne badania podawaty,
ze dla PTX kaspazg inicjatorowa jest kaspaza 10 (Park i wsp., 2004), inne, ze kaspaza 8 i 9 (Janssen i
wsp., 2007). Komoérki linii SKOV-3 majg tzw. dysfunkcyjny apoptosom. W komérkach tych dochodzi
do oligomeryzacji czynnika Apaf-1 aczkolwiek jest obnizona ilos¢ kaspazy 9 w apoptosomie
(Liu i wsp., 2002). Staba aktywacja kaspazy 9 w wyniku dziatania Epo B i jednoczesna silna apoptoza
wskazuje na udziat innych kaspaz inicjatorowych (I-B4). Inne prace sugerujg role Apaf-1 w aktywacji
kaspazy 4 czy 8 na drodze odmiennego mechanizmu niz w przypadku kaspazy 9 (Hu i wsp., 1998).
Zbadatam zatem aktywnos$¢ kaspazy 8 w linii SKOV-3. W szlaku zewnetrznym sygnat
proapoptotyczny przekazywany jest za posrednictwem receptoréw z rodziny TNF w tym TRAIL
(ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand). Przytgczenie odpowiedniego ligandu do receptora
indukuje przekazanie sygnatu poprzez domene $mierci (DD, ang. death domain) biatka FADD
(ang. fas-associated death domain) do kaspazy 8 (Mielczarek-Palacz i wsp., 2017). Rdznica miedzy
obiema badanymi grupami MSA (EpoB i PTX) wynikata z szybkosSci aktywacji kaspazy 8.
Epo B szybciej inicjowat aktywacje kaspazy 8, sugerowato to, ze szlak zewnetrzy apoptozy
uruchomiony zostat jako pierwszy. W linii SKOV-3, po dziataniu Epo B, miat miejsce silny, zalezny
od czasu inkubacji wzrost aktywnosci kaspazy-3 (I-B4).

Podobnie w linii OV-90 kaspaza 8 i 9 byty kaspazami inicjatorowymi, a ich poziom byt zalezny
od czasu inkubacji. Poziom kaspazy 8 i 9 wzrdst juz po 4 godzinach inkubacji z lekiem do wartosci
odpowiednio 133% i 115%. Poziom wykonawczej kaspazy 3 byt najwyzszy po 48 godzinach inkubacji
z Epo B (226%). PTX indukowat pdZniejszy wzrost kaspazy 9 (po 24 godzinach) i stabszg aktywacje
kaspazy 8. Epo B i PTX inicjowaty wzrost kaspazy 8 zwigzanej z zewnetrznym szlakiem apoptozy

(1-B6).
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Leki przeciwnowotworowe mogg wywota¢ immunogenng $mieré komoérki (ICD, ang.
immunogenic cell death) - typ apoptozy, ktéry prowadzi do wzrostu odpowiedzi uktadu
immunologicznego. W swoich badaniach chciatam sprawdzi¢ czy Epo B i/lub PTX mogg wywotaé
ten rodzaj apoptozy w komédrkach raka jajnika. Jednym ze wskaznikéw ICD jest mechanizm
eliminowania komdérek hiperploidalnych. Czagsteczki wydzielane przez gingce komorki
nowotworowe, ktére wysytajg sygnaty w odpowiedzi na stres, sg tgcznie okreslane jako DAMP (ang.
damage associated molecular patterns) ,programujg” charakter Smierci komérek. Jedng z nich jest
kalretikulina (CRT, ang. endoplasmic reticulum chaperone calreticulin) (Bezu i wsp., 2015). Leki
przeciwnowotworowe indukujg immunogenng sSmier¢ komérek rakowych, jesli pod wptywem ich
dziatania m.in. dochodzi do translokacji CRT na powierzchnie btony plazmatycznej w wyniku stresu
retikulum endoplazmatycznego. CRT ufatwia fagocytoze umierajgcych komdrek przez makrofagi,
jak réowniez aktywuje komorki dendrytyczne, zdolne do prezentacji antygenéw limfocytom T.
Jednym ze zwigzkdw wptywajacych na translokacje CRT jest Epo B. Tak wiec Epo B przez wywotanie
hiperploidyzacji komdrek rakowych nasladuje uktad immunologiczny i wywotuje silng odpowiedz
uktadu odpornosciowego (Kepp i wsp., 2014; Senovilla i wsp., 2012).

Szybka aktywacja szlaku zewnetrznego apoptozy sktonita mnie do zbadania czy pod wptywem
epotilonu B moze dojs¢ do endogennego wzrostu poziomu liganda TRAIL. Fizjologiczng funkcjg
liganda TRAIL jest nadzéor immunologiczny i udziat w odpowiedzi przeciwnowotworowej.
TRAIL wywotuje Smier¢ komadrek nowotworowych na dwa sposoby: jako forma rozpuszczalna oraz
poprzez komorki efektorowe (limfocyty cytotoksyczne, komérki NK, neutrofile, monocyty,
makrofagi majgce na swojej powierzchni ligand TRAIL) (Huber i wsp., 2005; Wennerberg i wsp.,
2013). Komorki prawidtowe (fizjologicznie w watrobie, nerkach, sercu, jelicie, ptucach, jadrach)
i niektére komoérki nowotworowe moga w postaci mikropecherzykdw wydziela¢ TRAIL. Pojawiajg
sie rowniez doniesienia, ze w odpowiedzi na cytostatyki komérki nowotworowe zwiekszaja
ekspresje antygenu TRAIL. Uruchomienie zewnetrznej drogi indukcji apoptozy odbywa sie m.in.
poprzez przytaczenie ligandu TRAIL do receptoréw $mierci TRAIL-R1 i/lub TRAIL-R2 zlokalizowanych
na komoérce docelowej. Zaobserwowano, ze cytostatyki mogg nasila¢ apoptoze z udziatem TRAIL
w  komodrkach  nowotworowych i  przetamywa¢ oporno$¢ poprzez  modulacje
pro- i antyapoptotycznych biatek. Na powierzchni komérek raka jajnika znajdujg sie receptory
dla TRAIL (Griffin i wsp., 2003). W moich badaniach zmiany poziomu biatka TRAIL byty zalezne
zarowno od typu zwigzku, jak i od czasu inkubacji (2, 48 godz.). W linii SKOV-3 zmiany poziomu
liganda TRAIL miaty miejsce tylko po 2 godzinach inkubacji z badanymi zwigzkami i wynosity
odpowiednio dla Epo B-132%, a dla PTX 111%. W linii OV-90 zmiany poziomu TRAIL miaty miejsce
dopiero po 48 godzinach. Epo B generowat nieznacznie wiekszy wzrost poziomu TRAIL niz PTX

(I-B4, 1-B6). Najwyzsze zmiany w ekspresji TRAIL zaobserwowano w limfocytach, przy czym Epo B
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wywotywat 1.5 krotnie wieksze zmiany w porédwnaniu do PTX co jest zdecydowanie korzystnym
zjawiskiem w terapii raka jajnika (1-B4).

Niezwykle waznym biatkiem w mechanizmie dziatania epotilonéw jest biatko p53. Jest ono
zmutowane w 96% nabtonkowych rakdw jajnika. Sg to gtéwnie mutacje zmiany sensu (Seagle i wsp.,
2015). P53 jest zlokalizowane w sgsiedztwie mikrotubul. Na skutek uszkodzenia DNA jest
transportowane do jadra komérkowego dzieki dyneinom majgcym zdolnosé do poruszania sie
w kierunku bieguna ujemnego mikrotubul. Zaobserwowatam, ze w linii OV-90 Epo B i PTX
generowaty uszkodzenia DNA na podobnym poziomie (I-B6). Epo B natomiast okazat sie by¢ bardziej
genetoksycznym zwigzkiem niz PTX w linii SKOV-3, mimo braku ekspresji biatka p53, zwtaszcza
po dtuzszych czasach inkubacji (1-B4). Wysoka genotoksycznos$¢ Epo B wynika zatem z generowania
wysokiego poziomu ROS (I-B1). Wyniki sugeruja, ze Epo B prowadzi do $mierci komérkowe] na
drodze zaleinej i niezaleznej od p53, a za uszkodzenia DNA s3 wspdtodpowiedzialne ROS
(1-B4, 1-B6). Wyniki uzyskane za pomocg alkalicznej wersji metody kometowej zostaty potwierdzone
cytometrycznie z uzyciem metody TUNEL. Zbadatam réwniez poziom napraw DNA. Naprawa DNA
zachodzita znacznie rzadziej po dziataniu Epo B w poréwnaniu do PTX w obu liniach raka jajnika
(I-B4, 1-B6).

