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Wykaz stosowanych skrotow

AA - gwiazdziak anaplastyczny, ang. anaplastic astrocytoma
ABC - transportery wigzacy ATP, ang. ATP-binding cassette transporters

ACNU — nimustyna, ang. 1-(4-amino-2-methyl-5-pyrimidinyl) methyl-3-(2-chloroethyl) 3-
nitrosourea hydrochloride

AIF — czynnik indukujacy apoptoze, ang. apoptosis inducing factor
AKT/PKB - kinaza biatkowa typu B, ang. protein kinase B

Apaf-1 — apoptotyczny czynnik aktywujacy proteaze, ang. apoptosis protease-activating
factor 1

Apol — antygen apoptozy 1, ang. apoptosis antigen 1

ATCC — Amerykanska Kolekcja Hodowli Komorkowych, ang. American Type Culture
Collection

Atg — gen zwigzany z autofagia, ang. autophagy-related gene

Bad — biatko proapoptotyczne, ang. Bcl-2 antagonist of cell death

Bax — biatko proapoptotyczne, ang. Bcl-2-associated X protein

BCIP — 5-bromo-4-chloro-3-indolilo fosforan, ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
Bcl-2 — rodzina endogennych biatkowych regulatoréw apoptozy, ang. B-cell lymphoma 2
Bcl-XL — biatko antyapoptotyczne, ang. B-cell lymphoma-extra large

BCNU — karmustyna, ang. 1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea

BH — domena Bcl-2 homologiczna, ang. Bcl-2 homology domain

BSA — albumina surowicy bydlecej, ang. bovine serum albumin

CARD - domena rekrutacji kaspaz, ang. caspase recruitment domain

CCNU - lomustyna, ang. 1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea

CD95 — antygen r6znicowania, ang. cluster of differentiation 95

CDK - kinaza zalezna od cyklin, ang. cyclin-dependent kinase

Cl — wskaznik kombinacji, ang. combination index

CK2 — kinaza kazeinowa 2, ang. casein kinase 2

c-KIT — receptor kinazy tyrozynowej, ang. tyrosine kinase receptor

c-src — protoonkogenna niereceptorowa kinaza tyrozynowa, ang. cellular proto-oncogene,
non-receptor tyrosine kinase

DD — domena $mierci, ang. death domain



DED - efektorowa domena $mierci, ang. death effector domain

DISC — kompleks zapoczatkowujgcy $mieré komorki, ang. death-inducing signaling
complex

DRI — wskaznik redukcji dawki, ang. dose reduction index

ECACC — Europejska Kolekcja Linii Komorkowych, ang. European Collection of Cell
Cultures

EGFR - receptor nabtonkowego czynnika wzrostu, ang. endothelial growth factor receptor

EGFRvIII — zmutowany wariant Il EGFR, ang. epidermal growth factor receptor variant
i

ERK - kinaza regulowana sygnatem zewngtrzkomorkowym, ang. extacellular signal-
regulated kinase

FADD - biatko oddziatujace z domeng $mierci FAS, ang. Fas-associated death domain
protein

FIP200 — biatko wchodzace w sktad kompleksu uczestniczacego w inicjacji autofagii, ang.
focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa

FLT — receptor kinazy tyrozynowej, ang. fms-related tyrosine kinase receptor
GBM - glejak wielopostaciowy, ang. glioblastoma multiforme
HIF-1 — czynnik indukowany hipoksja 1, ang. hypoxia-inducible factor 1

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa, ang. high-performance liquid
chromatography

HPLC-DAD — wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z detektorem
diodowym, ang. high-performance liquid chromatography with diode-array detection

HSCCC — wysokosprawna chromatografia przeciwpradowa, ang. high speed counter
current chromatography

Hsp — biatka szoku cieplnego, ang. heat shock proteins

IAP — rodzina biatek bedacych inhibitorami apoptozy, ang. inhibitors of apoptosis protein
family

IDH — dehydrogenaza izocytrynianowa, ang. isocitrate dehydrogenase

LAMP-2 — biatko zwigzane z blong lizosomu 2, ang. lysosome-associated membrane
protein 2

LC3 — lekkie tancuchy biatka zwigzanego z mikrotubulami, ang. microtubule-associated
protein light chain 3

Mcl-1 — biatko antyapoptotyczne, ang. induced myeloid leukemia cell differentiation
protein

MEK - kinaza aktywowana mitogenami, ang. mitogen activated protein kinase



MGMT — metylotransferaza O-6-metyloguaniny, ang. O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase

MMP — macierzowe metaloproteinazy, ang. matrix metalloproteinases

MRI — magnetyczny rezonans jadrowy, ang. magnetic resonance imaging

MSN — mezoporowate nanoczgstki krzemionkowe, ang. mesoporous silica nanoparticles
mMTOR — ssaczy cel rapamycyny, ang. mammalian target of rapamycin kinase

mMTORC — kompleks kinazy mTOR, ang. mammalian target of rapamycin complex 1
NBT — chlorek nitroblekitu tetrazolu, ang. nitrotetrazolium blue

NF1 — neurofibromina 1, ang. neurofibromin 1

NSF — ATPaza zaangazowana w fuzj¢ bton, ang. N-ethylmaleimide sensitive Fusion
protein

P53 — biatko P53, ang. tumor protein 53
PCB - prokarbazyna, ang. procarbazine
PCD - zaprogramowana $mier¢ komorki, ang. programmed cell death

PDGFR - receptor czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego, ang. platelet-derived
growth factor receptor

PDK1 —kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu, ang. phosphoinositide-dependent kinase
1

PH — domena homologii plekstryny, ang. pleckstrin homology domain
PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, ang. phosphoinositide 3-kinase

PIM1 — protonkogenna kinaza serynowo-treoninowa, Pim-1, ang. Pim-1 proto-oncogene
serine/threonine kinase

PIP2 — 4,5-difosforan fosfatydyloinozytolu, ang. phosphatidylinositol bisphosphate
PIP3 — 3,4,5-trifosforan fosfatydyloinozytolu, ang. phosphatidylinositol triphosphate

PTEN — homolog fosfatazy i tensyny, ang. phosphatase and tensin homolog deleted on
chromosomel10

PTP — mitochondrialne kanaty btonowe, ang. permeability transition pore

Racl — zwigzany z Ras substrat 1 toksyny botulinowej C3, ang. Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 1

RAF — serynowo-treoninowa kinaza RAF, ang. rapidly accelerated fibrosarcoma kinase
RAS — biatko Ras, ang. Rat sarcoma virus protein
RB — biatko siatkowczaka, ang. retinoblastoma protein

RIP — biatko oddziatujace z receptorem, ang. receptor interacting protein
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SDS-PAGE - elektroforeza w warunkach denaturujgcych, ang. sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis

Smac/DIABLO - biatko proapoptotyczne; wtorny mitochondrialny aktywator
kaspazy/biatko wigzace IAP o niskim pl, ang. secondary mitochondria-derived activator of
caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl

SMAD - przekazniki drugiego rzgdu aktywowane nadrodzing biatek TGF- B, ang. Sma
and Mad related proteins

SMAD4 — biatko posredniczace SMAD, ang. SMAD family member 4

SNARE - receptory rozpuszczalnych biatek wigzgcych NSF, ang. soluble NSF-attachment
protein receptor

TMZ — temozolomid, ang. temozolomide

TNF — btonowy receptor $mierci, ang. tumor necrosis factor

TNF — czynnik martwicy nowotworu, ang. tumor necrosis factor

TNF-R — receptor czynnika martwicy nowotworu, ang. tumor necrosis factor receptor

TRADD - biatko oddziatujace z domeng $mierci TNFR1, ang. TNFR1-associated death
domain

TRAIL —ligand czynnika martwicy nowotworu, ang. TNF-related apoptosis-inducing
ligand

TRAIL-R — receptor dla TRAIL, ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor

ULK1/2 — kinaza serynowo-treoninowa, uczestniczaca w inicjacji autofagii, ang.
uncoordinated-51-like autophagy activating kinase

UVRAG — gen kodujacy biatko oddziatujace z bekling 1, zwigzany z opornos$cig na
promieniowanie UV, ang. UV resistance associated gene

VEGFR — receptor dla naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu, ang. vascular
endothelial growth factor receptor

Vps34 —klasa 111 PI3K, ang. vacuolar protein sorting 34

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia, ang. World Health Organization

11



Streszczenie

Gwiazdziak anaplastyczny i glejak wielopostaciowy to nowotwory centralnego uktadu
nerwowego, ktoére wigza si¢ z niezwykle ztym rokowaniem. Aktualnie stosowane metody
leczenia pozwalaja jedynie na wydhluzenie zycia pacjenta oraz poprawe jego jakosci. Ze
wzgledu na naciekowy charakter wzrostu glejakow, catkowita resekcja chirurgiczna jest
praktycznie niemozliwa, za§ w trakcie radio- i chemioterapii bardzo czg¢sto dochodzi do
nabywania opornosci na stosowane leczenie. Z tego wzgledu poszukiwane sg nowe zwigzkKi,
mogace wspomodc stosowang terapi¢. Bioragc pod uwage powszechng dostepnos¢ oraz
szerokie spektrum dzialania wiele uwagi poswieca si¢ W tym aspekcie naturalnym
kumarynom. Wielokrotnie wykazano bowiem, ze sprz¢zenie dziatania tych zwiazkéw z
chemioterapiag poteguje przeciwnowotworowe dziatanie cytostatykéw, dzialajac
jednoczesnie protekcyjnie na komoérki prawidtowe. Wykazano rowniez, ze duzy wptyw na
wilasciwosci biologiczne kumaryn ma ich struktura chemiczna. Dlatego tez w niniejsze;j
pracy podjeto probe okreslenia wpltywu obecnosci oraz lokalizacji okreslonych
podstawnikdéw na aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wybranych kumaryn prostych (ostol, 4-
hydroksykumaryna, umbeliferon i eskulina) i furanokumaryn (imperatoryna,
izoimperatoryna, bergapten i ksantotoksyna).

Na poziomie molekularnym transformacja glejakow zwigzana jest zeé wzmozonym
przekazywaniem sygnatu przezycia przez dwa kluczowe szlaki sygnalowe RAS-RAF-MEK-
ERK i PIBK-AKT/PKB-mTOR, dlatego opracowanie nowych strategii terapeutycznych,
uwzgledniajacych blokowanie aktywno$ci wspomnianych szlakow poprzez specyficzne
inhibitory moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu tych nowotworow. Z danych literaturowych
wiadomo réowniez, ze stosowanie pojedynczych zwiazkéw w chemioterapii jest mniej
skuteczne od tzw. terapii skojarzonej, wykorzystujacej kilka zwigzkow o roéznych
mechanizmach dziatania. Dlatego tez, dzialanie badanych kumaryn zostato sprzezone z
temozolomidem — lekiem aktualnie stosowanym w terapii przeciwko glejakom oraz z
inhibitorami szlakéw RAS-RAF-MEK-ERK (sorafenib) i PI3K-AKT/PKB-mTOR
(LY?294002).

Przeprowadzone analizy mikroskopowe wykazaty, ze wszystkie badane zwigzki
indukowaty zaprogramowang $mier¢ w ludzkich komoérkach glejaka (linia MOGGCCM i
T98G), a dominujagcym typem $mierci byla apoptoza. Zaobserwowano jednoczes$nie, ze
wrazliwo$¢ komorek glejakow na stosowang terapi¢ w duzej mierze zalezata od

zastosowanej linii komorkowej oraz budowy strukturalnej badanych zwigzkéw. Wyzsza
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aktywno§¢ proapoptotyczna, zaro6wno kumaryn prostych jak 1 furanokumaryn,
uwarunkowana byta obecno$cig ugrupowania izoprenylowego, wystepujacego w strukturze
ostolu i imperatoryny. Z kolei zastgpienie podstawnika metoksylowego (wystepujacego w
czgsteczce ostolu) przez pierScien furanu (obecny w strukturze imperatoryny) obnizato
cytotoksycznos¢ zwigzku w stosunku do obu badanych linii komoérkowych. Jednoczesna
aplikacja temozolomidu z badanymi kumarynami znaczaco redukowata odsetek komorek
autofagalnych. Stosujac technik¢ immunoblottingu wykazano, ze ha poziomie
molekularnym aktywnos$¢ proapoptotyczna ostolu i imperatoryny w aplikacji pojedynczej,
jak i skojarzonej z temozolomidem, zwiazana byta z ich zdolnoscia do zwigkszania poziomu
oraz aktywnosci kaspazy 3, a takze zmniejszania ilosci antyapoptotycznego biatka Bcl-2.
Indukcji  autofagii towarzyszyt z kolei wzrost poziomu bekliny 1. Metoda
immunoprecypitacji wykazano roéwniez, ze kluczowa role w kierowaniu $miertelnego
sygnatu na droge apoptozy odgrywa obecnos¢ kompleksow biatek Bcel-2:beklina 1.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zardwno ostol jak i imperatoryna posiadaty
zdolno$§¢ do zmniejszania poziomu oraz aktywno$ci biatek biorgcych udziat w
przekazywaniu sygnalu przezycia od btony komoérkowej do jadra, wchodzacych w skiad
szlakoéw RAS-RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR. Co wigcej, skojarzona aplikacja
inhibitoréw tych szlakow: sorafenib (inhibitor RAF) i LY294002 (inhibitor PI3K) znacznie
zmniejszata oporno$¢ komorek glejakow na indukcje zaprogramowanej $§mierci przez ostol
i imperatoryne. Zablokowanie ekspresji wspomnianych kinaz przy pomocy specyficznych
siRNA w jeszcze wyzszym stopniu zwigkszyto wrazliwo$¢ komorek glejakow na indukcje
zaprogramowanej $mierci. Obok wihasciwos$ci proapoptotycznych, zwigzki te zmniejszaty
potencjat migracyjny komorek glejakow, co wykazano stosujac test rysy.

Biorac pod uwage powszechng dostgpnos¢ oraz  wysoki  potencjal
przeciwnowotworowy badanych pochodnych kumaryny, uzyskane wyniki mogg stanowi¢
podstawe do opracowywania nowych strategii terapeutycznych, uwrazliwiajgcych komorki
glajaka na indukcje zaprogramowanej smierci. Poznanie funkcji, jaka petnig poszczegolne
ugrupowania w aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych kumaryny utatwi z kolei

konstruowanie 1 przewidywanie skutkéw ich zastosowania.

Stowa kluczowe: furanokumaryny, kumaryny proste, glejaki, zaprogramowana $mier¢,
temozolomid, sorafenib, LY294002
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Summary

Anaplastic astrocytoma and glioblastoma are central nervous system tumors with
extremely poor prognosis. Current treatment allows only to prolong survival, and enhance
the quality of patient’s life. Due to their infiltrative nature, they are practically impossible to
remove surgically, and resistance mechanisms are often observed during radio- and
chemotherapy. For this reason, new compounds that can support the applied therapy are
sought. Considering the widespread availability and wide spectrum of activity, a lot of
attention is paid to natural coumarins. It has been shown many times that the conjugation of
the action of these compounds with chemotherapy enhances the anti-cancer effect of
cytostatics. The cytotoxicity of coumarins towards cancer cells depends on their chemical
structure; therefore, understanding the effect of various substituents on the anti-tumor
properties of these compounds will result in more effective planning of therapeutic
strategies. Therefore, in this study an attempt was made to determine the influence of the
presence and location of specific substituents on the antitumor activity of selected simple
coumarins (osthole, 4-hydroxycoumarin, umbeliferon and esculin) and furanocoumarins

(imperatorin, isoimperatoryin, bergapten and xanthotoxin).

At the molecular level, gliomas are characterized by the presence of mutations within
genes, the products of which are involved in enhancement of intracellular signal transmission
from the cell membrane to the nucleus. This applies in particular to the pro-survival
pathways responsible for the regulation of cell proliferation and differentiation: RAS-RAF-
MEK-ERK and PI3K-AKT/PKB-mTOR. It has been described that blocking the signal
transmission would be beneficial in increasing glioma cell sensitivity. It is also known that
combination therapy, especially with natural compounds, would increase the anticancer
potential of clinically used pharmacotherapy. Therefore, the effect of the studied coumarins
was coupled with temozolomide - a drug currently used in the treatment of glioblastomas
and with inhibitors of the RAS-RAF-MEK-ERK (sorafenib) and PI3K-AKT / PKB-mTOR
(LY294002) pathways.