Dla uzyskania petnego obrazu mechanizmu dziatania epotilonéw istotne réwniez byto
oznaczenie ekspresji PARP-1 (ang. Poli ADP-Ribose Polymerase), Ryc 4. Spadek aktywnosci PARP-1
powoduje zahamowanie procesdw naprawy DNA i utrate jego stabilnosci genomowej. Podczas
apoptozy, aktywna kaspaza 3 doprowadza do fragmentacji PARP-1, a w efekcie do trwatych
uszkodzenrn DNA. Dane literaturowe donoszg, ze PARP-1 i p53 ulegajg czesto nadekspresji w raku
jajnika i Swiadczg o jego wysokim stopniu zaawansowania (Godoy i wsp., 2011).
Poli-ADP-rybozylacja czynnikéw transkrypcyjnych w tym p53 i NF-kB zapobiega ich przytaczaniu sie
do DNA i tworzeniu kompleksu transkrypcyjnego (Oei i wsp., 2005). W linii SKOV-3 miat miejsce
wzrost poziomu mRNA PARP-1 po dziataniu Epo A. W badanych przeze mnie liniach raka jajnika
fragmentacja PARP-1 miata miejsce po dziataniu Epo B i PTX co potwierdza udziat wewnetrznego

szlaku apoptozy w Smierci komaorek raka jajnika (I-B4, I-B6, I-B8).

1.3. Poznanie mechanizmu smierci komérkowej wywotywanej przez epotilony w komdrkach
prawidtowych jajnika

Zadaniem chemioterapii jest niszczenie komérek nowotworowych przy jednoczesnej ochronie
komérek prawidtowych. Mimo, ze epotilony wykazujg silne dziatania cytotoksyczne ich wpisanie
na liste lekéw w gtéwnej mierze zalezy od skutkédw ubocznych chemioterapii (Roque i wsp., 2013).
Jako model komérek prawidtowych zastosowano mysig prawidtowg linie jajnika, MM14.0v (I-B3).
Komarki te byty ponad 2 razy bardziej oporne na Epo B niz linie nowotworowe (I-B2). W komadrkach

tych réwniez dochodzito do indukcji procesu apoptozy, w tym do wczesnej aktywacji biatka p53
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(I-B3). Nastepowat szybki wzrost poziomu reaktywnych form tlenu, ale na nizszym poziomie niz
w komoérkach rakowych. Wzrost wewngtrzkomdérkowego poziomu wapnia miat miejsce juz po
dwédch godzinach inkubacji z PTX, natomiast po dziataniu Epo B nie zaobserwowano istotnych
zmian. Zaréwno Epo B, jak i PTX prowadzity do zmian morfologicznych charakterystycznych dla
apoptozy. Procent komdrek apoptotycznych po dziataniu PTX byt znacznie wyzszy niz po dziataniu
Epo B, co potwierdzitam metodg podwdjnego barwienia Hoechst 33258/jodek propidyny
i na podstawie analizy stopnia eksternalizacji fosfatydyloseryny (I-B2, 1-B3). W komdrkach
prawidtowych dochodzito réwniez do aktywacji kaspazy 9 i kaspazy 3, fragmentacji PARP-1,
co sugerowato udziat wewnetrznego szlaku apoptozy (I-B3). Aktywacje kaspaz pod wptywem
epotilonu obserwowano takze w innych typach komérek prawidtowych jak komérki srédbtonka
(HUVEC, ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells) (Long i wsp., 2012), NHEK (ang. Normal
Human Primary Keratinocytes) (Szmyd i wsp., 2012), czy w makrofagach (Boronkai i wsp., 2009).
W przeciwienstwie do komédrek nowotworowych w linii MM14.0V zmiany potencjatu btony
mitochondrialnej miaty miejsce dopiero po dtuzszym czasie inkubacji (48 godzin). Wyptyw
cytochromu ¢ z komdrek pod wptywem PTX, po 48 godzinach inkubacji z lekiem, byt o 70% wyzszy
niz po inkubacji z Epo B (I-B2). PTX i Epo B indukowaty uszkodzenia DNA, ktdre byty odwracalne,
przy czym istotnie statystycznie nizszy poziom uszkodzern DNA miat miejsce po dziataniu Epo B.
Potwierdzit to test kometowy i metoda TUNEL. Zmiany byty zalezne od czasu inkubacji (I-B7).

Pacjenci narazeni sg na kontakt z epotilonem, czy taksanem tylko przez krétki, okreslony czas
terapii. Dtugoterminowe uboczne skutki nie s3 uwazane za sprawe pierwszoplanowg w obliczu
choroby nowotworowej. Prowadzone przeze mnie badania in vitro stanowig zaledwie wstep
do badan klinicznych, ale juz na tym wczesnym etapie moge stwierdzié, ze PTX ma silniejsze
dziatanie apoptotyczne w komérkach prawidtowych niz epotilon.

+ Podsumowanie pierwszej czesci wynikéw badan
Na podstawie przeprowadzonych badan moge stwierdzi¢, ze:

1. Badane epotilony maja silniejsze dziatanie cytotoksyczne niz paklitaksel niezaleznie
od linii komoérkowej raka jajnika. Epo B jest mniej cytotoksyczny dla komodrek
prawidtowych jajnika niz PTX. Epotilony i taksany wywotujg apoptoze.

2. Epo Ai Epo B generuja reaktywne formy tlenu, ktére w zaleznosci od czasu inkubacji
posrednicza w indukowaniu apoptozy badz nekrozy.

3. Epotilony powodowaty wieksze zmiany asymetrii btony komoérkowej niz PTX

4. Wozrost poziomu reaktywnych form tlenu miat istotny wplyw na cytotoksycznosc,
spadek potencjatu btony mitochondrialnej i uszkodzenia DNA. Potwierdzono

to m.in. w doswiadczeniach, w ktérych zastosowano preinkubacje z antyoksydantem.
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5. Epotilony indukujg wzrost aktywnosci kaspazy 9, kaspazy 3 i wewnatrzkomérkowy
wzrost poziomu wapnia.

6. Epo B i PTX uruchamiaja zewnetrzny szlak apoptozy, indukujg wzrost poziomu TRAIL.
Aktywacja kaspazy 8 po dziataniu Epo B nastepuje znacznie szybciej niz po dziataniu PTX.

7. Epotilony mogg by¢ dobrg alternatywa dla taksanéw w terapii raka jajnika
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Ryc.4. Schematyczna ilustracja proponowanego mechanizmu dziatania epotilonu A i B,
na podstawie (I-B6, I-B§, I-B9, 11-D41).

2.1. Poznanie molekularnego mechanizmu interakcji WP 631 i epotilonu B w komérkach raka jajnika

Wynik uzyskane w pierwszym etapie badan, w ktérych to epotilony wykazywaty silniejsze
dziatanie cyto i genotoksyczne niz paklitaksel, staty sie podstawg do poszerzenia badan na temat
wspotdziatania epotilondw ze zwigzkiem z grupy antracyklin - WP 631. Dotychczas w skojarzonej
terapii raka jajnika stosowano gtéwnie doksorubicyne (DOX) lub pochodne platyny w skojarzeniu
z taksanami. Potgczone dziatanie DOX z PTX wywotywato opornos¢ wielolekowg (MDR), co znacznie
obnizato skutecznos$¢ chemioterapii. Zatem taczne podanie dwdch zwigzkéw tj. WP 631 i Epo B
w komérkach linii raka jajnika SKOV-3 moze staé sie alternatywng dla obecnie stosowanych lekéw.

Celem tej czesci pracy byta ocena skutecznosci stosowania dwdch zwigzkédw podawanych
tacznie: WP 631 i Epo B w komdérkach linii raka jajnika SKOV-3 oraz poznanie mechanizmu
skojarzonego dziatania tych zwigzkdw. Cel ten realizowano poprzez okreslenie cytotoksycznosci,

genotoksycznosci i zdolnosci do generowania ROS.
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WP 631 jest bisantracykling ztozong z dwdch czgsteczek daunorubicyny potgczonych
tacznikiem p-ksylenowym, Ryc 5. WP 631 interkaluje do DNA z bardzo duzym powinowactwem
(K=2.7x10'*M1), znacznie wyzszym niz przedstawiciele antracyklin pierwszej generacji
(K=2x10°M1) (Portugal i wsp., 2005). W mechanizm dziatania WP 631 zaangazowane sg ponadto
reaktywne formy tlenu powstajgce gtdwnie w mitochondriach. Pochodna ta wykazuje réwniez silne

wtasciwosci proapoptotyczne i genotoksyczne (11-A14, 11-A25, 11-D40).

o OH [e]
C‘O‘ J\CH Zaletg bisinterkalatoréw jest to, ze sg w stanie przetamaé zjawisko
“OH
OH o]

T opornosci wielolekowej. Badania potwierdzity, ze WP 631 nie tylko
OCH,
Z;O% wykazuje mniejsze powinowactwo do biatek transportujacych

OH NH.

odpowiedzialnych za usuwanie lekéw z komérki, lecz réwniez,

+2CH,SOH e . . . .. .
w przeciwienstwie do doksorubicyny, prowadzi do obnizenia

2l ekspresji genu MDR-1 (Mansillaiwsp., 2007). Liczne badania in vitro
pokazaty, ze WP 631 jest aktywny wzgledem komadrek raka jajnika

O: OH (@] OCH
o Hou., i prowadzi do ich $mierci gtéwnie na drodze apoptozy. Nowy
o] OH o

zwigzek jest znacznie skuteczniejszy niz DOX, antracyklina |
e est generacji.

Ryc 5. Struktura chemiczna WP 631, na podstawie (I-B5).

Swiadczg o tym wybrane parametry, takie jak poziom ROS, uszkodzenia DNA, liczba komérek

apoptotycznych czy eksternalizacja fosfatydyloseryny (lI-A14, 11-A18, 11-A25).

Miedzy zwigzkami podawanymi jednoczesnie moze dojs¢ do interakcji. Jednym z jej typdéw
jest synergizm, najkorzystniejszy z punktu widzenia terapii. Bytam wspétautorem badan, w ktérych
dokonano analizy typu interakcji wystepujgcej miedzy WP 631 a Epo B w komdrkach raka jajnika
SKOV-3. Przebadano pofaczenie WP 631 i Epo B wrdinych stosunkach molowych:
10:1;5:1;25:1;1:1;1:25;1:5i1:10iwykazano, ze najskuteczniejsze jest to, w ktorej
stosunek molowy bisantracykliny do Epo B wynosi 1 : 1. Potwierdzit to nie tylko sporzadzony
izobologram, ale réwniez wyliczony wskaznik interakcji, okreslany jako stosunek wartosci
ICso wyznaczonej eksperymentalnie do wartosci ICso okreslonej teoretycznie (11-A22).

Warto podkresli¢, ze tylko tgczne zastosowanie zwigzkdw w subtoksycznych stezeniach
(Epo B, 5nM + WP 631, 5 nM) prowadzito do wczesnego wzrostu ROS. Epo B w stezeniu 10 nM
nie generowat ROS, a PTX (10 nM) dopiero po 24 godzinach inkubacji. Potwierdzono, ze potgczenie
zwigzkéw powoduje istotne statystycznie zmiany btonowego potencjatu mitochondrialnego,
znacznie silniejsze niz przy stosowaniu zwigzkdw pojedynczo. Parametr ten jest waznym markerem
apoptozy i odzwierciedla udziat mitochondriéw w procesie programowanej $mierci komorki.

Przeanalizowano réwniez aktywnos$¢ kaspaz (inicjatorowych: -8 i -9 oraz efektorowej - 3)
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pod wptywem dziatania badanych zwigzkow i ich kombinacji. Poréwnujgc dziatanie zwigzkdéw
stosowanych pojedynczo, mozna zauwazy¢, ze WP 631 w wiekszym stopniu niz Epo B aktywuje
kaspaze-9, natomiast Epo B silniej niz WP 631 indukuje aktywacje kaspazy-8. Skojarzone dziatanie
zwigzkéw z kolei rdwnie efektywnie aktywuje zewnetrzng, jak i wewnetrzng Sciezke apoptozy.
Wzrost aktywnosci kaspazy-3 byt wynikiem zaréwno dziatania pojedynczo dodawanych do komdrek
zwigzkoéw jak i skutkiem facznego ich podania.

Oba badane zwiazki jak i ich faczne podanie prowadzity do wzrostu poziomu uszkodzern DNA.
Naprawa DNA miata miejsce zaréwno po dziataniu pojedynczych lekéw jak i kombinacji zwigzkéw,
aczkolwiek najwiekszy poziom napraw obserwowano po dziataniu WP 631. Badania sugerowaty,
ze uszkodzenia DNA generowane przez pofaczenie zwigzkdw byty trwalsze, w mniejszym stopniu
odwracalne, niz po dziataniu WP 631. Wptyw skojarzonego dziatania zwigzkdw na poszczegdlne

markery apoptozy zamieszczono w Tabeli 1 (I-B5).

WP 631 Epo B WP 631 + Epo B
(1:1)

Analizowany parametr
ROS + - +
eksternalizacja PS apoptoza + apoptoza ++  apoptoza +++

nekroza + nekroza ++  nekroza ++
Hoechst 33258 /PI wczesna apoptoza + wczesna apoptoza ++  wczesna apoptoza  +++

pdzna apoptoza + pdzna apoptoza ++  podina apoptoza +++

nekroza + nekroza + nekroza +
A¥m - + +++
Kaspaza 9 + - +++
Kaspaza 8 +/- +++ +++
Kaspaza 3 - - -
TUNEL + ++ +++
test kometowy + ++ +++
naprawa DNA + ++ ++

Tabela 1. Wptyw zwigzkéw podawanych tgcznie na badane markery apoptozy, na podstawie (I-B5,
11-A22).

2.2. Poznanie molekularnego mechanizmu interakcji metforminy i Epo A w komaérkach raka jajnika
i watroby

Przedmiotem moich kolejnych badan byta analiza skojarzonego dziatania leku
przeciwcukrzycowego — metforminy (Met) (10 mM) w potaczeniu z epotilonem A (Epo A) (10 nM),
Ryc. 6. Uwaza sie, ze szlak biatkowej kinazy serynowo-treoninowej (mTOR, ang. mammalian target
of rapamycin pathway) jest zwigzany z opornoscig na inhibitory depolimeryzacji mikrotubul (Yoon
i wsp., 2016). Lekiem z kolei hamujgcym dziatanie mTOR jest metformina (Hanna i wsp., 2012).
Metformina zaliczana jest do doustnych lekéw przeciwcukrzycowych z grupy biguanidow i jest

stosowana w leczeniu cukrzycy typu 2, zespotu policystycznych jajnikdw czy zespole metabolicznym
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(Huang i wsp., 2016). Wpykazuje ona dziatanie przeciwmiazdzycowe, hipotensyjne,
immunomodulacyjne oraz przeciwnowotworowe (Chae i wsp., 2016). Moje zainteresowanie lekami
cukrzycowymi wynikato z faktu, ze u oséb chorujgcych na cukrzyce obserwuje sie wzrost ryzyka
zachorowania na wiele nowotworéw, w tym na raka watroby, trzustki, nerek, zotadka, jelita
grubego, endometrium, raka szyjki macicy, piersi oraz jajnika (Daugan i wsp., 2016; Wu i wsp.,
2016). Dlatego tez podjeto prébe okreslenia jej wtasciwosci przeciwnowotworowych w komdrkach
raka jajnika i watroby, a nastepnie zbadano wspétdziatanie z Epo A w zwalczaniu tychze

nowotworow.