The microscopic analyzes performed showed that all coumarins induced programmed
death in human glioblastoma cells (MOGGCCM and T98G), and dominated type of death
was apoptosis. It was also observed that the sensitivity of glioblastoma cells to the applied
therapy largely depended on the cell line used and the structure of the tested compounds.

The higher pro-apoptotic activity of both simple coumarins and furanocoumarins was due to
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the presence of isoprenyl group in the structure of osthole and imperatorin. On the other
hand, the replacement of the methoxy substituent (present in the osthole molecule) with the
furan ring (present in the imperatorin structure) decreased the cytotoxicity of the compound
in relation to both tested cell lines. The simultaneous application of temozolomide with
tested coumarins significantly reduced the level of autophagy. As revealed by the
immunoblotting technique, the pro-apoptotic activity of ostole and imperatorin, alone and in
combination with temozolomide, was associated with the increased level and activity of
caspase 3, and the reduce amount of the anti-apoptotic protein Bcl-2. Induction of autophagy,
In turn, was accompanied by an increase in the level of beclin 1. Immunoprecipitation also
showed that the presence of the Bcl-2: beclin 1 complexes played a key role in directing the

lethal signal to the apoptotic pathway.

The conducted studies have shown that both osthole and imperatorin had the ability to
reduce the level and activity of proteins involved in the transmission of the survival signal
from the cell membrane to the nucleus, which are part of the RAS-RAF-MEK-ERK and
PISBK-AKT / PKB-mTOR pathways. Moreover, combination therapy using inhibitors of
these pathways: sorafenib (RAF inhibitor) and LY294002 (PI3K inhibitor) significantly
decreased glioma cell resistance to induction of programmed death by osthole and
imperatorin. Blocking the expression of these kinases with specific siRNAs further increased
the sensitivity of glioblastoma cells to the induction of programmed death. Moreover, in
addition to their pro-apoptotic properties, these compounds reduced the migration potential

of glioblastoma cells.

Taking into account the widespread availability and high antitumor potential of the
studied coumarin derivatives, the obtained results may constitute the basis for the
development of new therapeutic strategies, sensitizing glioblastoma cells to the induction of
programmed death. Understanding the function of particular substituents in the antitumor
activity of coumarin derivatives will, in turn, facilitate the construction and prediction of the

effects of their application.

Key words: furanocoumarins, simple coumarins, gliomas, programmed cell death,
temozolomide, sorafenib, LY 294002
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WSTEP
1. Glejaki

1.1.Klasyfikacja

Glejaki sg najczesciej wystepujacymi nowotworami osrodkowego uktadu nerwowego
I stanowig okoto 30 — 40% guzéw wewnatrzczaszkowych. Rozwijaja si¢, z pelnigcych
funkcje podporowe i odzywcze, komorek glejowych, ktore obok neurondéw, stanowig
gléwny sktadnik tkanki nerwowej. W zaleznos$ci od miejsca wystgpowania, wyrdznia sie,
tworzace osrodkowy uktad nerwowy: ependymocyty, astrocyty, oligodendrocyty i mikroglej
oraz wchodzace w sktad obwodowego uktadu nerwowego: komorki ptaszczowe (satelitarne)
1 lemocyty. Rodzaj komorek, ktory ulegl transformacji nowotworowej pozwala na
klasyfikacj¢ glejakow na gwiazdziaki (wywodzace si¢ z astrocytow), wysciotczaki (z
ependymocytéw), skapodrzewiaki (z oligodendrocytéw) oraz glejaki mieszane (z
astrocytow 1 oligodendrocytow). Wsrod nich najczeéciej wystepuja gwiazdziaki, ktore
stanowig okoto 75% wszystkich glejakéw. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. WHO —
World Health Organization), w oparciu o histologiczng ocen¢ ztosliwosci, dokonuje
podzialu glejakow za pomocg czterostopniowej skali (I-1V). Guzy | i Il stopnia
charakteryzuja si¢ niskim stopniem zezlo$liwienia, a interwencja chirurgiczna w wigkszos$ci
przypadkdéw pozwala na catkowite wyleczenie. Z kolei stopien 111 1 IV stanowia naciekajace
i unaczynione glejaki o wysokim stopniu inwazyjnosci, a $redni czas przezycia chorych nie
przekracza odpowiednio pigciu i dwoch lat od momentu postawienia diagnozy [Brito, 2019;
Szala, 2012; Potemski, 2010]. W 2016 roku wprowadzono nowg klasyfikacje glejakow,
uwzgledniajaca wystgpowanie lub brak mutacji w obrgbie genu dehydrogenazy
izocytrynianowej IDH1 i/lub IDH2 (ang. isocitrate dehydrogenase), a takze obecnos¢ badz
brak kodelecji 1p/19q. Na tej podstawie wyrdzniono glejaki oraz gwiazdziaki IDH- (bez
mutacji) oraz IDH+ (z mutacjg), a takze skapodrzewiaki z mutacjag IDH+ badZ abberacja
1p/19q. Brak natomiast danych dotyczacych klasyfikacji wysciotczakow (Tab.1). Mutacje
w obrebie genéw IDH1 i IDH2 obejmujg zazwyczaj substytucje pojedynczych nukleotydow,
odpowiednio w 132 lub 172 kodonie. W ponad 80% glejakow 11 i I1I stopnia oraz wtérnych
glejakach wielopostaciowych (GBM —ang. glioblastoma muliforme) obserwuje si¢ tranzycje
guaniny na adening w genie IDH1. Zmiany tego typu bardzo rzadko wystepuja w
pierwotnych GBM oraz wyscidlczakach. Dehydrogenaza izocytrynianowa (IDH) jest

enzymem zaangazowanym w cykl Krebsa, ktory katalizuje przeksztatcenie izocytrynianu do
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a-ketoglutaranu. Nastepstwem nagromadzenia zmutowanej wersji genu IDH jest niedobor
substratu dla hydroksylaz prolylowych (a-ketoglutaran) oraz wzrost stabilnosci HIF-1la
(ang. hypoxia inducible factor 1) — czynnika wzrostu nowotworéw w warunkach
niedotlenienia. Odpowiada on =za aktywacje onkogenow 1 inaktywacje genow
supresorowych, zwigkszajac stopien proliferacji oraz ulatwiajac przezycie i
rozprzestrzenianie si¢ komodrek w warunkach zmniejszonego dostgpu tlenu. Zatem, z
klinicznego punktu widzenia, obecno$¢ mutacji IDH oraz wigzacy si¢ z nim spadek st¢zenia
HIF-1 wplywa niekorzystnie na rozrost guza, a rokowania dla chorych, u ktérych je wykryto,
sg znacznie lepsze w poréwnaniu do pacjentow, u ktorych mutacje w obrebie tego genu nie
wystepuja. Charakterystyczna dla ponad 80% skapodrzewiakéw oraz skapodrzewiakow
anaplastycznych jest kodelecja 1p/19q, polegajaca na utracie krotkiego ramienia
chromosomu 1 sprz¢zonej z utratg dlugiego ramienia chromosomu 9. Abberacja ta wigze si¢
ze zwigkszong wrazliwo$cig na chemioterapi¢ oraz lepszym rokowaniem dla pacjentow
[Louis, 2016; Cohen, 2013; Houillier, 2010; Potemski, 2010; Zhao, 2009].

Tabela 1. Klasyfikacja nowotworéw pochodzenia glejowego wedtug WHO.

Typ nowotworu wySciolczak gwiazdziak skgpodrzewiak glejak mieszany
Warianty IDH brak danych IDH+ i IDH- IDH+ IDH+ i IDH-
Kodelecja 1p/19q brak danych - +

Ponad 50% wszystkich glejakéw stanowi glejak wielopostaciowy, a czestosé
wystepowania tego typu guzow wynosi ok. 3,3/100 000 osob. Znacznie mniejszym
wspotczynnikiem zachorowalno$ci cechuja si¢ pozostate gwiazdziaki (0,89/100 000),
skapodrzewiaki (0,36/100 000) oraz wysciotczaki (0,42/100 000). Ogolna czestosé
wystepowania glejakow wzrasta wraz z wiekiem. Najnizsza jest u dzieci i wynosi 0,15/100
000, podobnie jak u dorostych w wieku 18-64 lat — 0,41/100 000. Z kolei w grupie wiekowej
65-75 lat oraz 75-84 lata liczba diagnozowanych przypadkow jest znacznie wyzsza i wynosi
odpowiednio 13,1 i 15 (na 100 000 osob). Co ciekawe, zaobserwowano, ze glejaki czesciej
wystepuja u mezczyzn niz u kobiet, co moze mie¢ zwigzek z zenskimi hormonami

ptciowymi [Weller, 2015].
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1.1.1. Gwiazdziak anaplastyczny

Gwiazdziak anaplastyczny (AA, ftac. anaplastic astrocytoma) to nowotwor
pochodzenia astrocytarnego, wg WHO klasyfikowany jako III stadium zto§liwosci. Stanowi
okoto 10% wszystkich glejakow, a jego wspotczynnik zachorowalno$ci wynosi okoto 0,47
(na 100 000 osdb). Okoto 25% guzdéw powstaje de novo, podczas gdy pozostate 75% to
skutek transformacji nowotworowej gwiazdziakow o nizszym stopniu ztosliwosci. Prognozy
dla pacjentow z wykrytym guzem nie sg dobre i w znacznej mierze zalezg od podtoza
genetycznego rozwijajacego si¢ nowotworu. Wykazano, ze 80% guzow posiada mutacje w
genie IDH (IDH+), ktére korzystnie wptywaja na dalsze rokowania. Sredni wiek pacjentow,
u ktérych postawiono diagnozg AA IDH+, wynosi okoto 36 lat, a czas przezycia waha si¢
od 9 do 10 lat. Mediana przezycia chorych na AA typu dzikiego (nie posiadajacy mutacji,

IDH-) jest znacznie nizsza i wynosi okoto 2 lat, a $redni wiek osob, u ktorych guz zostat

Rycina 1. Gwiazdziak anaplastyczny: A- obraz otrzymany technika MRI T2 (ang. T2-
weighted magnetic resonance imaging) [zmodyfikowane na podstawie Weller, 2015], B- przekrgj
poprzeczny mozgu z duzym, stabo zaznaczonym guzem w lewym obszarze czotowo-skroniowym
bez razacej martwicy i ognisk krwotocznych [httpl], C- obraz histologiczny AA (10x) otrzymany
przez barwienie hematoksyling—eozyna [http2].

Pod wzgledem histologicznym, AA charakteryzuje si¢ anaplazja oraz
bogatokomorkowoscig. W  obrebie guza moga wystepowaé rdéwniez obszary
ubogokomoérkowe, jednak z wysokim indeksem mitotycznym (Ryc 1C). W obrazie z
magnetycznego rezonansu jadrowego (MRI — ang. magnetic resonance imaging)
zauwazalny jest nieregularny ksztatt guza oraz brak wyrazniej granicy pomiedzy tkanka
prawidlowa, a stransformowang (Ryc. 1A-B). Bardzo czesto centralng cze$¢ guza stanowi
rdzen nekrotyczny (Ryc 1C), natomiast brak charakterystycznych dla GBM, palisadowych
ognisk martwiczych [Caccese, 2020; Grimm, 2016].
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1.1.2. Glejak wielopostaciowy

Glejak wielopostaciowy (GBM, tac. glioblastoma multiforme) jest najbardziej
inwazyjnym oraz najczesciej wystepujagcym guzem moézgu (Ryc. 2), ktory dotyka przede
wszystkim osoby pomigdzy 55 a 85 rokiem zycia. Mediana przezycia chorych wynosi
zaledwie 16 miesiecy, a jedynie 1-3% pacjentéw przezywa wigcej niz 3 lata. GBM moze
rozwija¢ si¢ de novo, jako guz pierwotny (pierwszorzedowy) badz poprzez transformacje
glejakdéw o nizszym stopniu ztosliwosci, jako GBM wtorny (drugorzedowy). Biorage pod
uwage obecno$¢ mutacji w obrgbie genu IDH, glejak wielopostaciowy typu dzikiego
(IDH-) stanowi ponad 90% przypadkéw i1 dotyczy gtownie 0sob powyzej 55 roku zycia.
Najczesciej odpowiada on klinicznie zdefiniowanemu glejakowi pierwotnemu. Znacznie
rzadszy (okoto 10%) mutant IDH (IDH+) wystepuje glownie jako guz wtdrny u pacjentow
ponizej 45 roku zycia [Louis, 2016; Bigos, 2014]. Jak udowodniono, GBM IDH+ jest
bardziej wrazliwy na terapi¢ w porownaniu do typu dzikiego. Mediana czasu przezycia
pacjentéw IDH- i IDH+, u ktorych zastosowano resekcje chirurgiczng i radioterapi¢, wynosi
odpowiednio 10 i 24 miesigce. Dodatkowe zastosowanie chemioterapeutykoéw wydtuza ten

czas do 15 (GBM pierwotny) i 31 miesigecy (GBM wtoérny) [Ohgaki, 2013].
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Rycina 2. Glejak wielopostaciowy: A- obraz otrzymany technika MRI T2 [zmodyfikowane na
podstawie Weller, 2015], B- przekrdj poprzeczny mézgu z widocznym guzem, w obrebie ktorego
znajdujg si¢ obszary martwicy i ogniska krwotoczne [http3], C- obraz histologiczny GBM (10x)
uzyskany przy pomocy barwienia hematoksyling—eozyng z widocznym palisadowym uktadem
komorek (zaznaczone strzatkg) wokot ognisk nekrotycznych (ON) [http4].

W obrazie histopatologicznym (Ryc. 2C) oba typy GBM sa bardzo podobne. Cechuja
si¢ bogatokomdrkowoscig oraz wysokim wskaznikiem proliferacji. Dodatkowo w obrazie
mikroskopowym obserwowane sa palisadowe uklady komoérek wystepujace wokot ognisk
nekrotycznych. Typowe dla GBM jest réwniez swoiste unaczynienie oraz obecno$¢ struktur
Scherera, czyli nagromadzenie komorek nowotworowych w poblizu neuronéw oraz naczyn
krwionos$nych. Taka lokalizacja transformowanych nowotworowo komoérek §wiadczy o ich

wysokim potencjale migracyjnym i inwazyjnym [Bigos, 2014].
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1.2.Molekularne podloze transformacji glejakow

Transformacja nowotworowa glejakow zwigzana jest z wystgpowaniem mutacji w
obrebie genow, ktorych produkty sg zaangazowane w przekazywanie sygnatu od btony
komorkowej do jadra. W glejakach, konsekwencja nieprawidlowej ekspresji tych gendw jest
aktywacja kluczowych szlakéw sygnalowych odpowiedzialnych za przezycie komorek:
RAS-RAF-MEK-ERK (ang. RAS — Ras protein, RAF — rapidly accelerated fibrosarcoma,
MEK — mitogen activated protein kinase, ERK — extacellular signal-regulated kinase) i
PI3K-AKT/PKB-mTOR (ang. PI3K — phosphoinositide 3-kinase, AKT/PKB — protein
kinase B, mMTOR — mammalian target of rapamycin kinase) oraz inaktywacja szlakow

kontrolowanych przez biatka: RB (ang. retinoblastoma) i P53 (ang. tumor protein 53).

1.2.1. Szlak RAS-RAF-MEK-ERK

RAS-RAF-MEK-ERK to wewnatrzkomorkowy szlak transdukcji sygnalu, ktory
odpowiada za regulacje proliferacji, przezycia i réznicowania komorek. W przypadku
nowotworow, bardzo czesto obserwowane sg abberacje wystgpujace w obrebie genow
kodujacych te biatka, ktore skutkuja nadmierng aktywacjg szlaku oraz niekontrolowanym
wzrostem guza.

Pierwszym elementem wspomnianego szlaku jest biatko RAS. Proteina w kompleksie
z trifosforanem guanozyny (GTP) przyjmuje aktywna konformacj¢, umozliwiajaca wigzanie
I aktywacje efektorow nizszego rzedu, np. RAF. Mutacje w genie RAS wystepuja w ponad
30% wszystkich nowotworow, jednak sporadyczne w GBM (2%). Co ciekawe, mimo braku
zmian w obrgbie genu, w ponad 50% glejakow obserwuje si¢ znaczacy wzrost poziomu
biatka RAS [Degirmenci, 2020; Nakada, 2011; Jeuken, 2007].