NH NH

| H 2
Ryc. 6. Struktura chemiczna metforminy, na podstawie (11-A24).

Potwierdzono antyproliferacyjne dziatanie metforminy. Zaobserwowatam obnizenie
przezywalnosci komdrek poddanych dziataniu metforminy wraz ze wzrostem stosowanych stezen.
Cytotoksycznos¢ metforminy zostata oszacowana na podstawie parametru ICso wynoszgcego
14 mM, w odniesieniu do komarek linii SKOV-3 (lI-A19). Parametr ten wynosit 21 mM w linii HepG2.
Parametr ICso po dziataniu Epo A w linii HepG2 wynosit 24.6 nM, a w linii SKOV-3 20.4 nM (11-A24).

W celu wyjasnienia mechanizmu skojarzonego dziatania zwigzkéw zastosowatam
dodatkowo preinkubacje zdwoma inhibitorami: salicylanem sodu (SA) - niesteroidowym zwigzkiem
przeciwzapalnym hamujacym czynnik transkrypcyjny NF-kB oraz trycyrybing (TCN), ktéra hamuje
fosforylacje i aktywacje kinazy Akt oraz zastosowatam antyoksydant w postaci N-acetylocysteiny
(NAC).

Jednym z badanych biatek byta kinaza Akt zwigzana z przezyciem komorki, apoptoza,
proliferacja i metabolizmem. Jest to jedno z najczesciej aktywowanych biatek w procesie
nowotworowym (Wang i wsp., 2016). Hamuje ono dziatanie biatka Bad (ang. Bcl-2 antagonist
of cell death), czynnika transkrypcyjnego FOXO (ang. forkhead transcription factors), biatka c-Raf
(ang. proto-oncogene serine/threonine-protein kinase) i kaspazy-9, lub poprzez aktywacje czynnika
NF-kB (ang. nuclear factor kappaB) wptywa na prozyciowe biatka. Wykrytam nieznaczny wzrost
poziomu Akt w badanych liniach komérkowych pod wptywem Epo A. Inne badania potwierdzajg
wptyw MSA takich jak PTX na poziom Akt w linii jajnika IGROV-1 (Zuco i Zunino, 2008). Sprzeczne
badania sg na temat wptywu metforminy na poziom Akt (Ferreira i wsp., 2014; Janjetovic i wsp.,
2011). W obu liniach komérkowych zanotowatam wzrost poziomu Met. Ciekawy wynik uzyskatam

dla kombinacji zwigzkéw. taczna inkubacja zwigzkéw prowadzita do obnizenia poziomu Akt
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w poréwnaniu do poziomu uzyskanego po dziataniu Epo A. Prawdopodobnie wptyneto
to na zwiekszenie cytotoksycznosci kombinacji (1-B8).

W wysokich stezeniach ROS promujg starzenie komodrek i apoptoze, a zatem funkcjonuja
jako czynniki przeciwnowotworowe. Jednoczesne zastosowanie dwdch zwigzkdw generujgcych
ROS byto zatem obiecujgca strategig zwalczania badanych typéw nowotwordéw. Jedng z gtéwnych
oznak procesu apoptozy, niezaleznie od typu komdrek sg zaburzenia funkcji btony mitochondrialnej
(Redza-Dutordoir i Averill-Bates, 2016). W poprzednich pracach potwierdzitam generowanie ROS
przez Epo A i Epo B w linii SKOV-3 (I-B1, |-B4). Epo A generowat rdwniez ROS w linii HepG2 (I-B8).
Metformina hamuje aktywnos¢ kompleksu | tancucha oddechowego, co prowadzi do akumulacji
ROS w macierzy mitochondrialnej. Mechanizm ten moze zapewni¢ niezalezng od AMPK
(ang. 5'AMP-activated protein kinase) S$ciezke, dzieki ktorej Met moze niszczy¢é komorki
nowotworowe poprzez produkcje ROS i uszkodzenie mitochondriéow (Ohnishi i wsp., 2016). taczna
inkubacja Epo A i Met generowata wyzszy poziom ROS niz pojedyncze zwigzki w obu liniach
komarkowych (1-B8). Ostatnio odkryto szlak aktywacji Akt za posrednictwem ROS, ktéry prowadzit
do indukcji apoptozy (Jeong i wsp., 2015; Rai i wsp., 2015). Moje badania sugeruja, ze indukcja
apoptozy przez zwigzki podawane tgcznie moze nastgpi¢ wczesniej niz aktywacja Akt, poniewaz
poziom ROS nie byt hamowany przez TCN. Preinkubacja z NAC hamowata poziom ROS tylko
czesciowo.

Zbadatam takze wptyw kombinacji zwigzkow na cykl komérkowy metoda cytometryczng.
W zastosowanej nietoksycznej dawce Epo A nie wywotywat bloku cyklu komdérkowego G2/M
w przeciwienstwie do Epo B (Pellicciotta i wsp., 2013) (1I-D41). Inne badania z kolei wykazaty, ze PTX
i docetaksel (DTX) w dawce (0.1 mM) wywotujg blok G2/M i apoptoze, a w niskich dawkach
(0.01 mM) apoptoze bez zatrzymania cyklu komorkowego (II-D41) (Lin i wsp., 2000). Zatem
wywotywany efekt przez MSA jest zalezny od dawki. Zaobserwowatam, ze Met zwiekszata liczbe
komorek w fazie G1 w sposob zalezny od czasu inkubacji. Z kolei Met z Epo A wywotywaty facznie
najwyzszy wzrost poziomu komodrek w fazie sub-G1 co przekfadato sie na silne zmiany
morfologiczne wywotywane w komdrkach raka jajnika i na poziom uszkodzern DNA. Badana
kombinacja zwigzkéw wywotywata wzrost poziomu komodrek apoptotycznych. Kombinacja
zwigzkow prowadzita réwniez do wzrostu poziomu mRNA dla kaspazy 3 (I-B8).

Analizowatam réwniez poziom mRNA gendw zwigzanych z procesem apoptozy jak PARP-1
czy H2AX. Powstawanie podwdjnych peknie¢ DNA (DSBs) prowadzi do fosforylacji histonu H2AX
na Ser139. To z kolei jest przyczyng wzrostu ekspresji p53, co blokuje cykl i podziaty komérkowe
(Guimaraes i wsp., 2016). Badane potaczenie zwigzkéw prowadzito do wzrostu poziomu PARP-1
w obu liniach komadrkowych. Jednym z markerdow uszkodzenia DNA w komérce jest wzrost poziomu

fosforylacji histonu H2AX. Epo A prowadzit do wzrostu poziomu mRNA histonu H2AX w linii
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SKOV-3 i HepG2, natomiast metformina podwyzszata poziom mRNA histonu tylko w linii SKOV-3,
Ryc 7.

Ocenie poddano réwniez poziom generowanych uszkodzen DNA. Wykonatam alkaliczng
wersje metody kometowej (pH > 13) w celu oceny poziomu pojedynczych peknie¢ DNA (SSBs),
podwadjnych, miejsc alkalicznie labilnych. Analizie poddatam takze poziom uszkodzen oksydacyjnych
DNA. Antyoksydant w postaci NAC obnizat poziom uszkodzern DNA, co potwierdza udziat ROS
i oksydacyjnych uszkodzern DNA w mechanizmie dziatania kombinacji (I-B8).

Zwigzki uszkadzajgce DNA sg transportowane na mikrotubulach, a MSA zatrzymujg je
w cytoplazmie co ttumaczy zasadno$é stosowania grup lekéw o réznych punktach uchwytu
(Poruchynsky i wsp., 2015). ROS hamujg szlak mTOR przez aktywacje AMPK (Chan i Miskimins, 2012;
Lennicke i wsp., 2015). Uzyskane wyniki badan sugerujg zatem, ze obnizenie ekspresji Akt przez
kombinacje Epo A - metformina mogto byé zwigzane z ograniczeniem wptywu szlaku mTOR,

a w konsekwencji prowadzi¢ do wzrostu genetoksycznego i apoptotycznego efektu kombinacji.

Odmienne mechanizmy dziatania

/ \

Epothilon A: lnl"ubltordepollmeryzacu B mm——
mikrotubul )

Silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe

Kombmaqa Epotilonu A i Metforminy

Zaburzenia cyklu
Kaspaza 8l — — AKT — | komérkowego =~ Apoptoza
ROS

PARP-1 uszkodzenlaDNA w

Ryc.7. Mechanizm tacznego dziatania Epo A i metforminy w linii SKOV-3 i HepG2, na podstawie
(1-B8).
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+» Podsumowanie drugiej czesci wynikéw badan

Na podstawie przeprowadzonych badan dotyczacych skojarzonego dziatania zwigzkéw moge

stwierdzic, ze:

1. WP 631 Epo B dziataja synergistycznie w komorkach raka jajnika, a najefektywniejszym
potaczeniem jest to, w ktérym stosunek molowy zwigzkéw wynosi 1: 1.

2. Kombinacja WP 631 i Epo B oraz Epo A i metforminy w subtoksycznych dawkach wykazuje
silniejsze niz zwigzki stosowane pojedynczo dziatanie proapoptotyczne, prooksydacyjne

i genotoksyczne.

Whioski ogdlne

1. Epotilony sg cytotoksyczne i genotoksyczne w komérkach linii raka jajnika i watroby.

2. Badane MSA uszkadzajg komorki prawidlowe jajnika. PTX ma silniejsze dziatanie
cytotoksyczne w poréwnaniu do Epo B.

3. W zastosowanych kombinacjach zwigzkéw komdrki nowotworowe ging na drodze
apoptozy.

4. Zwiazki w subtoksycznych dawkach podawane tacznie, oparte na epotilonach, maja

silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe niz pojedynczo stosowane zwigzki.

Wykorzystanie wynikéw badan
Uzyskane wyniki badan opisujg mechanizm dziatania epotilondw w komérkach raka jajnika
w poréwnaniu do dziatania paklitakselu, znanego i stosowanego w klinikach leku. Badania
prowadzono réwniez na mysich komérkach prawidtowych jajnika i wykazano, ze bardziej
cytotoksyczne i genotoksyczne dziatanie ma paklitaksel, co nie jest korzystne z punktu widzenia
terapii. Przyjmujac, ze miarg skutecznosci lekéw przeciwnowotworowych jest zdolnosé
do indukowania w komadrkach rakowych procesu apoptozy, epotilony mogg by¢ zastosowane jako
potencjalne leki w terapii raka jajnika, a takze zastgpic taksany w przypadku wystgpienia opornosci
na tradycyjne leczenie. Wymagane jest jednak jednoznaczne wykluczenie w badaniach klinicznych
wystgpienia istotnych skutkdow ubocznych po podaniu naturalnych epotilonéw w raku jajnika.
W dalszych badaniach epotilon A i B zastosowano w dwodch réznych wariantach
z bisantracykling w postaci WP 631 i z lekiem przeciwcukrzycowym - metforming. W badaniach
nad kombinacjg Epo A i metforminy rozszerzono badania na linie raka watroby. Oba potgczenia
zwigzkdw w subtoksycznych dawkach miaty silniejsze dziatanie niz pojedynczej zwigzki. Wedtug
mnie sg to pierwsze tego typu potfaczenia zwigzkdw z udziatem epotilonéw. Otrzymane wyniki
poszerzajg obecna wiedze na temat mechanizmu dziatania skojarzonego dziatania zwigzkéw
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i sugerujg molekularne cele, ktére mogg sie przyczyni¢ do rozwoju kolejnych skutecznych terapii
guzow litych.

Praca w czesci realizowana byta w ramach projektu MNiSW (nr N N405 100939) i grantu
przyznanego przez Polskie Towarzystwo Choréb Metabolicznych.

Zastosowanie kombinacji metforminy i Epo A stato sie przedmiotem zgtoszenia

patentowego krajowego i miedzynarodowego.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.
Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem stopnia

doktora

Jestem absolwentkg Wydziat Biologii i Ochrony Srodowiska. Studia ukorczytam
w 2004 r. uzyskujac tytut magistra biologii w zakresie biochemii. Prace magisterskg pt. ,Mutacje
genu hMLH1 w raku sutka kobiet” wykonatam w Katedrze Cytobiochemii pod kierunkiem
prof. dr hab. Wandy Matgorzaty Krajewskiej i opiekg dr hab. Magdaleny Brys
(obecnie prof. dr hab. Magdalena Brys). W pracy magisterskiej analizowatam mutacje w eksonie 8
i 14 genu hMLH1 oraz mutacje w dwdch markerach mikrosatelitarnych: GGAA2E0Q2 (chromosom
21, powtdrzenia GGAA) i D85135 (chromosom 8, powtdrzenia GA) w raku sutka kobiet. Badatam
takze wzajemng zaleznos¢ miedzy czestoscig wystepowania mutacji w eksonie 8 i 14 genu hMLH1,
a czestoscig wystepowania mutacji w markerach mikrosatelitarnych. Izolowatam DNA z bloczkéw
parafinowych metodg z DNA — zolem w modyfikacji wtasnej. Mutacje analizowatam za pomoca
techniki SSCP — PCR. Po przeprowadzonej reakcji PCR produkty amplifikacji genu hMLH1 oraz
markeréw mikrosatelitarnych rozdzielatam w 12% zelu poliakrylamidowym i wybarwiatam metodg
srebrowa. Wykazatam, ze wspoétwystepowanie mutacji w eksonie 8 genu hMLH1 i markerze
mikrosatelitarnym D8S135 moze wskazywad na istnienie funkcjonalnej zaleznosci oraz, ze niska
czestos¢ badanych mutacji nie stwarza przestanek do zastosowania genu hMLH1 jako markera
procesu nowotworzenia sutka kobiet. Wyniki badan zostaty opublikowane w artykule (11-D32).

W roku 2004 zostatam stuchaczka Stacjonarnego Studium Doktoranckiego Cytogenetyki,
Genetyki Molekularnej i Radiobiologii Uniwersytetu tédzkiego. Prace doktorska, pt: ,Indukcja
apoptozy przez aklarubicyne w nowotworowych komaérkach A549, HepG2 i MCF-7”, wykonatam
w Katedrze Termobiologii (obecnie Katedra Biofizyki Medycznej) pod kierunkiem
prof. dr hab. Zofii Joiwiak. Recenzentami pracy byli: prof. dr hab. Zofia Kiliariska
z Katedry Cytobiochemii Ut oraz prof. dr hab. n.med. Tadeusz Robak z Kliniki Hematologii
Uniwersytetu Medycznego w todzi. Decyzjg Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska

Uniwersytetu tddzkiego otrzymatam stopien naukowy doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
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biofizyka uchwatg z dnia 24 lutego 2009 r. Rada Wydziatu BiOS przyjeta wniosek o wyréznienie

mojej rozprawy doktorskiej.