CR1 y  EBR PSR - R 5
Domena Begion — Domena o
[ . S/T
L wigzaca RAS n bogaty i A wiasciwosciach kinazy
N-koniec cysteing C-koniec

Rycina 3. Struktura kinazy RAF [opracowanie wlasne]; S/T — region bogaty w seryne i treoning;
CR1- region zawierajacy domene¢ wiazaca RAS; CR2 - region bogaty w seryne i treoning; CR3 —
region o wlasciowosciach kinazy.

Efektorem aktywnego biatka RAS jest serynowo-treoninowa kinaza RAF. Moze ona

wystepowac¢ w trzech izoformach: ARAF, BRAF i CRAF, przy czym to BRAF odgrywa
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najwieksze znaczenie w onkogenezie. Wszystkie warianty biatka w swojej budowie
posiadajg trzy konserwatywne regiony: CR1 — zawiera domen¢ wiazaca RAS; CR2 - jest
bogaty w seryne i treoning oraz CR3 — posiada wlasciwosci kinazy (Ryc. 3). Mutacje w
obrebie genu RAF, podobnie jak RAS, rzadko wystepuja w przypadku ztosliwych glejakow
[Degirmenci, 2020, Nakada, 2011].

Aktywne RAF fosforyluje reszty serynowe kinazy MEK w pozycjach 217 i 221.
Biatko MEK, bedace kinazg o podwdjnej specyficznosci, ma zdolnos¢ do fosforylacji
zarowno tyrozyny, jak i treoniny kinazy ERK, odpowiednio w pozycjach 185 i 183.
Aktywowane w ten sposob biatko przemieszcza si¢ do jadra i aktywuje czynniki
transkrypcyjne, pobudzajace cykl komoérkowy oraz hamujace apoptoze. Nadmierna
transmisja tego sygnatu prowadzi do transformacji komorek 1 opornosci na indukcje
zaprogramowanej $mierci [Nakada, 2011].

Ze wzgledu na sporadyczne mutacje w obrebie genow RAS, RAF i MEK, nadmierne
przekazywanie sygnatu przezycia poprzez szlak RAS-RAF-MEK-ERK wystepujace w
glejakach, przypisywane jest nadekspresji gendow kodujacych receptory EGFR (ang.
endothelial growth factor receptor) i PDGFR (ang. platelet-derived growth factor receptor),
ktorych pobudzenie prowadzi do aktywacji zwigzanych z nimi biatek RAS. U ponad potowy
pacjentow z GBM wystepuja nieprawidtowosci w obrebie genu EGFR w postaci jego
amplifikacji badZz mutacji EGFRVIII (wariant III mutacji EGFR), prowadzacej do
sygnalizacji niezaleznej od liganda (Ryc. 4). Znacznie rzadziej (ok 15%) wystepuje
amplifikacja receptora czynnika wzrostu pochodzenia ptytkowego alfa (PDGFRa).
Alternatywny mechanizm aktywacji biatka RAS zachodzi z udziatem kinazy c-src (ang.
cellular proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase), ktorej zwigkszony poziom rowniez
obserwowany jest w GBM [Nakada, 2011].

W glejakach niekiedy dochodzi tez do unieczynnienia genu supresorowego NF1,
kodujacego biatko NF1 (ang. neurofibromin 1). Odpowiada ono za inaktywacje biatka RAS,

a brak jego funkcjonalno$ci powoduje niekontrolowang proliferacj¢ [Nakada, 2011].
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Rycina 4. Uproszczony schemat transmisji sygnatu za pomocg szlaku RAS-RAF-MEK-ERK w
glejakach i jego regulatory [opracowanie wiasne]. Nadmierne pobudzenie szlaku zwigzane jest z
amplifikacja genéw EGFR badz PDGFR oraz obecnosciag mutacji EGFRVIII, prowadzaca do
sygnalizacji niezaleznej od obecnosci liganda. W odpowiedzi na sygnat z tych receptoréw badz
poprzez kinaze c-src dochodzi do aktywacji biatka RAS, ktére aktywuje kinazg serynowo-
treoninowa RAF. Ta z kolei fosforyluje kinaz¢ MEK, odpowiedzialng za przylaczenie reszty
fosforanowej w obrebie ERK. Aktywowane ERK przemieszcza si¢ do jadra, aktywujac czynniki
transkrypcyjne zaangazowane w cykl komoérkowy i hamowanie apoptozy. Kolorem niebieskim
zaznaczono zwigkszony, a czerwonym zmniejszony poziom biatek w komorkach glejakow.

1.2.2. Szlak PI3BK-AKT/PKB-mTOR

PI3K-AKT/PKB-mTOR to kolejny szlak przezycia, ktorego pobudzenie obserwowane
jest w niemal 90% glajakoéw (Ryc. 5).

Pierwszym elementem tego szlaku jest kinaza lipidowa PI3K, zaangazowana
w proliferacje¢, réznicowanie, migracje, metabolizm 1 przezycie komoérek. Rodzina PI3K
obejmuje trzy klasy (I, Il i III), w ktorej kazda zbudowana jest z podjednostki katalitycznej
oraz regulatorowej. Kinazy klasy I mogg by¢ aktywowane przez sygnaly receptorow
zwigzanych z kinazami tyrozynowymi (klasa IA) badz biatkami G (klasa IB). Aktywne PI3K
klasy 1 katalizujg przeksztatcanie 4,5-difosforanu fosfatydyloinozytolu (PIP2) w 3,4,5-
trifosforan fosfatydyloinozytydu (PIP3) — czastke sygnatowa rekrutujaca do btony szeroka
game biatek sygnalowych. Aktywnosci tej nie majg pozostate dwie klasy PI3K (111 III). Ilo§¢
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PIP3 w blonie komorkowej jest regulowana m.in. przez fosfataz¢ PTEN (ang. phosphate
andtensin homolog deleted on chromosomel0). Biatko to katalizuje reakcj¢ odlaczania
grupy 3’-fosforanowej od 3,4,5-trifosforanu fosfatydyloinozytolu i tym samym hamuje
przekazywanie sygnatu przezycia poprzez szlak PISK-AKT/PKB-mTOR. Utrata funkcji
PTEN w wyniku delecji genu lub mutacji w jego obrgbie obserwowana jest u ok. 40%
chorych na GBM i prowadzi do konstytutywnej aktywacji wspomnianego szlaku, co

sugeruje supresorowy charakter tej fosfatazy.
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Rycina 5. Uproszczony schemat transmisji sygnatu za pomoca szlaku PISBK-AKT/PKB-mTOR w
glejakach i jego regulatory [opracowanie wtasne]. W odpowiedzi na sygnat z receptorow EGFR badz
PDGFR dochodzi do aktywacji kinazy PI3K, ktéra fosforyluje serynowo-treoninowa kinaz¢ AKT.
Proteina, poprzez interakcje z biatkami zaangazowanymi w przebieg apoptozy, hamuje ten proces a
takze odpowieda za fosforylacjc mTOR. W konsekwencji dochodzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za przezycie. Negatywnym regulatorem PI3K jest fosfataza
PTEN, ktorej zmniejszony poziom obserwowany jest w glejakach. Kolorem niebieskim zaznaczono
zwickszony, a czerwonym zmniejszony poziom biatek w komorkach glejakow.

Gltownym efektorem PI3K jest kinaza serynowo — treoninowa AKT (PKB),
odpowiedzialna za fosforylacje wielu bialek zaangazowanych w podstawowe procesy
komorkowe. U ssakow wystepuja trzy izoformy AKT/PKB: AKT1 (PKBa), AKT2 (PKBp)
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I AKT3 (PKBy), w strukturze ktorych wyrozniono trzy domeny: N-terminalng domen¢ PH
(ang. pleckstrin homology domain), centralng domeng kinazowa oraz C-terminalng domeng
regulatorowg (Ryc. 6). Aktywnos$¢ kinazy zapewnia fosforylacja treoniny (T308 (AKTL1),
T309 (AKT2) badz T305 (AKT3)) i seryny (S473 (AKT1), S474 (AKT2) badz S472
(AKT3)), zachodzaca z udziatlem PDKI1 (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1)
zaleznej od PIP3. Zwigkszona aktywnos¢ AKT/PKB, badz amplifikacja genu kodujacego to
biatko, obserwowana jest w okolo 80% glejakéw. Skutkuje to opornoscig komorek
nowotworowych na indukcj¢ zaprogramowanej $§mierci. Kinaza AKT ma bowiem zdolnos$¢
do hamowania apoptozy, oddziatujac z biatkami zaangazowanymi w regulacje tego procesu.
Fosforylujac proapoptotyczne biatko Bad (ang. Bcl-2-associated death promoter)
uniemozliwia jego wigzanie z Bcl-XL (ang. B-cell lymphoma-extra large) i tym samym
blokuje uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy. Innym biatkiem z
rodziny Bcl-2, ktorego aktywnos$¢ rowniez jest hamowana przez AKT/PKB jest biatko Bax
(ang. Bcl-2-associated X protein), zwigkszajace przepuszczalnosc blony komorkowe;j.
Kolejnym celem kinazy, zaangazowanym w proces apoptozy, jest kaspaza 9. Nieprawidtowa
fosforylacja nieaktywnej prokaspazy 9 hamuje jej proteolityczne dojrzewanie,
uniemozliwiajac tym samym jej aktywacje i pobudzenie kaspaz efektorowych. Co ciekawe,
AKT/PKB zwigksza rowniez ekspresje genéw kodujacych biatka antyapoptotyczne: Mcl-1
(ang. induced myeloid leukemia cell differentiation protein) i Bcl-2 [Krzeslak, 2010;
Jakubowicz-Gil, 2009; Cheng, 2008].

T308/T309/T305 SA473/S474/5472
|
1 tacznik v ¢ 480
e Domena
Domena PH Domena kinazowa ==
; regulatorowa .
N-koniec C-koniec

Rycina 6. Struktura AKT. W domenie katalitycznej i regulatorowej zaznaczono reszty treoniny i
seryny, ktorych fosforylacja jest konieczna do aktywacji izoform AKT: AKT1 -T308i S473, AKT2
—T309, S474, AKT3 — T305 i S472 [opracowanie wlasne].

Efektorem biatka AKT/PKB jest rowniez serynowo-treoninowa kinaza mTOR, ktéra
wystepuje w dwoch funkcjonalnie odrebnych formach, jako mTORC1 (ang. mammalian
target of rapamycin complex1) i mTORC2 (ang. mammalian target of rapamycin
complex 2). Pierwsza z nich umozliwia translacje biatek kluczowych dla proliferacji i
przezycia, druga za$, poprzez regulacje funkcji cytoszkieletu, wptywa na migracj¢ komorek

nowotworowych [Saxton, 2017].
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Podobnie jak w przypadku szlaku RAS-RAF-MEK-ERK, nadmierna aktywnos$é
szlaku PIBK-AKT/PKB-mTOR zwigzana jest rowniez z nadekspresja gendw kodujacych
receptory EGFR i PDGFR, a takze konstytutywnym pobudzeniem receptorow EGFRvIII
[Nakada, 2011].

1.3.Metody terapeutyczne

Gloéwnym celem terapii u chorych z rozpoznanym gwiazdziakiem anaplastycznym
badz glejakiem wielopostaciowym jest przedtuzenie oraz poprawa jakosci zycia. Aktualnie,
obok resekcji chirurgicznej stosowana jest radio- i chemioterapia jako podstawowe metody

leczenia.

1.3.1. Leczenie operacyjne

Poczatkowym postepowaniem stosowanym w leczeniu glejakow jest zabieg
chirurgiczny. Jego przebieg zalezy od wielu czynnikéw, m.in.: wieku i stanu ogdlnego
pacjenta, a takze, w przypadku choroby nawrotowej, czasu od ostatniej operacji. Jednak
najwigksze znaczenie ma umiejscowienie i wielko$¢ guza oraz jego odlegto$¢ od waznych
czynno$ciowo struktur mozgu. Ze wzgledu na wyjatkowo naciekajacy charakter
gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego makroskopowe usunigcie tkanki
nowotworowej jest praktycznie niemozliwe. Dlatego leczenie operacyjne ma na celu
maksymalne usuni¢cie guza, ktore nie doprowadzi do deficytu neurologicznego. Mediana
przezycia chorych, u ktorych zastosowano wylacznie leczenie chirurgiczne w postaci
maksymalnie radykalnego wycigcia guza wynosi okoto 13 miesigcy, podczas gdy $redni
czas przezycia pacjentow, u ktorych usunieto jedynie czesci guza wynosi 9 miesiecy. Obok
redukcji wielkosci tkanki nowotworowej, gtéwnym celem leczenia chirurgicznego jest
pozyskanie materialu do badania histopatologicznego, ktére umozliwi okreslenie typu
nowotworu oraz zaplanowanie dalszych strategii terapeutycznych. W przypadku guzow
nieoperacyjnych jedynym sposobem na okreslenie rodzaju nowotworu jest biopsja otwarta
lub stereotaktyczna [Grimm, 2016; Bigos, 2014; Stupp, 2007].

Skutecznos$¢ leczenie chirurgicznego w przypadku AA i GBM nie jest wysoka, dlatego

w leczeniu pooperacyjnym stosowana jest radio- i chemioterapia.
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1.3.2. Radioterapia

Radioterapia jest standardowa metoda leczenia pooperacyjnego, stosowang
w przypadku rozpoznania nowotworu anaplastycznego. Rodzaj wykorzystanej metody
radioterapeutycznej zalezy od stanu neurologicznego pacjenta i jego rokowan, a takze od
rozlegtosci zastosowanego uprzednio zabiegu chirurgicznego. Aktualnie na szeroka skale
stosowany jest schemat radioterapii frakcjonowanej, zaktadajacej podanie tacznej dawki
60 Gy w ciggu 30 — 33 seansOw napromieniania. Wykazano bowiem, ze taki model leczenia
maksymalnie wydhuza zycie pacjenta. Mediana przezycia chorych, u ktoérych zastosowano
dawki w zakresie 51 — 60 Gy, to okoto 42 tygodnie, podczas gdy dla 50 Gy wynosi ona 28
tygodni. Napromieniowanie wyzszymi dawkami nie wykazuje istotnych ro6znic [Balloni,
2019; Bigos, 2014; Stupp, 2007].

W przypadku guzow o $rednicy nie przekraczajacej 3,5 — 5cm stosowane jest leczenie
stereotaktyczne badz brachyterapia $rédtkankowa. Metody te polegaja na naswietlaniu
wysoka dawka promieniowania matego obszaru guza w krotkim czasie. Wykorzystywane
dawki prowadza do catkowitego zniszczenia struktur w napromieniowanym obszarze,
dlatego do zabiegu rekrutowane sg tkanki o malej zawartosci komoérek prawidtowych.
Przyktadem moze by¢ radiochirurgia stereotaktyczna, polegajaca na jednorazowym podaniu
dawki 15 — 16 Gy (na objgtos¢ guza okoto 10 ml) oraz stereotaktyczna frakcjonowana
radioterapia, gdzie dawka catkowita wynosi 36 — 50 Gy i jest podawana we frakcjach
3,5 -5 Gy (na objetos¢ guza 14 — 15 ml). Brachyterapia z kolei pozwala na rownomierny
rozktad promieniowania w matej objetosci (maksymalna Srednica guza to okoto 5 cm), ktéry
mozliwy jest dzigki wprowadzeniu do guza badz lozy pooperacyjnej izotopodw
promieniotworczych. Dawka podana w ciagu 5 dni odpowiada, trwajacej okoto 6 tygodni,
radioterapii frakcjonowanej. Aktualnie stosowana jest w leczeniu paliatywnym w

skojarzeniu z hipotermig [Balloni, 2019; Bigos, 2014; Stupp, 2007].
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1.3.3. Chemioterapia

Chemioterapia, obok radioterapii, jest gldownym narzedziem stosowanym w leczeniu
pooperacyjnym pacjentow chorych na gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka
wielopostaciowego. Ma na celu usunigcie ewentualnych mikroprzerzutow oraz ochrone
przed nawrotem choroby, a takze poprawe jakosci zycia u 0sob leczonych paliatywnie. W
przypadku glejakow, zastosowanie klasycznej chemioterapii ma ograniczone mozliwosci ze
wzgledu na konieczno$¢ przej$cia stosowanych preparatow przez barier¢ krew-mozg.
Dodatkowo guzy o wyzszym stopniu zloSliwosci charakteryzuja si¢ niska
chemiowrazliwoscia pierwotng oraz wysoka opornoscig na stosowane formy leczenia. U
podtoza tego zjawiska lezy wiele mechanizméw, zwigzanych m. in. z hamowaniem procesu
apoptozy, aktywacja mechanizméw naprawy DNA czy tez nadmierng aktywacja procesow
detoksykacji ksenobiotykow. Jednak w zdecydowanej wigkszosci, zjawisko oporno$ci
zwigzane jest z wzmozong ekspresja bialek z rodziny ABC (ang. ATP-binding cassette
transporter), ktore dziatajac jako eksportery, uniemozliwiajg osiggni¢cie stezenia
terapeutycznego w komorkach nowotworowych. Wnikanie cytostatykow do mézgu moze
by¢ rowniez utrudnione przez nieprawidlowy rozwoj naczyn wtosowatych w obrebie guza.
Obecnie, ze wzgledu na malg mase czasteczkowa i lipofilny charakter, zastosowanie w
leczeniu glejakow TII° i IV© stopnia ztosliwosci, znalazty pochodne nitrozomocznika:
karmustyna (BCNU), lomustyna (CCNU), nimustyna (ACNU), prokarbazyna (PCB) i
temozolamid (TMZ). Sposrdd nich najskuteczniejszy i najczesciej stosowany jest ten ostatni
[Davis, 2016; Taal, 2015; Fijuth, 2013; Stupp, 2007].