W 2007 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w Katedrze Termobiologii Ut
(obecnie Katedra Biofizyki Medycznej). Tematyka badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej
dotyczyta dziatania leku przeciwnowotworowego - aklarubicyny (ACL) w komdrkach
nowotworowych cztowieka, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesu apoptozy. Lek ten zostat
wybrany jako obiekt badan w rozprawie doktorskiej, poniewaz w przeciwienstwie
do daunorubicyny (DNR) czy DOX, mechanizm dziatania ACL byt stosunkowo stabo poznany, a wyniki
eksperymentdw przeprowadzone gtéwnie na liniach biataczkowych, kontrowersyjne. Dokonatam
kompleksowej oceny dziatania leku poprzez okreslenie cytotoksycznosci, badanie procesu
akumulacji leku, kinetyki transportu oraz zbadanie mozliwosci indukcji lekoopornosci i apoptozy.
Badania wskazujg, ze ACL w przeciwienstwie do antracyklin | generacji, prowadzi do $mierci komérki
na drodze apoptozy a cytotoksycznos¢ tego leku zwigzana jest ze zjawiskiem programowanej
Smierci komérki a nie nekrozy. Wyniki badan uzyskane w ramach pracy doktorskiej opublikowatam
w trzech pracach z listy JCR (Journal Citation Reports): jedna przed uzyskaniem stopnia doktora
(1-A11) i dwie po uzyskaniu stopnia (II-A12, 11-A21) oraz jednej pracy przeglagdowej spoza listy JCR
(11-D33).

W tym okresie prowadzitam réwniez badania dotyczace oddziatywania aklarubicyny
z prawidtowymi i patologicznymi fibroblastami cztowieka. Badania byly prowadzone na liniach
komodrkowych Katedry Termobiologii i liniach otrzymanych dzieki wspétpracy z Bankiem Komérek
przy Centrum Zdrowia Dziecka. W pracy tej potwierdzono udziat ROS generowanych w fibroblastach
cztowieka poddanych dziataniu ACL na proces apoptozy (lI-A10) (otrzymatam w tym czasie nagrode,
w 2008 r, w postaci dodatkowego 6-miesiecznego stypendium doktorskiego dla doktorantow
na etacie asystenta).

Prowadzitam réwniez badania nad oceng szlakéow transdukcji sygnatéw indukowanych
przez kinaze PI13- K/Akt na proces apoptozy indukowany tritlenkiem arsenu w komadrkach linii
biataczkowych w Instytucie Medycyny Pracy w todzi jako wspétwykonawca projektu.

Do czasu uzyskania stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w specjalnosci biofizyka
maoj dorobek naukowy sktadat sie z 2 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach z listy JCR
oraz 1 pracy doswiadczalnej i 1 pracy przeglagdowej spoza listy JCR. Ponadto wyniki badan
prezentowatam w postaci 9 komunikatéow zjazdowych na konferencjach miedzynarodowych (3)

i krajowych (6).
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Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia doktora,

nie wchodzaca w skiad osiggniecia naukowego

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora moje zainteresowania skupiaty sie wokot kilku

tematow:
1.Kierunki badan w chemioterapii celowanej

W trakcie studiéw doktoranckich uczestniczytam w konferencjach i sympozjach, ktére staty
sie inspiracjg dla kilku prac przeglagdowych. W trakcie zbierania materiatéw powstawaty réwniez
koncepcje przysztych badan. Moje zainteresowanie terapig celowang odzwierciedlajg prace
dotyczace przeciwciat monoklonalnych (lI-D36), przenosnikdw biatkowych i peptydowych
(I-D34) modyfikacji liposoméw (II-D37), aptamerdw i ich koniugatéw (l1-A16), niskoczgsteczkowych
modulatoréw szlaku WNT (lI-A17), inhibitorow polimeryzacji mikrotubul (11-A17), czy nowych

zwigzkow stabilizujgcych mikrotubule pozyskiwanych z organizméw morskich (11-D38).

2. Nowe pochodne antracyklinowe

W swojej pracy doktorskiej zajmowatam sie aklarubicyng, a uzyskane wyniki
porownywatam z efektami wywotanymi doksorubicyng. Zdobytg wiedze poszerzytam dodatkowo
w czasie zbierania materiatdbw do pracy przeglagdowej dotyczacej analogéw antracyklin
utworzonych przez modyfikacje reszty cukrowej (II-D39), a nastepnie do pracy o WP 631 jako
bisinterkalacyjnej pochodnej antracyklin (11-D35). Duzy wptyw na kierunek prowadzonych przeze
mnie badan miat pozyskany przez dr. hab. Agnieszke Marczak, prof. nadzw Ut grant MNiSW/NCN:
Indukcja apoptozy przez epotilon B i analog doksorubicyny WP 631 w komdrkach raka jajnika
wrazliwych i opornych na leki przeciwnowotworowe, w ktérym bytam gtéwnym wykonawca.
W projekcie tym wykonano szereg badan w zakresie poznania mechanizmu dziatania Epo B, WP 631
i ich kombinacji. Projekt ten zostat rozliczony 12 publikacjami.

Po jego zakonczeniu powstato jeszcze kilka prac dotyczacych molekularnych celéw
epotilondw jak i ich kombinacji mi.in dwie prace opublikowane w 2016 w Asian Pac J Cancer Prev.
W pracy Bukowskiej i wsp., 2016 (lI-D41) tgczne podawanie Epo B i WP 631 prowadzi
do zmniejszenia liczby komérek znajdujgcych sie w fazie G2/M, w pordéwnaniu do Epo B, w wyniku
poslizgu mitotycznego (ang. mitotic slippage), ktéry polega na tym, ze komérki opuszczajg blok
G2/M, a nastepnie ging na drodze apoptozy. Apoptoza za$, ktéra jest aktywowana pod wptywem
dziatania kombinacji zwigzkow po poslizgu mitotycznym, jest nieodwracalna. Kombinacja zwigzkéw
istotnie obnizata ekspresje mRNA kodujgcego cykline B. Stanowi to dowdd na wystgpienie poslizgu
mitotycznego, ktérego cechg charakterystyczng jest degradacja tego biatka. Stopniowa utrata

aktywnosci cykliny B w trakcie poslizgu mitotycznego zwigzana jest takze ze zmniejszeniem
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aktywnosci cyklino zaleznej kinazy 1. W mechanizm dziatania kombinacji zwigzkdw zaangazowane
sg biatka EpCAM (ang. epithelial cell adhesion molecule) i HMGB1 (ang. non-histone chromatin-
binding protein high-mobility group box 1), ktore regulujg cykl komérkowy oraz stuzg jako czynnik
prognostyczny. Badania na temat tego skojarzonego dziatania zwigzkdéw zostaty podsumowane
w pracy opublikowanej w Life Science (11-A30).

W kolejnym etapie swoich badan skupitam sie na zwigzku miedzy cukrzycg a chorobami
nowotworowymi, w tym na okresleniu charakteru interakcji pomiedzy zwigzkiem o dziataniu
przeciwnowotworowym, a lekiem przeciwcukrzycowych. Pordwnatam wptyw metforminy oraz
sitagliptyny na modulowanie dziatania zwigzkéw o charakterze przeciwnowotworowych. W ramach
pozyskanego grantu naukowego ,Rola czynnika transkrypcyjnego NF-kappaB oraz biatka p53
w indukowaniu $mierci komorek nowotworowych watroby HepG2, przez WP 631 oraz epotilon
w kombinacji z metforming i sitagliptyng” powstata kolejna praca, ktéra dotyczyta potfaczenia
bisantracykliny WP 631 z lekami przeciwcukrzycowymi, takimi jak sitagliptyna czy metformina
(11-A24).