1.3.3.1. Temozolomid

Temozolomid (8-karbomoilo-3-metyloimidazo [5,1-d]-1,2,3,5-tetrazyn-4(3H)-on;
TMZ) jest zwigzkiem o najlepiej udokumentowanej skuteczno$ci w stosunku do
wysokozto§liwych glejakow pochodzenia astrocytarnego. Jest doustnym prolekiem o blisko
100% biodostgpnosci, ktory w fizjologicznym pH hydrolizuje do formy posredniej 3-
metylotriazen-1-ylo-imidazolo-4-karboksamidu (MTIC). Ten z kolei ulega rozpadowi do
kationu dimetylodiazoniowego, bedacego wtasciwym lekiem przeciwnowotworowym oraz
produktu ubocznego — AIC (5-aminoimidazolo-4-karboksamid). Terapeutyczne dziatanie
temozolomidu opiera si¢ na metylacji atomu tlenu znajdujacego si¢ w pozycji C-6 guaniny.

Obecnosé  OPmetylo-guaniny prowadzi do tranzycji pary guanina-cytozyna na

27



metyloguanina-tymina, co skutkuje zablokowaniem cyku komorkowego w fazie G2/M
(Ryc. 7) [Darkes, 2002].

Temozolomid (TMZ) 3-metylotriazen-1-ylo-imidazolo- Kation 5-aminoimidazolo-4-
4-karboksamid (MTIC) dimetylodiazoniowy karboksamid (AIC)
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Rycina 7. Schemat hydrolizy temozolomidu do formy aktywnej (kationu dimetylodiazoniowego) i
tworzenie O°metylo-guaniny [opracowanie wiasne].

Aktualnie temozolomid stosowany jest w dawce 75 mg/m? na dobe w leczeniu
skojarzonym z celowang radioterapig (60 Gy podawane w 30 dawkach). Po zakonczeniu
terapii wprowadzane jest leczenie uzupetiajace z wykorzystaniem TMZ, obejmujace 6
cykli dawka 150 — 200 mg/m?. Udowodniono, ze taki schemat postepowania korzystnie
wplywa na czas przezycia pacjentow, u ktorych zdiagnozowano GBM. Odsetek dwuletniego
przezycia chorych, u ktérych zastosowano wyltacznie radioterapi¢ badz terapi¢ skojarzona z
TMZ wynosi odpowiednio 10% i 26%. Co ciekawe, leczenie temozolomidem jest bardziej
skuteczne u pacjentow, u ktorych wystepuje metylacja promotora genu MGMT (ang. O-6-
methylguanine-DNA methyltransferase), kodujacego metylotransferaze metyloguaniny,

odpowiedzialng za mechanizmy naprawy DNA [Bigos, 2014; Fijuth, 2013].
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1.3.4. Nowe strategie terapeutyczne

Leczenie glejakow jest bardzo trudne zarowno ze wzgledu na sama lokalizacj¢ guzow
i naciekajgcy charakter, jak i z powodu wysokiej oporno$ci na stosowane formy leczenia.
Dlatego poszukiwane sa wciagz nowe zwigzki, ktore umozliwilyby skuteczniejsze
eliminowanie komodrek glejakow. Duze nadzieje wigze si¢ 2z inhibitorami
wewnatrzkomorkowych szlakow przekazywania sygnatu, takimi jak: RAS-RAF-MEK-ERK
i PIBK-AKT/PKB-mTOR, ktorych nadmierna aktywnos$¢ obserwowana jest w glejakach.
Naleza do nich sorafenib (inhibitor kinazy RAF) oraz syntetyczna pochodna naturalnego
flawonoidu kwercetyny — LY294002 (inhibitor kinazy PI3K).

1.3.4.1. Sorafenib

Sorafenib (BAY43-9006, Nexavar) jest stosowany w leczeniu nieoperacyjnego raka
watrobowokomorkowego i1 zaawansowanego raka nerkowokomorkowego. Zwigzek ten
posiada wlasciwosci antyproliferacyjne oraz przeciwangiogenne, a jego dziatanie opiera si¢
na hamowaniu wewnatrzkomorkowego szlaku przekazywania sygnatu RAS-RAF-MEK-
ERK. Lek jest inhibitorem serynowowo-treoninowych kinaz RAF (CRAF, BRAF, V600E
BRAF) oraz receptorowych kinaz tyrozynowych: c-KIT (ang. stem cell factor receptor) i
FLT-3 (ang. fms-related tyrosine kinase receptor 3), wyst¢pujacych w obrebie komorek
nowotworowych. Co ciekawe, hamuje rowniez aktywno$¢ kinazy CRAF oraz receptorow:
VEGFR-2, VEGFR-3 (ang. VEGFR- vascular endothelial growth factor receptor) i
PDGFR-B (ang. platelet-derived growth factor receptor-f) zlokalizowanych w $cianach
naczyn krwionos$nych guza (Ryc. 8) [Lacouture, 2008; Wilhelm, 2008]. W konsekwencji
blokowany jest rozw6j naczyn krwiono$nych a komorki nowotworowe wprowadzane sg na
droge zaprogramowane] S$mierci. Prowadzi to do zahamowania wzrostu guza oOraz
wydtuzenia czasu przezycia. Wspomniane wlasciwosci sklonity naukowcoéw 1 lekarzy do
wykorzystania sorafenibu w terapii glejakow. Jak wynika z przeprowadzonych badan I fazy
klinicznej, monoterapia sorafenibem nawracajacych glejakow 0 wysokim stopniu
ztosliwosci wydtuza czas wolny od progresji do okoto 3 miesiecy. Co wigcej, wpltywa
rowniez na dhlugos¢ catkowitego przezycia chorych na GBM oraz AA od momentu
rozpoczgcia leczenia sorafenibem i wynosi odpowiednio 6 i 10 miesigcy [Hassler, 2014,
Siegelin, 2010].

29



KOMORKI GUZA NACZYNIE GUZA

FLT-3 VEGFR:2i3

PDGFR-B
c- KIT §

9@0“9

sorafenib

| &
CRAF, 5

—> BRAF, —’IEI 4+— | CRAF |[«—— | Ras

V600E BRAF l

|

Zahamowanie proliferacji i angiogenezy

Rycina 8. Schemat dziatania sorafenibu [opracowanie wtasne na podstawie: Lacouture, 2008;
Wilhelm, 2008].

1.3.4.2. LY294002

LY294002 (2-4-morfolinylo-8-fenlochromon)  jest morfolinowa pochodng
kwercetyny, bedaca inhibitorem szlaku PI3K-AKT/PKB-mTOR (Ryc. 9). Mechanizm
dziatania przeciwnowotworowego zwigzku opiera si¢ na hamowaniu aktywnos$ci kinazy
PI13K, co prowadzi do defosforylacji kinazy AKT oraz zatrzymania cyklu komorkowego w
fazie GO. Wykazano, ze zwigzek ten hamuje rowniez aktywnos¢ innych kinaz biatkowych,
takich jak CK2 (ang. casein kinase Il) i PIM1 (ang. Pim-1 proto-oncogene), ktorych
podwyzszony poziom obserwowany jest w wielu typach nowotworow. Bialka te dziataja
jako supresory apoptozy oraz promotory przezywalnosci, dlatego zastosowanie inhibitorow
tych enzymow moze znaczaco zwigkszyc¢ skutecznos¢ leczenia przeciwnowotworowego. Co
wigcej, LY294002 jest bezposrednio zaangazowany w hamowanie aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, bioragcego udzial w regulacji apoptozy, cyklu komorkowego i
proliferacji [Avni, 2012; Jiang, 2010; Gharbi, 2007].
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Rycina 9. Schemat aktywnosci przeciwnowotworowej LY294002 [na podstawie Avni, 2012; Jiang,
2010].

Badania in vitro wykazaty, ze LY294002 posiada wtasciwos$ci antyproliferacyjne oraz
proapoptotyczne w stosunku do komorek glejakow (linie U-87, U251, U373-MG). Co
cickawe, zaobserwowano, ze zwigzek ten stosowany w terapii skojarzonej z
temozolomidem, znaczaco nasila cytotoksyczno$¢ chemioterapeutyku [Haas, 2018; Chen,
2012].
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2. Programowana Smier¢ komorki

Smieré komoérki, obok proliferacji, jest podstawowym procesem umozliwiajacym
utrzymanie homeostazy. Obejmuje ona dwa szeroko zdefiniowane mechanizmy:
zaprogramowang $mier¢ komorki (PCD — ang. programmed cell death) oraz
nieprogramowang $mier¢ (martwice). Podczas gdy nekroza jest zjawiskiem biernym, PCD
jest genetycznie zaprogramowanym procesem, inicjowanym w odpowiedzi na okre§lony
sygnat, §cisle kontrolowany przez ztozone, wewnatrzkomoérkowe mechanizmy regulacyjne.
Wyro6znia si¢ wiele typow zaprogramowanej $mierci, jednak najdoktadniej poznany zostat
jej 1 typ, czyli apoptoza oraz typ Il, czyli autofagia [Jan, 2019; Mishra, 2018].

Indukcja zaprogramowanej smierci w komorkach nowotworowych ma fundamentalne

znaczenie w terapii przeciwnowotworowey.
2.1. Apoptoza

Apoptoza (z gr. apo — oddzielony, ptosis — opadanie lisci) jest $cisle regulowanym
mechanizmem, pozwalajacym na eliminacj¢ zb¢dnych badz uszkodzonych komorek, w tym
rowniez tych, ktore ulegly transformacji nowotworowej. Indukcja apoptozy w takim
przypadku ma ogromne znaczenie W hamowaniu zar6wno Wzrostu guza, jak i tworzeniu
przez niego przerzutow. W zalezno$ci od rodzaju bodzcow inicjujacych proces wyrdznia si¢
szlak zewngtrzny (receptorowy) oraz wewnetrzny (mitochondrialny) (Ryc. 10). Niezaleznie
od $ciezki, jaka przebiega apoptoza, obejmuje ona trzy etapy: indukcyjny, wykonawczy 1
degradacji [Jan, 2019; Mishra, 2018].

Etap indukcyjny, czyli inicjacja procesu apoptozy zwigzana jest z aktywacja
charakterystycznych dla niej enzymow — kaspaz. Sa to proteazy cysteinowe dokonujgce
cigcia proteolitycznego biatlek w poblizu reszt kwasu asparaginowego. Enzymy te w
zalezno$ci od etapu apoptozy, na ktorym sg aktywowane zostaty podzielone na kaspazy
inicjatorowe/indukujace (kaspazy 8 i 9) oraz wykonawcze/efektorowe (kaspazy 3, 61 7). W
zywych komoérkach proteazy wystepuja najczesciej w formie nieaktywnych zymogenow, w
strukturze ktorych wyroznia si¢ mata podjednostke C-koncowg polgczong za pomocy
facznika z duza podjednostke p20, a takze prodomene N-koncowa. Aktywacja kaspaz
efektorowych zachodzi pod wptywem sygnatu inicjujacego, ktory odbierany jest przez
kaspazy inicjatorowe. Enzymy te w komoérce wystepuja w formie monomeréw, a ich
aktywacja mozliwa jest dzigki dimeryzacji, odcigciu prodomeny N-koncowej i proteolizie

facznika. Ich substratami sg prokaspazy efektorowe, ktorych aktywacja zachodzi pod
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wplywem cigcia proteolitycznego w czeSci N-terminalnej, czego konsekwencja jest
utworzenie heterodimeru, a nastgpnie funkcjonalnego heterotetrameru [Pfeffer, 2018;
Paduch, 2015].

Szlak wewnatrzpochodny

biatka z rodziny Bcl-2 zawierajace
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Rycina 10. Przebieg procesu apoptozy szlakiem zewnatrzpochodnym i wewnatrzpochodnym
[opracowanie wlasne]. Szczegotowy opis w tekscie rozprawy (Rozdziat 2.1. Apoptoza).

Czynnikami indukujacymi apoptozg¢ przebiegajaca droga zewnatrzpochodna sa
niedobory czynnikow wzrostowych i substancji odzywczych, a takze lokalnie podwyzszony
poziom hormondw i cytokin. Szlak ten aktywowany jest rowniez przez czynniki fizyczne,
takie jak promieniowanie jonizujace 1 temperatura, a takze chemiczne, np. cytostatyki
stosowane w trakcie chemioterapii. Wspomniane czynniki indukujace powoduja pobudzenie
blonowych receptorow $mierci (TNF — ang. tumor necrosis factor), wsrod ktorych
wyrézniamy: TRAIL-R1 i TRAIL-R2 (ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand-R1 i
R2), TNF-R1 i TNF-R2 (ang. tumor necrosis factor receptor 1 i 2) oraz Fas (inaczej Apol
(ang. apoptosis antigen 1) lub CD95 (ang. cluster of differentiation 95)). Wszystkie rodzaje
TNF posiadaja dwie funkcjonalnie odmienne domeny: zawnatrzkomorkowa i1
wewnatrzkomorkowa, nazywana roéwniez domeng $mierci (DD- ang. death domain).
Pierwsza z nich odpowiada za przytaczenie liganda do receptora, druga za$ wigze biatka
cytoplazmatyczne: FADD (ang. Fas-associated death domain protein) oraz TRADD (ang.
TNFR1-associated death domain). W obr¢bie FADD znajduje si¢ efektorowa domena
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$mierci (DED, ang. death effector domain), ktora umozliwia zwigzanie prokaspazy 8.
Dodatkowe przytaczenie biatka RIP (ang. receptor interacting protein) powoduje powstanie
kompleksu zapoczatkowujacego $mier¢ komoérki — DISC (ang. death-inducing signaling
complex), prowadzacego do aktywacji kaspazy 8 [Jan, 2019; Mishra, 2018; Paduch, 2015].

Czynniki indukujace apoptoze przebiegajaca z udziatem receptoréw moga rowniez
indukowa¢ mitochondrialny szlak apoptozy. Dodatkowo, ta $ciezka apoptozy uruchamiana
jest przez podwyzszone stezenie jonow Ca?* oraz reaktywnych form tlenu. Inicjatorami
procesu sg rowniez patogeny (wirusy, bakterie) oraz uszkodzenia DNA, w tym rowniez te
wywolywane przez cytostatyki. Wymienione czynniki powoduja otwarcie megakanatow
(PTP — ang. permeability transition pore), zlokalizowanych na styku wewnetrznej oraz
zewnetrznej btony mitochondrium. W konsekwencji dochodzi do obnizenia potencjatu
transblonowego i uwolnienia z mitochondrium cytochromu c¢ oraz czynnika AIF (ang.
apoptosis inducing factor) do cytoplazmy. Tam cytochrom c taczy si¢ z czynnikiem Apaf-1
(ang. apoptosis protease-activating factor 1). Proces ten wymaga naktadu energii i prowadzi
do odstonigcia domeny CARD (ang. caspase recruitment domain) Apaf-1, do ktorej wigze
si¢ prokaspaza 9. Tak utworzony kompleks, nazywany apoptosomem, umozliwia aktywacje
kaspazy 9 [Jan, 2019; Mishra, 2018; Paduch, 2015].

W regulacji mitochondrialnej $ciezki apoptozy kluczowa role petnia biatka z rodziny
Bcl-2. Ich cechg charakterystyczng jest obecno$¢ homologicznych domen BH (ang.
homology domain): BH1, BH2, BH3 i BH4. Ze wzgledu na budowe oraz petnione funkcje
biatka Bcl-2 podzielono na trzy klasy:

e biatka antyapoptotyczne, posiadajace wszystkie domeny (Bcl-2, Bcl-XL, Al, Mcl-1),
e bialka proapoptotyczne, zawierajace domeny BH1, BH2 i BH3 (Bax, Bag, Bcl-XS,
Bock),
e czynniki hamujace aktywno$¢ wspomnianych biatek (Bid, Bim, PUMA, Noxa),
zawierajace wylacznie domene BH3.
Biatka proapoptotyczne biorg udzial w tworzeniu megakanatow, podczas gdy biatka
antyapoptoptczne (Bcl-2, Bcl-XL) tworzg z PTP heterodimery, hamujac tym samym
uwalnianie cytochromu c. Co wigcej, biatka Bcl-2 i Bel-XL w potaczeniu z czynnikiem
Apaf-1 hamujg powstawanie apoptosomu. Wiasciwo$ci antyapoptotyczne wspomnianych
biatek moga by¢ regulowane przez biatka Bid, Bad 1 Bik, ktére to unieczynniaja kompleks
Bcl-2/Bcl-XL [Kale, 2018; Paduch, 2015].
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Nastepujaca po etapie indukcji, faza wykonawcza jest wspolna dla obu szlakéw
apoptozy i polega na uruchomieniu kaskady kaspaz efektorowych (3, 6 i 7), degradujacych
zaroOwno biatka strukturalne, jak 1 enzymatyczne [Pfeffer, 2018; Reed, 2000].

Faza degradacji obejmuje pojawienie si¢ na powierzchni komorki ciatek
apoptotycznych, bedacych fragmentami chromatyny i organelli komérkowych otoczonych
btong. Zjawisko to poprzedzone jest obkurczaniem oraz zmiang ksztaltu i wielko$ci
komorki, ktorej powierzchnia ulega charakterystycznemu pofaldowaniu. Dochodzi do
kondensacji chromatyny, a pyknotyczne wowczas jadro ulega fragmentacji. W
konsekwencji w komorce obserwowane sg wspomniane ciatka apoptotycze, a zachowana
integralno$¢ blony zewnetrznej uniemozliwia wydostanie si¢ zawartosci komorki do
srodowiska, dzigki czemu nie wywotuje reakcji zapalnej. Ostatnim etapem apoptozy jest
fagocytoza fragmentéw komorki apoptotycznej przez makrofagi badz sasiadujace komorki

[Paduch, 2015; EImore, 2007].

2.2.Autofagia

Autofagia (z gr. auto — samo, phagy — zjadanie) jest podstawowym szlakiem
katabolicznym za pomoca ktérego, z wykorzystaniem lizosomow, degradowane sa
uszkodzone organella komorkowe i biatka. Ten $cisle kontrolowany proces bierze udziat w
utrzymaniu homeostazy oraz przezyciu komorek w warunkach stresowych. W przypadku
nowotworow, autofagia odgrywa dwojaka role. Z jednej strony, zahamowanie tego procesu
moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej na skutek akumulacji w komorce
uszkodzonych struktur. Z drugiej za$ nadmierna aktywno$¢ zwicksza przezywalnosé
komorek guza, co stanowi sposob ochrony przed radio- i chemioterapig. Eliminacja
uszkodzonych biatek zmniejsza wowczas skuteczno$é stosowanej terapii [Polewska, 2012].

W zalezno$ci od mechanizmu, za pomoca ktorego skladniki wewnatrzkomoérkowe
dostarczane s do lizosomu, autofagi¢ podzielono na mikroautofagie, makroautofagi¢ oraz
autofagie zachodzaca z udzialem biatek opiekunczych (ang. chaperones). Mikroautofagia
jest najprymitywniejszym typem autofagii i polega na endocytozie materiatu
cytoplazmatycznego. Mechanizm degradacji uszkodzonych biatek w przypadku autofagii
zaleznej od chaperonow obejmuje translokacje polipeptyddéw cytosolowych do lizosomu za
pomoca wspomnianych biatek opiekunczych [Yang, 2009].

Najczgsciej wystepujacym typem autofagii jest makroautofagia. W jej przebiegu

wyrdznia si¢ trzy etapy: inicjacje, czyli powstawanie autofagosomu (obejmujacg indukcje,
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nukleacj¢ 1 elongacj¢), dojrzewanie oraz degradacje (Ryc. 11). Inicjacja procesu podlega
Scistej kontroli przez bialka z rodziny Atg (ang. autophagy-related gene). W fazie indukcji
dochodzi do utworzenia kompleksu inicjujacego ztozonego z kinazy ULK1/2 (ang.
uncoordinated-51-like kinase) i biatek FIP200 (ang. focal adhesion kinase family
interacting protein of 200 kDa), Atgl01 oraz mAtgl13, w obrgbie ktorego ULK1/2
fosforyluje biatka FIP200 i mAtg113. Zapoczatkowuje tym samym powstawanie fagoforu —
podwdjnej blony w ksztalcie litery C, ktora w pozniejszych etapach autofagii, otacza
kompartment cytoplazmy przeznaczony do degradacji. Aktywno$¢ wspomnaniego
kompelsku regulowana jest przez kinazag mTORC1. W warunkach bogatych w sktadniki
odzywcze kinaza asocjuje z kompleksem inicjujgcym autofagie, powodujagc tym samym
zablokowanie jego aktywnos$ci. Z kolei deficyt sktadnikdw odzywczych prowadzi do
oddysocjowania mTORC1, w konsekwencji prowadzac do indukcji autofagii [Parzych,
2014; Polewska, 2012; Yang, 2009].

Kolejnym etapem powstawania autofagosomu jest nukleacja fagoforu, polegajaca na
stopniowym otaczaniu materiatu cytoplazmatycznego przeznaczonego do degradacji. Proces
mozliwy jest dzigki obecnosci kompleksu, sktadajacego sie z bialek PI3K, Atgl42, Vps34
(ang. vacuolar protein sorting 34), p150 oraz bekliny 1, a sktadniki budujace blong izolujaca
pochodzg z retikulum endoplazmatycznego, btony komorkowej lub aparatu Golgiego.
Nastepny etap obejmuje elongacje btony fagoforu, a jego prawidlowy przebieg pozostaje
pod kontrola dwéch ubikwitynopodobnych systeméw koniugacyjnych: Atgl2 — Atg5 oraz
LC3 — Il (ang. microtubule-associated protein light chain 3). Pierwszy z nich sktada si¢ z
biatek Atg: 5, 7,10, 12 oraz 16L. W poczatkowej fazie dochodzi do utworzenia
przejsciowego kompleksu bialek Atgl2-Atg7, ktoéry w obecnosci Atgl0 oddysocjowuje.
Biatko Atgl2 zostaje wowczas przeniesione na Atgl0, z ktorym rowniez tworzy nietrwate
potaczenie. Ostatecznie Atgl2 za pomoca wigzania amidowego tworzy nieodwracalne
potaczenie z Atg5. Do powstatego kompleksu asocjuje biatko Atgl6L, ktore nastepnie ulega
oligomeryzacji. Tak utworzony kompleks prawdopodobnie bierze udziat w przylaczeniu
fosfatydyloetanolaminy (PE) do biatka LC3 — I i powstaniu systemu LC3 — Il. W komoérkach
biatko LC3 moze wystepowac w trzech postaciach: pro — LC3, LC3 — | i LC3 — II. Forma
prekursorowa (pro — LC3) przeksztatca si¢ do LC3 — |, dzigki odcigciu 22-aminokwasowego
fragmentu bialka, znajdujacego si¢ na C-koncu. Cigcie to mozliwe jest dzigki obecnosci
proteazy Atg4. Nastepnie biatko LC3 — I poprzez przylaczenie fosfatydyloetanolaminy — PE,
katalizowane przez Atg7 i Atg3, przeksztatca sic w LC3 — Il [Parzych, 2014; Yang, 2009].
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Rycina 11. Przebieg procesu makroautofagii [opracowanie wtasne]. Doktadny opis w tekscie
rozprawy (Rozdziat 2.2. Autofagia).

Gdy oba konce btony izolujacej ztacza si¢ ze soba powstaje autofagosom, ktdry
nastepnie musi zosta¢ polaczony z lizosomem, tworzac autofagolizosom. W przypadku
ssakow proces fuzji poprzedzony jest dojrzewaniem autofagosomu. Polega ono na taczeniu
z endosomami, dzigki czemu do wnetrza pecherzyka dostarczane sa zaréwno sktadniki
przeznaczone do degradacji jak tez czynniki umozliwiajace fuzje obu pegcharzykow.
Prawidtowy przebieg dojrzewania oraz fuzji regulowany jest przez biatka z rodziny SNARE
(ang. soluble NSF-attachment protein receptor) i biatka btonowe zwigzane z lizosomami
LAMP-2 (ang. lysosome-associated membrane protein-2), a takze biatka fuzji — NSF (ang.
N-ethylmalimide sensitive fusion) [Polewska, 2012].

Ostatnim etapem procesu autofagii jest degradacja elementéw cytozolu, znajdujacych
si¢ w autofagolizosomie, ktora zachodzi dzieki obecnosci enzyméw lizosomalnych. W
wyniku trawienia powstajg ciatka resztkowe, ktore sg nastepnie degradowane przez biatka

Atgl5 i Atg22 [Lisiak, 2014].
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2.3.Apoptoza a autofagia

Apoptoza i autofagia to procesy, ktore podlegajg wzajemnej regulacji, a modulowanie
ich aktywnos$ci w komodrkach nowotworowych jest bardzo waznym elementem terapii
przeciwnowotworowej. Wydaje si¢, ze kluczowym czynnikiem w kierowaniu komoérek
nowotworowych na droge apoptozy lub autofagii pod wptywem $miertelnego bodzca moze
by¢ Bcl-2. Biatko to poprzez interakcje z biatkami proapoptotycznymi wystepujagcymi w
btonie mitochondrium, hamuje przebieg apoptozy. Co ciekawe Bcl-2 posiada rowniez
zdolno$¢ do tworzenia kompleksu z bekling 1, uniemozliwiajagc tym samym indukcje
autofagii 1 kierujac $miertelny sygnat na droge apoptozy. W takim przypadku dochodzi do
deficytu i tym samym zmniejszenia puli Bcl-2, mogacego zablokowac proces apoptozy, CO
w konsekwencji prowadzi do indukcji tego typu zaprogramowanej $mierci. W przypadku
nowotworow mechanizm takiego dziatania Bcl-2 jest pozadany. Umozliwia bowiem
inicjacj¢ apoptozy, hamujac jednoczesnie indukcj¢ nie zawsze korzystnego procesu
autofagii, ktory obok $mierci moze odpowiadaé ze przezycie komorek. Dziatanie Bel-2 jako
molekularnego przetacznika pomiedzy oboma typami zaprogramowanej $mierci

przedstawiono na ponizszym rysunku (Ryc. 12) [Mukhopadhyay, 2014; Marquez, 2012].
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Rycina 12. Regulacja procesu apoptozy i autofagii przez biatko Bcl2 [na podstawie Maejima, 2016].
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3. Kumaryny i ich wlasciwosci przeciwnowotworowe

Kumaryna (2H-chromen-2-on) oraz jej analogi (kumaryny) to dwupierscieniowe
pochodne benzo-a-pironu. Sa naturalnie wystepujacymi w $§wiecie roslin zwigzkami,
nalezagcymi do klasy metabolitow wtornych. Odnajdywane sg we wszystkich czesciach
roslin, przy czym najwigkszg zawartos¢ stwierdzono w owocach, nastgpnie w korzeniach,
todygach, a najmniejsza w lisciach. Najbogatszym zrodtem kumaryn sa rodziny: rutowate
(Rutaceae) i baldaszkowate (Umbelliferae). Wysoki poziom tych zwigzkéw znajduje si¢ w
niektorych olejkach eterycznych, np. olej z kory cynamonu, z lawendy oraz z liSci kasji. Ze
wzgledu na rodzaj podstawnikow wystepujacych w ich strukturze mozemy wyréznié
kumaryny proste, piranokumaryny oraz furanokumaryny. Piranokumaryny posiadaja
podstawiony w pozycji C6-C7 badz C7-C8 pierscien piranu, za$ furanokumaryny - pier§cien
furanu [Kosidlo, 2015; Bielawska, 2014; Jain, 2012].

Kumaryna i jej analogi charakteryzujg si¢ niskg masg czasteczkows, prostg strukturg
chemiczng oraz wysokg rozpuszczalno$ciag w wigkszosci rozpuszczalnikow organicznych.
Dodatkowo wykazuja szerokie spektrum dziatania, a ich wlasciwos$ci zaleza od lokalizacji
oraz rodzaju przytaczonych podstawnikow. Dzigki tym cechom sg bardzo czgsto brane pod
uwage jako potencjalni kandydaci w konstruowaniu nowych strategii terapeutycznych
[Annunziata, 2020]. Aktualnie, w sprz¢zeniu z promieniowaniem ultrafioletowym,
stosowane sg w leczeniu choréb skory o podtozu autoimmunologicznym (luszczycy,
bielactwa, egzemy, tlysienia 1 liszaja ptaskiego) oraz pierwotnych chioniakéw T-
komorkowych (ziarniaka grzybiastego). Dotychczasowe badania pokazuja rowniez ich
korzystny wplyw na osrodkowy uklad nerwowy (dziatanie przeciwbolowe,
przeciwdrgawkowe oraz uspokajajace) oraz uktad krazenia (dziatanie przeciwzakrzepowe
oraz hipotensyjne). Wykazuja rowniez wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze,
przeciwzapalne, przeciwalergiczne, a takze przeciwwirusowe. Ponadto mogg by¢ stosowane
jako leki antydepresyjne i przeciwutleniacze [Kosidlo, 2015; Bielawska, 2014; Malinowska,
2013]. Co wiecej, posiadajg wlasciwosci przeciwnowotworowe. Wykazano ich dzialanie
chemoprewencyjne oraz cytotoksyczne w stosunku do stransformowanych komorek.
Hamuja proliferacje, ograniczaja angiogenez¢ oraz metastaze, dzigki czemu moga by¢

wykorzystane w chemioterapii [Annunziata, 2020; Bielawska, 2014].
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3.1.Kumaryny proste

Do najczesciej] wystepujacych kumaryn prostych zaliczane sa hydroksylowane,
alkoksylowane i alkilowane pochodne, podstawione w pozycji C7, C6, C4 badz C3 szkieletu
kumarynowego, ktére mogg mie¢ dotgczony dodatkowo podstawnik glukozydowy (Ryc. 13)
[Kiipeli-Akkol, 2020]. Dotychczasowe badania wykazaty, ze umiejscowienie oraz rodzaj
przytaczonego podstawnika ma istotny wpltyw na aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

zwigzku, a najwigksze znaczenie ma obecno$¢ ugrupowania izopentenylowego i

hydroksylowego.
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Rycina 13. Budowa strukturalna czgsteczki kumaryny.