W ramach nawigzanej przez dr. hab. Agnieszke Marczak, prof. nadzw. Ut wspdtpracy
z Instytutem Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie pracowatam takze w zespole badajgcym
nowe pochodne doksorubicyny i daunorubicyny z modyfikacjami ukfadu daunozaminy, w tym
pochodne formamidynowe i oksazolinowe.

Formamidynoantracykliny nalezg do analogéw doksorubicyny posiadajgcych modyfikacje
reszty cukrowej, ktéra polega na transformacji grupy aminowej w potozeniu 3’ w grupe amidynowg,
podstawiong dodatkowo resztami cyklicznych amin o réznych wielkosciach pierscieni. W pracy
dotyczacej formamidynowych pochodnych DOX wykazano, ze nowe analogi sg cytotoksyczne
wzgledem linii raka jajnika-SKOV-3. Ponadto indukujg one wewnetrzny szlak apoptozy. Obecnos$é
grupy amidynowej w daunozaminie doksorubicyny wptyneta na nasilenie cytotoksycznosci,
obnizenie kardiotoksycznosci i lekoopornosci nowych analogéw DOX (11-A23).

Uczestniczytam takze w badaniach nad oksazolinowymi pochodnymi doksorubicyny
i daunorubicyny. Badania przeprowadzono na linii raka watroby (HepG2), piersi (MCF-7) i ptuc
(A549). Oksazolinoantracykliny powstajg z DOX lub DNR podczas syntezy odpowiednio
formamidynodoksorubicyny lub formamidynodaunorubicyny. Obydwa zwigzki zawierajg grupe OH
i atom wegla C-4’" w konfiguracji cis w odniesieniu do grupy aminowej. Ta konfiguracja jest
niezbedna do tworzenia zwigzkdéw, ktore powstajg w wyniku eliminacji drugorzedowej aminy
z formamidinoantracykliny, a nastepnie ulegajg dalszej cyklizacji. W pracy tej oznaczono zdolnosci
antyproliferacyjne, genetoksyczne i apoptotyczne m.in poprzez oznaczenie ekspres;ji kilku genéw:
(PARP1, BCL2, CASP9, CASP3, BIRC5, H2AFX, CYC2). Badania wykazaty zdolnos¢

doksorubicynoaoksazoliny (O-DOX) do indukowania procesu apoptozy we wszystkich badanych
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liniach poprzez podnoszenie poziomu mRNA CASP9, CASP3, CYC2. Daunorubicynooksazolina
(O-DAU) okazata sie mato skuteczna w linii SKOV-3 (1I-A29). Prowadzone s3 dalsze badania
potwierdzajgce wyniki uzyskane metodg RT-PCR dotyczgce ekspresji biatek uczestniczacych
w mechanizmie dziatania tej nowej generacji zwigzkéw, a takze badana jest rola autofagii (Aneta
Rogalska, Arkadiusz Gajek, Matgorzata tukawska, Irena Oszczapowicz, Agnieszka Marczak, praca
w recenzji w PLOS ONE)

3. Przeciwnowotworowe wiasciwosci lekdw przeciwcukrzycowych

Jednym z lekéw przeciwcukrzycowych o wiasciwosciach przeciwnowotworowych
byt gliklazyd. Gliklazyd nalezy do pochodnych sulfonylomocznika Il generacji. Lek poza dziataniem
przeciwcukrzycowym korzystnie wptywa na profil lipidowy, stymuluje fibrynolize, ogranicza
reaktywnosci ptytek krwi, zwieksza wrazliwosci tkanek obwodowych na dziatanie insuliny. Poprawia
takze funkcje srédbtonka naczyniowego. W cukrzycy nadmierne stezenie ROS jest odpowiedzialne
za aktywacje kilku wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych, ktére mogg wptywad
na funkcjonowanie i strukture komdrek, zwiekszajgc ryzyko apoptozy. W pracy zbadano
antyapoptotyczne wtasciwosci gliklazydu wynikajgce ze zmniejszania stresu oksydacyjny i zmiatania
wolnych rodnikéw. Materiat do badani stanowita linia prawidtowych komdérek srédbtonka naczyn
(HUVEC) oraz linie nowotworowe gruczotu sutkowego (Hs578T) i linia raka nabtonka przewodu
trzustkowego (PANC-1) jako przyktad nowotwordw zwigzanych z cukrzycg typu 2 (T2DM). Jako
model stresu oksydacyjnego wykorzystano nadtlenek wodoru. Oznaczono poziom ROS, zmiany
potencjatu btony mitochondrialnej i wewnatrzkomdrkowy poziom wapnia oraz zmiany
apoptotyczne na podstawie zmian w morfologii komadrek. Preinkubacja komérek z gliklazydem
obnizata poziom wszystkich markerdw apoptozy generowanej nadtlenkiem wodoru, a zwtaszcza
poziom ROS. Przeciwnowotworowe wiasciwosci gliklazydu opieraty sie gtéwnie na obnizaniu stresu
oksydacyjnego (II-A15).

Najwazniejsze osiggniecie w tym temacie, czyli zastosowanie kombinacji zwigzkéw
stosowanych w leczeniu cukrzycy i inhibitora depolimeryzacji mikrotubul byto poprzedzone cyklem
prac. Pierwsza z prac dotyczyta wptywu metforminy na proliferacje komérek raka jajnika linii
SKOV-3 oraz ekspresje gendw, kodujacych biatka zaangazowane w proces O-GlcNAcylacji.
O-GlcNAcylacja jest modyfikacjg potranslacyjng biatek, ktéra polega na przytaczeniu do seryny
lub treoniny wigzaniem O-glikozydowym (O-GIcNAc) pojedynczych reszt N-acetyloglukozaminy.
Ze wzgledu na szereg doniesien literaturowych na temat zwigzku miedzy stopniem O-glikozylacji
biatek komérkowych a cukrzycg oraz wptywie O-GlcNAcylacji na proces nowotworzenia
oszacowano wptyw metforminy na proces O-GlcNAcylacji i proliferacje komérek raka jajnika.
Stwierdzono, ze w przypadku ekspresji genu OGA (O-GIcNAc transferazy) nie doszto

do znamiennych statystycznie zmian w zaleznosci od czasu inkubacji. Natomiast w przypadku genu

26



dr Aneta Rogalska AUTOREFERAT (Zatacznik 3a)

OGT (B-N-acetylo-D-glukozaminidaza), w poréwnaniu z materiatem kontrolnym, obserwowano
znamienny statystycznie wzrost ekspresji. Wynik ten byt niekorzystny i wymaga dalszych badan
i weryfikacji. W linii SKOV-3 oznaczono takze cytotoksycznosé¢ metforminy i czas potrzebny
do podwojenia komoérek linii SKOV-3, ktéry wynosit 45 godzin, natomiast w przypadku préb
traktowanych 10 mM metforming nie uzyskano efektu podwojenia liczby komdrek nawet
po 72 godzinach (lI-A20). W kolejnej pracy badano zmiany apoptotyczne indukowane przez
metformine oraz okreslono poziom mRNA biatka antyapoptotycznego — surwiwiny. Metformina
obnizata poziom mRNA surwiwiny, co potwierdza jej dziatanie przeciwnowotworowe (I11-A19).
Kolejnym etapem w tym cyklu byta druga z prac opublikowana w Asian Pac J Cancer Prev

w 2016 (I1-D42).
Temat ten byt realizowany w ramach

Apoptoza wspotpracy z Klinikg Choréb Wewnetrznych,
(NFKB—>p53h Diabetologii i Farmakologii Uniwersytetu
EpﬁA Medycznego w  todzi. Praca dotyczyta

Apoptoza / Apoptoza o .
(p53->NFKB) /‘l( skojarzonego dziatania Epo A z metforming oraz
Fesil Rk P53<_MET Epo A z sitagliptyng w  stezeniach
Apoptoza / \ subtoksycznych. Celem prowadzonych badan

meT” < HepG2 SITA

(,fgé)f,'n?,(s) = (P53—>NFKB$) byta préba przesledzenia Sciezek sygnatowych

(NFKB—»p53))
czynnika p53 i NF-kB w komdérkach

Skojarzone dziatanie zwigzkéw

“

nowotworowych linii HepG2 traktowanych

badanymi zwigzkami pojedynczo i w potgczeniu,

cell viability %

Ryc.8. Uzyskane wyniki pozwolity wykluczy¢
kombinacje Epo A i sitagliptyny (SITA) jako

efektywny rodzaj chemioterapii w raku watroby.

Ryc.8. Proponowany mechanizm dziatania zwigzkdéw podawanych tacznie, na podstawie (11-D42).

Natomiast tgczne podanie zwigzkéw tj. Epo A z metforming obnizato proliferacje komarek raka
watroby. Epo A indukowat wiekszy wzrost poziomu biatka p53 niz Met. Wszystkie badane zwigzki
stosowane pojedynczo generowaty wzrost czynnika NF-kB. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢,
ze Met uwrazliwia komérki nowotworowe na dziatanie Epo A poprzez co jednoczesne podanie
zwigzkéw Epo A+Met miato silny cytotoksyczny efekt. Skojarzone dziatanie zwigzkéw wywotywato
proces apoptozy niezaleznej od biatka p53 jednoczesnie obnizajgc poziom czynnika NF-kB. Badane
zwigzki podawane tgcznie mogtyby by¢ wykorzystane w leczeniu pacjentdw z cukrzyca
typu 2 dodatkowo obcigzonych rakiem watroby. Idea badan powstata na podstawie tej pracy byta

kontynuowana w ramach osiggniecia naukowego.

27



dr Aneta Rogalska AUTOREFERAT (Zatacznik 3a)

Bytam rowniez cztonkiem zespotu badajgcego zwigzek miedzy cukrzycg a biatkiem p53,
ktdry okredlony zostat w trakcie badan na podstawie surowicy krwi 225 pacjentéw. Poziom ROS
u pacjentéw z hiperglikemig byt przyczyng podwyziszonego poziomu biatka p53. Wysoki poziom
biatka p53 byt takie skorelowany z wiekiem, historia rodzinng, okresem trwania cukrzycy
oraz stosunkiem obwodu talii do obwodu bioder (WHR, ang. waist-to-hip ratio). Wnioski te zostaty

poparte analizg statystyczna opartg na wieloczynnikowej regresji logistycznej (11-A31).

4. Leki przeciwbiataczkowe

Bytam wspadtautorem pracy realizowanej w ramach grantu NCN (No. 2011/01/B/Nz/0102)
,Personalizacja terapii przewlektej biataczki limfocytowej”, ktérego kierownikiem byta dr hab.
Matgorzata Rogaliiska, prof. nadzw. Ut. Dotyczyta ona terapii przewlektej biataczki limfatycznej
z uzyciem tacznego podawania lekow: kladrybiny z mafosfamidem (CM) lub fludarabiny
z mafosfamidem (FM). W pracy wykazano, 7ze odpowiedZ pacjenta z przewlektg biataczky
limfocytowg oznaczana w oparciu o jego parametry kliniczne najczesciej po 6 cyklach leczenia
antynowotworowego oraz wynik analiz in vitro wrazliwosci komérek biataczkowych na zwigzki
antynowotworowe nie zawsze koreluje z stwierdzonymi aberracjami chromosomalnymi (11-A27).

Obecnie jestem promotorem pracy magisterskiej ,Kladrybina i jej pochodne - poznanie
mechanizméw dziatania na wybranych modelach nowotworowych linii komérkowych”,
realizowanej w oparciu o nowe pochodne kladrybiny pozyskane z Instytutu Biotechnologii
i Antybiotykéw w Warszawie. Praca magisterska powstanie m.in. w oparciu o wyniki otrzymane
w ramach pozyskanego Studenckiego Grantu Badawczego pt.: ,Uszkodzenia DNA generowane
przez nowe pochodne kladrybiny” realizowanego przez Panig Anastazje Poczta na Uniwersytecie
tédzkim. Badane pochodne zawierajg grupe formamidynowa w pozycji 6. Badania prowadzone s3
réownolegle na 3 liniach biataczkowych tj. linii ostrej biataczki limfoblastycznej (MOLT-4),
monocytowej (THP-1) i promielocytowe]j (HL-60). Badany jest poziom oraz typy uszkodzern DNA,
a takze rola kinazy ATR (ang. ATM and Rad-3 related) w regulacji kinazy deoksycytydynowe;.

5. Rola autofagii w cytotoksycznosci epotilonéw

Obecnie w roku akademickim 2017/2018 realizuje projekt MINIATURA finansowany ze $rodkéw
NCN pt ,Autofagia w terapii raka jajnika - ciemna czy jasna strona epotilonéw?”. Moja hipoteza
badawcza zaktada, ze autofagia bierze udziat w mechanizmie cytotoksycznosci epotilondw w raku
jajnika. Celem projektu jest wyjasnienie molekularnego mechanizmu lezgcego u podstaw korelacji
miedzy drogg sygnalizacji autofagii a cytotoksycznoscig wywotang epotilonami, w poréwnaniu
z paklitakselem oraz zbadanie czy zahamowanie autofagii wptywa na poziom cytotoksycznosci

zwigzkdéw. Ponadto oszacowany zostanie wptyw epotilondw na interakcje miedzy procesem
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autofagii i apoptozy. Mato uwagi poswieca sie temu zagadnieniu, niezwykle waznemu z punktu
widzenia skutecznosci lekdw. Badania dostarczg wartosciowych informacji dotyczacych wptywu
autofagii na cytotoksycznos¢ epotilondw, roli autofagii i apoptozy w raku jajnika, poszerzg wiedze
podstawowg na temat epotilondw.

Podsumowanie dorobku naukowego

Na moj dotychczasowy dorobek naukowy sktada sie 42 publikacji, z czego 31 ukazato sie
w czasopismach z listy JCR. Sposrdd tych prac, dziewie¢ wchodzi w sktad osiggniecia
naukowego (IF=22,455; 225 pkt. MNiSW). Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji wynosi
64,858, a liczba punktéw MNiSW= 753. Wedtug bazy Web of Science z dnia 11.04.2018, liczba
cytowan publikacji wynosi 137 (175 z autocytowaniami), a indeks Hirscha, H=7. Oprécz publikacji,
w moim dorobku znajduje sie 47 komunikatdw konferencyjnych, 21 zaprezentowanych
na konferencjach o zasiegu krajowych i 26 na konferencjach miedzynarodowych. Caty dorobek

naukowy szczegdtowo zostat opisany w zatgczniku nr 4, a jego podsumowanie przedstawia ponizsza

tabela
Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora
Liczba Liczba IF Punkty

publikacji komunikatéw MNiSW
Publikacje w czasopismach z IF 2 5,793 40
Publikacje bez IF 3 - 10
Komunikaty konferencyjne 9 - -
Komunikaty konferencyjne - - - -
opublikowane w czasopismach z IF

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Publikacje w czasopismach z IF 29 59,065 668
Publikacje bez IF 8 - 35

Komunikaty konferencyjne 38

Komunikaty konferencyjne 4 15,398* 104*

opublikowane w czasopismach z IF

Sumaryczny dorobek naukowy 42 47 64,855 753
(80,283)** | (857)**

- Impact Factor (IF) podany jest dla roku opublikowania artykutu

-Liczba punktow za publikacje podana zostata zgodnie z wykazem czasopism Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego zgodnie z rokiem opublikowania

*- |F i punkty MINiSW czasopism; **publikacje + komunikaty konferencyjne
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