3.1.1. Hydroksylowe pochodne kumaryny

Do najbardziej znanych hydroksylowych pochodnych kumaryny naleza 4-
hydroksykumaryna oraz umbeliferon, podstawione odpowiednio w pozycji C4 i C7 szkieletu
kumarynowego. Dotychczasowe badania wykazaty, Ze obecno$¢ ugrupowania
hydroksylowego w pozycji C4 pierScienia kumarynowego (4-hydroksykumaryna) nie
zwigksza istotnie wlasciwosci cytotoksycznych zwigzku [Velasco-Velazquez, 2003]. Nie
wplywa rowniez na proliferacje i przezycie komorek nowotworowych, posiada natomiast
wlasciwosci ograniczajace migracje i metastaze (Ryc. 14). Zaobserwowano bowiem, zZe
zwigzek dezorganizuje cytoszkielet aktynowy w komorkach czerniaka B16-F10,
zmniejszajac adhezyjnos¢ komorek nowotworowych do macierzy zewnatrzkomorkowej
[Velasco-Velazquez, 2003]. Obserwowany jest wowczas spadek poziomu, zaangazowanych
w adhezj¢ i migracjg, bialek: Racl (ang. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i

paksyliny [Ruiz-Moreno, 2021; Velasco-Velazquez, 2008].
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Rycina 14. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci 4-hydroksykumaryny
[opracowanie wlasne].
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Izomerem 4-hydroksykumaryny jest umbeliferon (7-hydroksykumaryna). Istnieje
wiele doniesien sugerujacych, ze umiejscowienie podstawnika hydroksylowego w pozycji
C7 zwigksza wlasciwosci przeciwnowotworowe (Ryc. 15). Wykazano, ze umbeliferon
posiada duzo wyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do komorek raka pluc (linia
A427) niz kumaryna [Jiménez-Orozco, 2001]. Ponadto leczenie 7-hydroksykumaryna
zmniejsza objetos¢ migsakow (linia S180) oraz wydluza czas przezycia myszy
inokulowanych komoérkami S180 [Stefanova, 2007]. Co wigcej, zwigzek jest skutecznym
chemioterapeutykiem stosowanym w zapobieganiu i leczeniu szczurzego raka jelita grubego
indukowanego dimetylohydrazyna. Eliminacja komodrek odbywa si¢ na drodze apoptozy,
poprzez zwigkszenie aktwnosci markeréw tego procesu takich jak: kaspaza 3, kaspaza 9 oraz
biatko Bax, a takze zmniejszenie ekspresji genu kodujacego antyapoptotyczne biatko Bcl-2
[Muthu, 2016]. Dodatkowo umbeliferon wykazuje, zalezng od zastosowanej linii
komorkowej, zdolnos¢ do regulacji cyklu zyciowego komodrek nowotworowych. Powoduje
zahamowanie cyklu komorkowego raka watroby (linia HepG2) w fazie S, raka jamy ustne;j
(linia KB) w fazie GO/G1, nowotworu ptuc (linia A-427) w fazie G1/S oraz raka nerki (linie
786-0O, OS-RC-2 i ACHN) w fazie G1 [Wang, 2019; Vijayalakshmi, 2017; Yu, 2015;
Jiménez-Orozco, 2001]. Na poziomie molekularnym obserwowany jest wowczas spadek
ekspresji gendéw, kodujacych biatka odpowiedzialne za regulacje cyklu komoérkowego,
cyklin D1 i E1 oraz kinaz zaleznych od cyklin: CDK2 i CDK4 (ang. cyclin-dependent
kinases) [Wang, 2019; Jiménez-Orozco, 2001]. Kietbus i in. wykazali, ze obok
wspomnianych wczeéniej wlasciwosci, umbeliferon ma zdolno$¢ do hamowania migracji
komorek nowotworowych raka krtani (linia RK33) [Kietbus, 2013]. Co cickawe, dodatkowe
zastosowanie nosnikow W postaci nanoczastek MSN (ang. mesoporous silica hanoparticles)
znaczgco zwigksza absorbcj¢ zwigzku w guzach piersi (linie MCF-7 i MCF-10a), powodujac
nasilenie jego wilasciwos$ci proapoptotycznych oraz ekspresji genu kodujacego kaspaze 3
[Kundu, 2020].
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Rycina 15. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnos$ci umbeliferonu [opracowanie
wlasne].
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Analogiem umbeliferonu jest eskulina (6-glukozyd 6,7-hydroksykumaryny). Zwiazek
ten, tak samo jak 7-hydroksykumaryna, posiada grupe hydroksylowa w pozycji C7. Jednak
w jej strukturze dodatkowo wystepuje podstawnik glukozydowy, przytagczony atomem tlenu
do 6 atomu wegla w czasteczce pochodnej kumaryny [Bielawska, 2014]. Wplyw tego
ugrupowania na wilasciwosci przeciwnowotworowe zwigzku nie jest do konca poznany
(Ryc. 16). Udowodniono bowiem, ze eskulina posiada duzo nizsza aktywno$¢ cytotoksyczng
w stosunku do komorek raka pecherza moczowego (linia E-J) w poréwnaniu do
umbeliferonu [Yang, 2007]. Co wigcej, zaobserwowano wiasciwosci protekcyjne zwiazku
wobec komorek nerwiaka zarodkowego (linia SH-SY5Y)) traktowanego dopaming. Eskulina
zapobiegata apoptozie poprzez ochrong¢ potencjalu mitochondrialnego, hamowanie
uwalniania cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy oraz blokowanie czynnika
indukujacego apoptoze AIF. Zmniejszata rowniez poziom proapoptotycznego biatka Bax,
zwiekszajac jednoczesnie ilos¢ Bel-2 [Zhao, 2007]. Zupelnie inne wyniki uzyskano podczas
inkubacji z eskuling komorek raka piersi (linia MDA-MB-231). Zaobserwowano wowczas,
zalezny od czasu i dawki, spadek przezywalno$ci komorek nowotworowych. Podanie
eskuliny zwickszato ekspresje genow, ktorych produkty regulujg cykl komoérkowy, czyli
biatek p53 i p21, a takze prowadzito do spadku st¢zenia markera proliferacji — Ki67 [Mo,
2020]. Dodatkowo, pochodna kumaryny hamowata adhezj¢ oraz migracj¢ komorek glejaka

(linia U87) poprzez modulowanie funkcji integryn [Mokdad-Bzeouich, 2016].
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Rycina 16. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci eskuliny [opracowanie
wihasne].
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3.1.2. Ostol

Kolejnym zwigzkiem o duzym potencjale terapeutycznym jest ostol (Ryc. 17).
Przeciwnowotworowg aktywno$c tej kumaryny wykazano w badaniach in vitro z
wykorzystaniem m. in. komorek raka ptuc (A549), raka zotagdka (HGC27 i SGC-7901),
biataczki (P-388 D1), raka piersi (MCF-7, MDA-MB 231, MDA- BT-549, MDA-MB-468 i
MDA-MB 435), rdzeniaka zarodkowego (TE671), raka krtani (RK33) oraz szyjki macicy
(HeLa) [Dai, 2018; Xu, 2018; Wang, 2015; Jarzab, 2014; Xu, 2011; Yang, 2010; Chou,
2007]. Ostol niespecyficznie hamowat cykl komérkowy w sposob zalezny od rodzaju linii
komorkowej. Procentowy wzrost ilo$ci komodrek zablokowanych w fazie GO/G1
zaobserwowano w przypadku szpiczaka mnogiego (RPMI-8226), za§ w fazie G1/S w
przypadku raka piersi (MDA-MB 435). Towarzyszyt temu spadek poziomu bialek,
odpowiedzialnych za przej$cie migdzy tymi fazami: cykliny D1 oraz kinazy CDK2 oraz
wzrost stezenia biatek p21 oraz p53 [Huang, 2019; Wang, 2015]. Ostol blokowat roéwniez
cykl komorkowy rdzeniaka (TE671) w fazie S/G2 [Jarzab, 2014]. Najczesciej jednak
pochodna kumaryny hamowata podziaty komorkowe w fazie G2/M, co zaobserwowano w
komorkach raka ptuc (A549), jajnika (A2780 i OV2008), zotadka (HGC27 i SGC-7901)
oraz piersi (MDA-MB-231 i BT-549). Towarzyszyto temu obnizenie ekspresji genu cykliny
Bl oraz kinazy CDC2 a takze biatka PI3K. Co wigcej, zahamowaniu ulegta réwniez
fosforylacja kinaz AKT/PKB i mTOR [Dai, 2018; Xu, 2018; Jiang, 2016; Hung, 2011; Xu,
2011].

Kolejng, bardzo wazng pod wzgledem dzialania przeciwnowotworowego,
aktywnoscig ostolu jest jego zdolno$¢ do indukcji apoptozy. Kumaryna moduluje bowiem
ekspresje genow zaangazowanych w przebieg tego procesu, co zaobserwowano m.in. w raku
stercza (PC3), ptuc (H1299), watroby (SMMC-7721) nerwiaka zarodkowego (SKNMC)
oraz jajnika (A2780 i OV2008). Na poziomie molekularnym, ostol zmniejszat poziom
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz zwigkszat stezenie proapoptotycznych biatek Bax 1
Smac/DIABLO (ang. secondary mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibitor
of apoptosis-binding protein with low pl) a takze kaspaz 3, 8 1 9 [Jiang, 2016; Shokoohinia,
2014]. Sugeruje to, ze apoptoza indukowana przez ostol, moze zachodzi¢ zaréwno droga
zewnatrz- jak i wewnatrzpochodng. Co wiecej, w komorkach wewnatrzwatrobowego raka
drog zotciowych (HCCC-9810 i RBE) zaobserwowano charakterystyczny dla szlaku
wewnatrzkomorkowego, obnizony potencjat btony mitochondrialnej (Aym) [Zhu, 2017]. Z
kolei, w przypadku raka watroby (SMMC-7721), apoptoza wigzata si¢ ze zwiekszong
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ekspresja genow zaangazowanych w szlak zewnatrzkomérkowy, w tym blonowych
receptoréw $mierci TNF (ang. tumor necrosis factor) oraz ich ligandéow [Zhang, 2012].
Innym, waznym aspektem przeciwnowotworowej aktywnosci ostolu jest hamowanie
migracji komérek nowotworowych raka piersi (linie MCF-7 i MDA-MB-231), jajnika (linie
A2780 i OV2008) oraz ptuc (linia AS549), z czym zwigzana jest zmniejszona ekspresja
gendow kodujacych metaloproteinazy (ang. MMP — matrix metalloproteinases): MMP2 (linie
MCF-7 i MDA-MB-231BO) i MMP9 (linie A2780 i OV2008 i A549) [Jiang, 2016; Xu,
2012; Yang, 2010]. W komorkach raka piersi, aktywnos$¢ tych enzyméw powodowata
hydroliz¢ ektodomeny E-kadheryny, co prowadzito do zmniejszenia adhezyjnosci komorek
i zwigkszenia ich inwazyjnosci. Ostol dodatkowo podwyzszal poziom samej E-kadheryny,

ograniczajac progresje nowotworu [Hung, 2011].
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Rycina 17. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci ostolu [opracowanie
wlasne].

3.2.Furanokumaryny

Furanokumaryny w swojej strukturze zawierajg pierscien furanowy, przylaczony do
szkieletu kumarynowego. W zaleznosci od potozenia podstawnika wyrdznia si¢ typ
psoralenu (liniowy), w ktorym pier§cien furanowy przytaczony jest do 6 i 7 atomu wegla
w szkielecie oraz typ angelicyny (angularny, katowy), w ktorym podstawnik zajmuje

pozycje C7 i C8 (Ryc. 18) [Kosidto, 2015]. W krolestwie roslin najczeséciej wystepuja
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kumaryny typu liniowego. Ich biosynteza zachodzi w odpowiedzi na atak patogenow takich
jak bakterie, wirusy, grzyby czy tez owady.

Zarowno typ liniowy, jak 1 katowy mogg dawac poczatek wielu pochodnym. Powstajg
one poprzez zastgpienie atomu wodoru w pierscieniu kumarynowym podstawnikiem,
ktéorym moze by¢ ugrupowanie hydroksylowe badz alkoksylowe. Rodzaj, miejsce oraz
liczba przylaczonych podstawnikow decyduje o wilasciwosciach fizykochemicznych i

biologicznych zwigzku.

5 4
/T 7
S
O 7 o~ SO
A 8 1 B

Rycina 18. Furanokumaryny: typu psoralen (A)i angelicyna (B) oraz roznice w ich strukturze.

3.2.1. Metoksylowe pochodne psoralenu

Analiza chemiczna pochodnych psoralenu wykazata, ze ugrupowanie metoksylowe
moze by¢ przylaczone do 5 lub 8 atomu wegla furanokumaryny, tworzac odpowiednio:
bergapten (5-MOP — 5-metoksypsoralen) lub ksantotoksyng (8-MOP — 8-metoksypsorelen).
Wg Widelskiego 1 wsp. wystepowanie ugrupowania metoksylowego, zwigksza wlasciwosci
przeciwnowotworowe psoralenu, a aktywnos$¢ 5-MOP i 8-MOP jest zblizona. Oba zwigzki
wykazuja wlasciwos$ci proapoptotyczne, antyproliferacyje oraz hamuja cykl komérkowy w
fazie G1 w ludzkich komorkach biataczki linii HL60 [Widelski, 2017].

Jak wykazaty badania in vitro bergapten skutecznie eliminuje komoérki nowotworowe
na drodze zaprogramowanej $mierci (Ryc. 19). Zwiazek ten hamuje rozwdj raka watroby
(Hep-G2) oraz raka zotadka (SGC-7901) [Fang, 2010]. W badaniach przeprowadzonych na
estrogenozaleznych komorkach raka piersi (MCF-7 i SKBR-3) wykazano, ze bergapten
indukuje zalezng od SMAD4 (ang. mothers against decapentaplegic homolog 4)
poliubikwitynacj¢ receptorow estrogenowych i tym samym ich degradacje. Receptory te sa
czynnikami transkrypcyjnymi, ktére odpowiadaja za ekspresje genéw odpowiedzialnych za
przezycie, proliferacj¢ oraz wzrost guza. Zatem ich rozklad prowadzi do zmniejszenia

inwazyjno$ci nowotworu [Hung, 2017; Panno, 2014; D¢bska, 2010].
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Ciekawym przykladem aktywno$ci przeciwnowotworowej bergaptenu jest jego
wplyw na indukcje apoptozy w ludzkich komorkach raka watroby (Hep-G2). Eliminacja
komorek odbywa si¢ poprzez zatrzymanie cyklu w fazie G2/M. Modulacja tego punktu
kontrolnego w przypadku 5-MOP zwigzana jest z hamowaniem aktywnosci cykliny B1 —
podjednostki regulatorowej kinazy CDK1 [Lee, 2003]. Co wigcej, Panno i in. udowodnili,
ze bergapten inicjuje w komorkach raka piersi liniit MCF-7 1 ZR-75 zaprogramowang $Smier¢,
kierujac je zaré6wno na droge apoptozy jak 1 autofagii. Kluczowa role w tym procesie
odgrywa PTEN. 5-MOP zwicksza bowiem ekspresje genu PTEN, poprzez aktywacje jego
promotora. Skutkuje to zahamowaniem aktywnosci kinazy PI3K, a w konsekwencji
zatrzymaniem proliferacji, metabolizmu oraz $mierci komorki na drodze zaprogramowanej
$mierci. Towarzyszy temu wzrost aktywno$ci bialek p53 1 p21 oraz kaspaz 8 19. Co ciekawe,
w obrazie mikroskopowym, oprocz komorek apoptotycznych, obecne sg rowniez komorki
autofagalne. Na poziomie molekularnym towarzyszy temu wzrost syntezy pro-
autofagalnego biatka bekliny 1 oraz wzmozona ekspresja genu UVRAG (ang. UV Resistance
Associated Gene), ktorego produkt taczy si¢ z bekling 1, promujac powstawanie
autofagosomow i autofagi¢ [Hung, 2017; Amicis, 2015; Lisiak, 2014; Panno, 2014; Cantley,
1999].

o
beklina 1
cykl komorkowy P53 w s —7 I
G2IM P21 <« —* PTEN autofagia
o 07 Yo ™
cyklina B1Y 8 i 1 UVRAG
kaspazy 81 9

apoptoza

Rycina 19. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywno$ci bergaptenu [opracowanie
wlasne].

Podobnie jak bergapten, ksantotoksyna rowniez ~wykazuje aktywnos$¢
przeciwnowotworowa (Ryc. 20). Badania przeprowadzone na ludzkich komorkach raka
watroby (HepG2) wskazuja, ze zwigzek ten posiada wlasciwosci proapoptotyczne.
Mechanizm indukcji zaprogramowanej $smierci pod wptywem ksantotoksyny opiera si¢ na

zmniejszeniu ekspresji genu kodujacego antyapoptotyczne biatko Bcl-2 oraz zwigkszeniu
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syntezy biatka Bax. Towarzyszy temu zwigkszenie ilo$ci cytoplazmatycznego cytochromu
¢ uwalnianego z mitochondrium. Spadek blonowego potencjatu mitochondrialnego,
translokacja proapoptotycznych bialek mitochondrialnych oraz aktywacja kaspazy 3
sugeruje, ze apoptoza komoérek HepG2 przebiega Sciezkg mitochondrialng. Inny mechanizm
przeciwnowotworowej aktywnosci 8-MOP opiera si¢ na zdolnos$ci tworzenia reaktywnych
form tlenu, co w konsekwencji prowadzi do indukcji stresu oksydacyjnego i apoptozy.
Eliminacja komoérek nowotworowych na drodze zaprogramowanej $mierci przez
ksantotoksyn¢ wigze si¢ roOwniez z zahamowaniem przekazywania sygnatow przezycia
poprzez wewnatrzkomorkowy szlak RAS-RAF-MEK-ERK. Co wigcej, 8-MOP moze
wigzac si¢ bezposrednio z DNA, hamujac w ten sposob cykl komérkowy. Towarzyszy temu
wzrost ilosci aktywnego biatka p53, ktore indukuje transkrypcje p21. Biatko p21 moze z
kolei wigza¢ si¢ bezposrednio z kompleksami CDK-cyklina i w ten sposdb hamowa¢ cykl

komorkowy w fazie G2/M [Yang, 2015].
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Rycina 20. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci ksantotoksyny
[opracowanie wtasne].

3.2.2. lzopentenyloksylowe pochodne psoralenu

W pochodnych psoralenu, ugrupowanie izopentenyloksylowe moze przyjmowaé
pozycje przy piatym (C5) badz przy 8 atomie wegla (C8), tworzac odpowiednio
izoimperatoryn¢ 1 imperetoryne.

Przeciwnowotworowe wlasciwosci imperatoryny zaobserwowano w wielu typach
nowotwordéw, m.in. biataczkach, raku szyjki macicy, glejakach, raku watroby [Hu, 2016;
Koziot, 2016; Badziul, 2015; Luo, 2011]. Mechanizm tej aktywnosci jest ztozony i1 zalezny
od rodzaju badanego nowotworu (Ryc. 21). Opiera si¢ na zahamowaniu cyklu komérkowego
w fazie G1/S oraz indukcji zaprogramowanej $mierci na drodze apoptozy i autofagii.

Imperatoryna moze inicjowa¢ apoptoze¢ poprzez szlak zewnetrzny (z udziatem btonowych
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receptoréw $mierci) lub wewnetrzny (z udziatem mitochondrium). Dotychczasowe badania
dowodza, ze wzbudzeniu szlaku receptorowego przez imperatoryng¢ towarzyszy Wzrost
ekspresji genow kodujacych receptory TNF i biatek posiadajacych domene $mierci FADD
oraz aktywacja kaspaz 3 i 8. O udziale szlaku mitochondrialnego $wiadczy wzrost
aktywnosci kaspaz 3 1 9, a takze uwalnianie cytochromu ¢ do cytozolu [Koziot, 2016; Luo,
2011]. Réwnie cickawym przyktadem aktywnosci przeciwnowotworowej imperatoryny jest
zdolnos¢ do modulacji ekspresji genéw, kodujacych biatka z rodziny Bcl-2. W grupie tych
bialek wyrdzniamy zaréwno biatka posiadajgce wlasciwosci proapoptotyczne (Bax, Bag,
Bcl-XS, Bock) jak i antyapoptotyczne (Bcl-2, Bcl-XL, Al, Mcl-1). Stosunek obu grup biatek
decyduje o zapoczatkowaniu lub hamowaniu procesu zaprogramowaniej $mierci.
Furanokumaryna prowadzi do wzrostu syntezy biatek proapoptotycznych: Bax -
w nowotworach ptuc (linia H23) i jelita grubego (linia HCT-15) oraz Bad - w raku watroby
(linia Hep2). Obserwowany jest rowniez spadek poziomu biatek antyapoptotycznych: Bcl-
2-w komorkach raka jelita grubego (linia HCT-15) i biataczki (HL-60) oraz biatka Mcl-1
W nowotworze watroby (linia HCC) i ptuc (linia H23). Przewaga bialek proapoptotycznych
w komorkach nowotworowych jest skorelowana z obnizeniem mitochondrialnego
potencjatu transbtonowego, czemu towarzyszy uwolnienie cytochromu c¢ do cytozolu oraz
wzrost poziomu biatek p21 i p53 [Hu, 2016; Koziol, 2016; Rahman, 2015; Choochuay,
2013].
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Rycina 21. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci imperatoryny [opracowanie
wihasne].

Wiasciwosci proapoptotyczne imperatoryny zwigzane sg rOwniez z jej zdolnoscig do

hamowania ekspresji genéw kodujacych biatka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins,

48



Hsp) — Hsp27 1 Hsp72. Wysoki poziom tych biatek opiekunczych jest charakterystyczny dla
nowotworow, co w konsekwencji powoduje wzrost opornosci na indukcje zaprogramowane;j
$mierci w stransformowanych komorkach. Mechanizm tego zjawiska wigze si¢ ze
zdolnoscig Hsps do blokowania fgczenia cytochromu ¢ z czynnikiem Apaf-1, co prowadzi
do zahamowania aktywacji kaspaz 3 1 9 [Badziul, 2014]. Furanokumaryna blokuje ekspresje
Hsps, przyczyniajac si¢ do wzrostu wrazliwosci komoérek nowotworowych na indukcje
zaprogramowanej S$mierci. Jak wykazaty badania, przeprowadzone na linii HeLa,
imperatoryna indukuje rowniez autofagie, co wigze si¢ z obnizeniem poziomu biatka Hsp27
oraz wzrostem poziomu aktywnej formy markera autofagii — LC3 — Il. [Jakubowicz-Gil,
2012; Polewska, 2012].

Izoimperatoryna jest kolejng furanokumaryng liniowa o zdefiniowanych
wlasciwosciach przeciwnowotworowych (Ryc. 22). Mechanizm jej aktywno$ci zostat
dobrze poznany w komorkach raka prostaty (DU145) oraz raka zotadka (SGC-7901). W linii
DU145, furanokumaryna powoduje wzrost poziomu inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych
(CDK2 i CDKA4), takich jak Cipl/p21 i Kipl/p27. Dodatkowo hamuje synteze samej kinazy
CDKA4, co skutkuje zablokowaniem cyklu komorkowego w fazie G1 [Kang, 2005].

Inny mechanizm zaobserwowano w komorkach raka zotagdka SGC-7901. Inkubacja
komoérek nowotworowych =z izoimperatoryng prowadzita do indukcji apoptozy,
przebiegajacej Sciezkg mitochondrialng. Obserwowano bowiem wzrost poziomu
proapoptotycznego biatka Bax, ktore bierze udziat w tworzeniu tzw. megakanatow PTP,
przez ktore cytochrom c¢ uwalniany jest z mitochondrium do cytoplazmy. Jednoczesnie
furanokumaryna blokowata synteze¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz surwiwiny —
biatka z rodziny IAP (ang. inhibitors of apoptosis). Surwiwina hamuje aktywnos¢ kaspaz
inicjatorowych i efektorowych, zatem spadek jej syntezy promuje aktywacj¢ kaspazy 3 i 9
[Tong, 2017; Karczmarek-Borowska, 2008].
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Rycina 22. Molekularny mechanizm przeciwnowotworowej aktywno$ci izoimperatoryny
[opracowanie wtasne].



Il. CEL PRACY

Glejaki s3 nowotworami centralnego uktadu nerwowego, ktore wigza si¢ z niezwykle
ztym rokowaniem. Aktualnie stosowane metody leczenia pozwalaja jedynie na wydluzenie
zycia pacjenta oraz poprawe jego jakosci. Ze wzgledu na naciekowy charakter guzow,
praktycznie niemozliwa jest ich calkowita resekcja chirurgiczna, zas§ w trakcie radio- i
chemioterapii bardzo czgsto dochodzi do nabywania opornosci na stosowane leczenie. Na
poziomie molekularnym wigze si¢ to z intensyfikacja przekazywania sygnatu przezycia
przez dwie kluczowe $ciezki sygnatlowe RAS-RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR,
ktére w konsekwencji prowadza do wzmozonej proliferacji, angiogenezy i opornosci na
indukcje zaprogramowanej $mierci. Dlatego opracowanie nowych strategii terapeutycznych,
uwzgledniajacych blokowanie aktywnos$ci wspomnianych szlakéw poprzez specyficzne
inhibitory moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu glejakow.

Z danych literaturowych wiadomo, zZe stosowanie pojedynczych zwigzkow
w chemioterapii jest mniej skuteczne od tzw. terapii skojarzonej, wykorzystujacej kilka
zwigzkow o roznych mechanizmach dziatania. Duza rolg odgrywaja tu zwiagzki pochodzenia
naturalnego.

Dlatego tez celem ninejszej pracy jest ocena przeciwnowotworowych wilasciwosci
wybranych kumaryn prostych oraz furanokumaryn w pojedynczej aplikacji jak rowniez w
terapii skojarzonej ze stosowanym w leczeniu temozolomidem i inhibitorami szlakow RAS-
RAF-MEK-ERK (sorafenib) i PI3K-AKT/PKB-mTOR (LY294002).

Cele czastkowe:

1. Okreslenie wplywu kumaryn prostych (ostolu, 4-hydroksykumaryny,
umbeliferonu i eskuliny) oraz furanokumaryn (imperatoryny, izoimperatoryny,
ksantotoksyny i bergaptenu) na indukcj¢ zaprogramowanej S$mierci oraz potencjat
migracyjny w ludzkich komoérkach glejaka wielopostaciowego (linia T98G) i gwiazdziaka
anaplastycznego (linia MOGGCCM).

2. Wykorzystanie badanych zwigzkow w  aplikacji  skojarzone; z
temozolomidem oraz inhibitorami wewnatrzkomorkowych szlakéw przekazywania sygnatu
(sorafenib i LY294002) oraz okreslenie ich przeciwnowotworowego potencjatu (indukcja

zaprogramowanej $§mierci oraz hamowanie migracji).
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3. Zbadanie molekularnych mechanizméw prowadzacych do indukcji apoptozy

oraz autofagii w ludzkich komoérkach glejakow pod wplywem kumaryn i temozolomidu:

a) ocena poziomu ekspresji markerow apoptozy (Bcl-2, kaspaza 3) oraz

autofagii (beklina 1).

b) zbadanie udzialu szlakow przekazywania sygnatow RAS-RAF-MEK-ERK
oraz PISBK-AKT/PKB-mTOR w indukcji zaprogramowanej $mierci.

c) okreslenie roli kompleksu Bcl-2 oraz bekliny 1 w kierowaniu komorek

nowotworowych na droge apoptozy lub autofagii.
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1. MATERIALY I METODY

1.  Spis odczynnikow
L.p. | Odczynnik \ Firma
Odczynniki do sporzadzania buforow
1 (CHsCOO0).Mg
2 glicyna
3 KCI
4 KH2PO4 POCH
5 metanol
6 NaHPOg4
7 NaCl
8 2-merkaptoetanol
9 Akrylamid
10 | Bisakrylamid
11 | Triton X-100
12 | Tris Sigma Chemicals
13 | SDS Company
14 | AMPS
15 | TEMED
16 | Biekit bromofenolowy
17 | DMSO
18 | DTT Sigma Aldrich
Prowadzenie hodowli komérkowej
1 Antibiotic-100X (penicylina + streptomycyna) Sigma Chemicals
2 DMEM /F12 Company, USA
3 Trypsyna ’
4 FBS Sigma Aldrich
Badane zwiazki
; é;rlm()l/ﬂirr?:ykumaryna Sigma Aldrich
3 LY294002
4 Sorafenib BAYER, Niemcy
5 Temozolomid Schering—Plough, USA
Mikroskopia konfokalna
1 Hoechst 33342 : .
— Sigma Chemicals
2 Jodek propidionowy Company, USA
3 Oranz akrydyny ’
Oznaczanie stezenia bialka
1 odczynnik Bradford Sigma Chemicals
Company
Technika immunoblotingu i immunoprecypitacji
1 RIPA
2 Mysie monoklonalne przeciwciala:

~  anty-PI3K,

~ anty-Raf,

SantaCruz Biotechnology
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~ anty-Bcl-2

~ anty-kaspaza 3
~ anty-beklina 1
~ anty [-aktyna

Przeciwciata antymysie

Biatko A sprzg¢zone z agarozg

BCIP Sigma Chemicals

oo~ |W

NBT Company

Badanie aktywnoS$ci enzymatycznej

[

SensoLyte® AMC Caspase Substrate Sampler Kit AnaSpec

AKT/ERK Activation InstantOne ELISA™ Kit Invitrogen by
ThermoFisher

Blokowanie ekspresji genow

SIRNA:

~ anty PI3K
~ anty-Raf
~ anty-Bcl-2 SantaCruz Biotechnology
~ anty-kaspaza 3
~ anty-beklina 1

Transfection Reagent

Test rysy

Barwnik Giemsy Pol-Aura

Barwnik May-Griinwalda

2. Spis buforow

Bufor A NaCl (8g), KCI (0,2g), Na2HPOg4 (1,44g), KH2PO4 (0,2g), woda destylowana
(1000ml), pH 7,4

Bufor B 125mM Tris-HCI (pH 6,8, 0,76g), 4% SDS (2g), 10% glicerol (5ml), 200mM
DTT (1,549), woda destylowana (50 ml)

Bufor C 25mM Tris, 195 mM glicyna

Bufor D 25mM Tris, 192 mM glicyna, 20% metanol

Bufor E 10mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,9% NaCl, pH 7,5

Bufor F 100mM Tris-HCI (pH 9,5), 100mM NaCl, 5mM (CH3COO).Mg, pH 9,5
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3. Linie komorkowe

Badania przeprowadzono na ustalonych liniach ludzkich komorek glejaka:

e gwiazdziaka anaplastycznego — MOGGCCM (l1I° wg WHO) (ECACC, ang.
European Collection of Cell Cultures, numer katalogowy: 86022702)

e glejaka wielopostaciowego — T98G (IV° wg WHO) (ATCC, ang. American Type
Culture Collection, numer katalogowy: CRL-1690™),

Podtoze dla hodowli adherentnych stanowita mieszanina DMEM (ang. Dulbecco’s
minimal essential medium) i F-12 Ham w stosunku 1:1 w przypadku MOGGCCM i 3:1 w
linii T98G, wzbogacona 10% ptodowa surowicg bydlgca FBS (ang. fetal bovine serum) oraz
penicyling i streptomycyng w stezeniu 100pg/ml. Hodowle prowadzono w kontrolowanych
warunkach (37°C, 5% CO2 oraz wilgotnosci 95%) w inkubatorze New Brunswick™
Galaxy® 170 R, wykorzystujac naczynia typu Falkon, ptytki 6-, 8- i 96- dotkowe oraz
szkietka komorowe typu LabTek (Nunc™, ThermoFisher).

Badania przeprowadzono rowniez na linii komérkowej oligodendrocytéw OLN-93
(uzyskanej z Department of Neonatology, Charite, Campus Virchow Klinikum, Humboldt
University Berlin). Pozywke hodowlang stanowita mieszanina DMEM:F-12 Ham w
stosunku 1:1 z dodatkiem 10% FBS oraz 100 pg/ml penicyliny i streptomycyny. Hodowle
prowadzono w jednakowych warunkach jak w przypadku linit MOGGCCM i T98G.
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4. Badane zwiazki

W badaniach wykorzystano kumaryny proste (4-hydroksykumaryne, umbeliferon,
eskuling 1 ostol) oraz furanokumaryny (bergapten, ksantotoksyne, imperatoryn¢ oraz
izoimperatoryn¢), a takze temozolomid i inhibitory wewnatrzkomérkowych szlakow
przekazywania sygnatu: sorafenib (inhibitor RAF) i LY294002 (inhibitor PI3K). Wszystkie
zastosowane zwiazki rozpuszczano w DMSO. Stezenia koncowe oraz czas inkubacji
kumaryn prostych i furanokumaryn zostaty ustalone eksperymentalnie, podczas gdy dane te
dla TMZ, sorafenibu i LY294002 dobrano na podstawie wczesniejszych doswiadczen
(Zajac, 2021; Jakubowicz-Gil, 2013, 2013, 2011). Koncowe st¢zenia zwigzkéw uzytych w

badaniach przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 2. Stgzenia zwiazkow uzytych w badaniach.

Koncowe stezenie [uM]
Badany zwigzek
MOGGCCM T98G

temozolomid 100 50

sorafenib 1 1

LY284002 10 10
B 4-hydroksykumaryna 200 200
Kumaryny umbeliferon 200 200
proste eskulina 100 200
L ostol 150 150

r bergapten 25 50
ksantotoksyna 25 50

Furano

kumaryny imperatoryna 50 50
N izoimperatoryna 25 25

Kontrole stanowily komorki MOGGCCM 1 T98G inkubowane z 0,01% DMSO, za$
proba badana obejmowata 24-godzinng inkubacje z wybranymi zwigzkami w réznych
wariantach eksperymentalnych. Oprocz pojedynczej aplikacji zwigzkow: temozolomid (T),
sorafenib (S), LY294002 (LY), 4-hydroksykumaryna (4-OH), umbeliferon (U), eskulina (E),
ostol (O), bergapten (B), ksantotoksyna (X), imperatoryna (l), izoimperatoryna (izol),

zastosowano kombinacj¢ lekow. Wowczas komorki glejaka poddano jednoczesnej inkubacji
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zbadanymi kumarynami w polaczeniu z temozolomidem lub inhibitorami
wewnatrzkomorkowych szlakéw przekazywania sygnatu (sorafenibem badz LY294002).

Schemat zastosowanej skojarzonej aplikacji przedstawiono ponize;j.

[ LY294002 ]

[ TEMOZOLOMID ] lub
SORAFENIB
KUMARYNA PROSTA: [ J KUMARYNA PROSTA:
+ = 4-hydroksykumaryna (4- + = 4-hydroksykumaryna (4-OH,L/4-
OH,T) OH,S)
= umbeliferon (UT) = umbeliferon (UL/US)
= eskulina (ET) = eskulina (EL/ES)
= ostol (OT) = ostol (OL/OS)
FURANOKUMARYNA:
FURANOKUMARYNA:
“b BT = bergapten (BL/BS)
ergapten (BT) = ksantotoksyna (XL/XS)
= ksantotoksyna (XT) .
. = imperatoryna (IL/IT)
= imperatoryna (IT) - izoim
o peratoryna (Izol)
= izoimperatoryna (Izol)

Rycina 23. Schemat ilustrujacy zastosowang aplikacj¢ skojarzona.

5. lzolacja kumaryn

Materiat roslinny, stuzacy do otrzymania kumaryn zostat zebrany w Ogrodzie Roslin
Leczniczych Zakladu Farmakognozji z Zakltadem Roslin Leczniczych Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie i postuzyt do wyizolowania furanokumaryn (imperatoryny,
izoimperatoryny, bergaptenu i ksantotoksyny) oraz kumaryn prostych: ostolu i
umbeliferonu. Pozostate kumaryny proste: 4-hydroksykumaryna i eskulina ostaly zakupione

(Sigma Aldrich).

5.1.1zolacja kumaryn prostych

Izolacja ostolu z materiatlu ros§linnego zostata przeprowadzona wedlug metody
opisanej przez Jarzab i in. [Jarzab, 2014]. Owoce selernicy (Cnidum monnieri L.) suszono
w temperaturze pokojowej, po czym proszkowano i ekstrahowano eterem naftowym (50 g
w 500 ml) przez 30 minut. Procedur¢ powtarzono trzykrotnie, po czym nadmiar
rozpuszczalnika usuwano przy pomocy wyparki rotacyjnej. Do dalszego oczyszczania
zwigzku wykorzystano metode wysokosprawnej chromatografii przeciwpradowej HSCCC

(ang. high speed counter current chromatography) przy pomocy chromatografu Spectrum
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HPCCC (Dynamic Extractions, ang. high-performance counter current chromatography).
Izolacj¢ prowadzono w ukladzie faz odwréconych, gdzie gorna faza organiczna ukladu
dwufazowego, wykonanego z n-heptanu, octanu etylu, metanolu i wody (3:2:3:2), stanowita
fazg stacjonarng. Po catkowitym wypetieniu kolumny analitycznej fazg stacjonarna,
wpompowywano faze ruchoma (szybko$¢ przeptywu 1 ml/min.), réwnocze$nie aparat
obracano z predkoscig 1600 obrotow/min. Po osiggnieciu rownowagi hydrodynamicznej,
przez zawor iniekcyjny o pojemnosci 1 ml, wprowadzano na kolumne ekstrakt rozpuszczony
w dwyfazowym uktadzie rozpuszczalnikéw (60 mg w 1 ml). Retencja w fazie statej wynosita
70%. Wyciek z kolumny monitorowano w sposob ciagly za pomoca detektora UV przy 320

nm.

W wyniku rozdzielania 600 mg ekstraktu otrzymano 2 mg docelowego zwiazku.
Identyfikacje wyodrgbnionego zwiazku przeprowadzono przez poréwnanie czasu retencji i
widm UV-DAD z widmami uzyskanymi wedtug wzorcow w tych samych warunkach.
Czysto$¢ ostolu, ustalona metoda HPLC-DAD (ang. high-performance liquid

chromatography with diode-array detection) wynosita 99%.

Izolacja umbeliferonu z owocow barszczu (Heracleum leskowii  Grossh)
przeprowadzono wedlug metody opublikowanej przez Kietbus [Kietbus, 2013]. Owoce
suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej, sproszkowano i ekstrahowano metanolem
(100 g w 100 ml). Procedure powtarzono trzykrotnie, a nadmiar rozpuszczalnika usuwano
przy pomocy wyparki rotacyjnej. Izolacje przeprowadzono analogicznie do izolacji ostolu,
a jako uktad dwufazowy zastosowano mieszaning n-heptanu, octanu etylu, metanolu i wody
w stosunku 1:2:1:2. Za pomoca tej metody z 180 mg surowego ekstraktu uzyskano 1,8 mg
umbeliferonu o czystosci 99% (wedlug analizy HPLC, ang. high-performance liquid
chromatography).

5.2.1zolacja furanokumaryn

Izolacje furanokumaryn z materialu roslinnego wykonano analogicznie do opisanej
wczesniej izolacji kumaryn prostych. Ksantotoksyna i bergapten zostaly wyodrgbnione
odpowiednio z owocoéw pasternaku zwyczajnego (Pastinaca sativa L.) i1 barszczu
(Heracleum leskovii Grossh) ekstrahowanych dichlorometanem [Skalicka-Wozniak, 2015;
2014], podczas gdy imperatoryna pochodzita z metanolowego ekstraktu arcydziggla litworu
(Angelica officinalis) [Budzynska, 2013]. Izoimperatoryn¢ pozyskano z korzeni arcydziggla

dahurskiego (Angelica dehurica), ktére po wysuszeniu ekstrahowano etanolem, a nast¢pnie
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octanem etylu. Uzyskane ekstrakty rozdzielano nastgpnie przy uzyciu wysokowydajnego
chromatografu przeciwpradowego Spectrum (Dynamic Extractions) 1 kolumny
semipreparatywnej (o objetosci 137 ml). Uktad dwufazowy sporzadzano z n-heptanu, octanu
etylu, metanolu i wody w stosunku obje¢tosciowym 1:1:1:1 dla ksantotoksyny i
imperatoryny, 5:5:4:6 dla izoimperatoryny oraz 6:5:6:5 dla bergaptenu. Identyfikacji
wyizolowanych zwigzkéw dokonywano przez analizy HPLC-DAD, a czysto$¢ byta wyzsza
niz 98%.

6. Metodyka badawcza

6.1. Identyfikacja komorek apoptotycznych i nekrotycznych

Identyfikacji komorek apoptotycznych i nekrotycznych dokonano stosujac metode
barwienia fluorochromami: jodkiem propidionowym (st¢zenie wyjsciowe 0,5 mg/ml) oraz
Hoechstem 33342 (st¢zenie wyjsciowe 0,4 mg/ml) [Allen, 2001]. Hodowle, prowadzone na
8-dotkowych szkietkach LabTek (NuncTM, ThermoFisher), po wczeéniejszej inkubacji z
odpowiednimi zwigzkami, barwiono roztworem jodku propidyny i Hoechstu 33342 w
wodzie destylowanej w stosunku 3:2:5. Po dodaniu 2,5 pl mieszaniny barwiagcej do 1 ml
pozywki, komorki inkubowano w ciemno$ci w temperaturze 37°C przez 5 minut, po czym
usuwano pozywke. Nastepnie nakraplano bufor A, zawierajacy jony Ca®* i Mg** oraz
przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Tak przygotowane preparaty ogladano pod
mikroskopem konfokalnym Axiovert 200M z glowica skanujacag LSM 5 PASCAL (Zeiss)
przy dlugosci fali 420 nm. W wyniku przenikania Hoechstu 33342 przez nieuszkodzone
btony komdérkowe obserwowano jasnoniebieskg fluorescencje jadra komorkowego z silnie
upakowang chromatyng, typowa dla komorek apoptotycznych. Intensywnos¢ $wiecenia,
zalezna od stopnia skondensowania chromatyny, pozwolita na odréznienie silnie
fluoryzujacych komorek apoptotycznych od nie wykazujacych swiecenia komorek zywych.
Jodek propidyny, majacy zdolno$c do przenikania przez uszkodzone btony, umozliwit
identyfikacj¢ komoérek martwych (nekrotycznych) wykazujgcych czerwono-rézowa

fluorescencje.

W kazdym z wariantow eksperymentalnych zliczano okoto 1000 komorek
w przypadkowo wybranych polach widzenia, a doswiadczenie powtarzano trzykrotnie.
Wyniki przedstawiono w postaci procentowej, przyjmujac jako 100% ilos¢ wszystkich

zliczonych komorek.
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6.2.1dentyfikacja komorek autofagalnych

W celu wizualizacji komoérek autofagalnych wykorzystano barwienie oranzem
akrydyny [Thomé, 2016]. Hodowle komorkowe, prowadzone na 8-dotkowych szkietkach
typu LabTek (Nunc™, ThermoFisher) inkubowano w ciemnosci z 5% oranzem akrydyny
przez 15 minut w temperaturze 37°C. Nastepnie ptukano trzykrotnie buforem A, po czym
naktadanono szkietka nakrywkowe. Preparaty ogladano przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Axiovert 200M z glowicg skanujgcg LSM 5 PASCAL (Zeiss) (A = 526 nm).
W komoérkach autofagalnych obserwowo woéwczas czerwong fluorescencje, znajdujacych

si¢ na terenie cytoplazmy, ciatek autofagalnych.

W kazdym z wariantow eksperymentalnych zliczano okoto 1000 komorek
w przypadkowo wybranych polach widzenia. Kazde doswiadczenie powtarzano trzykrotnie,
a wyniki przedstawiono w postaci procentowej, przyjmujac jako 100% ilos¢ wszystkich

zliczonych

6.3.0trzymywanie ekstraktow bezkomorkowych

Hodowle komoérkowe, ktore prowadzono w naczyniach typu Falcon zbierano za
pomoca scrapera laboratoryjnego, przenoszono do probowek Eppendorfa i wirowano (12
000 x G, 10 minut). Nastepnie odrzucano supernatant, a osad komérkowy zawieszano w
buforze B i gotowano w tazni wodnej przez 10 minut, po czym wirowano (12 000 x G, 20
minut). Otrzymany supernatant przenoszono do nowych proboéwek i wykorzystywano do

dalszych analiz.

6.4.0znaczanie stezenia bialka

Do oznaczania st¢zenia biatka w otrzymanych ekstraktach bezkomoérkowych
wykorzystano metode Bradford [Bradford, 1976]. Probke, zawierajaca 0,8 ml wody
destylowanej, 1 ul badanego materiatu i 0,2 ml odczynnika Bradford inkubowano przez 10
minut w temperaturze pokojowej, po czym mierzono absorbancj¢ (A= 595 nm) wobec proby
kontrolnej (1ul buforu B zamiast badanego materiatu). Ilos¢ biatka zawartego w badanej
probce odczytywano z krzywej wzorcowej, wykreslonej z uzyciem szeregu rozcienczen
roztworu wzorcowego albuminy surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumin). Na
taj podstawie obliczano ilo$¢ biatka wykorzystanego do dalszych doswiadczen (80 pg do

badania ekspres;ji biatek oraz 200 pg do techniki immunoprecypitacji).
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6.5.Elektroforetyczny rozdzial bialek w Zelu poliakrylamidowym

Elektroforetyczny rozdzial biatlek w zelu poliakrylamidowym SDS — PAGE (ang.
sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) zostat przeprowadzony zgodnie
z metoda Laemmliego [Laemmli, 1970]. W tym celu sporzadzano zel separujacy, ktory
wylewano powiedzy odtluszczone acetonem szklane ptytki. Po polimeryzacji wylewano na
niego zel zaggszczajacy, w ktorym, w celu utworzenia studzienek (tzw. slotow),

umieszczano grzebienie. Sktad zeli przedstawiono w ponizszej tabeli.

Tabela 3. Sktad zelu separujacego i zageszczajacego stosowanego do elektroforezy.

Zel separujacy Zel zageszczajacy
~ 1,5M TRIS-HCI pH 8,8 — 3,75 ml ~ 0,5M TRIS-HCI pH 6,8 — 2,5 ml
~ roztwor 30% akrylamidu i 1% | ~ roztwor 30% akrylamidu 1 1%
bisakrylamidu — 5 ml bisakrylamidu — 2 ml
~ 10% SDS — 150 pl ~ 10% SDS — 100 pl
~ 10%AMPS — 150 ul ~ 10%AMPS — 100 pl
~ woda destylowana — 6 ml ~ woda destylowana — 5,3 ml
~ TEMED - 15 nl ~ TEMED - 10 pl

Probki, zawierajace 80 pg biatka zawieszonego w buforze B z dodatkiem 0,01%
blekitu bromofenolowego i 0,02% B-merkaptoetanolu, gotowano przez 5 minut, po czym
umieszczano w slotach utworzonych w zelu poliakrylamidowym. Do przeprowadzenia
elektroforezy uzywano 5-krotnie rozcienczonego buforu C. Rozdziatu biatek dokonywano
przy statym napigciu U=160V w kierunku od katody do anody.

6.6.Technika immunoblotingu

Rozdzielone elektroforetycznie biatka, znajdujace si¢ w zelu poliakrylamidowym
przenoszono na membrang PVDF Immobilon P. W tym celu wykorzystywano réwniez
bibule Whatman 3 MM, ktoérg warstwami ukladano pomiedzy elektrodami aparatu do

transferu potsuchego FastBlot™ (Biometra), wedtug nastepujacej kolejnosci:

~bibuta zwilzona w buforze D
~2 bibuly zwilzone w 5-cio krotnie rozcienczonym buforze D
~membrana zwilzona w metanolu

~zel poliakrylamidowy ptukany w buforze D
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~2 bibuly zwilzone 5-cio krotnie rozcienczonym buforem D
~bibuta zwilzona w buforze D

Transfer prowadzono przez 25 minut przy natezeniu pradu 1=0,2 A.

Po zakonczeniu transferu, membrang umieszczano w 5% odttuszczonym mleku
rozpuszczonym w buforze A na czas 1 h, po czym inkubowano przez calag noc w
temperaturze 4°C w roztworze mysich monoklonalnych przeciwcial skierowanych
przeciwko:

~Bcl-2, rozcienczenie 1:500

~beklinie 1, rozcienczenie 1:500

~kaspazie 3, rozcienczenie 1:1000

~PI3K, rozcienczenie 1:500

~Raf, rozcienczenie 1:500

~B-aktynie, rozcienczenie 1:1000

Po catonocnej inkubacji z przeciwciatami pierwszorzedowymi, membrany ptukano
trzy razy (po 10 minut) w buforze A, zawierajacym 0,05% Triton X-100, a nastgpnie
zostawiano na 2 h w roztworze drugorzedowych przeciwcial antymysich (rozcienczenie 1:
30 000), sprzezonych z fosfataza alkaliczng. Po uptywie tego czasu membrany ptukano
dwukrotnie w buforze A (po 10 minut) oraz w buforze F (10 minut).

Do wizualizacji badanych biatek stosowano substraty dla fosfatazy alkalicznej, ktore
rozcienczano w 25 ml buforu F:

~1 ml NBT (ang. nitrotetrazolium blue; 9 mg w 0,3 ml wody destylowanej i 0,7 ml
DMF- ang. N,N-Dimethylformamide )

~1 ml BCIP (ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; 4,5 mg w 1 ml DMF)

W tak przygotowanym roztworze, inkubowano membrang przez okoto 10 minut, po
czym ptukano w buforze F i pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze pokojowe;.
Otrzymane membrany poddawano analizie ilosciowej z wykorzystaniem programu ImageJ
(Scion Corporation, USA).
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6.7.Badanie aktywnosci enzymatycznej metoda ELISA

6.7.1. Okreslanie aktywnosci kaspazy 3

Do oceny poziomu aktywnos$ci kaspazy 3 wykorzystano SensoLyte® AMC Caspase
Substrate Sampler Kit (Anaspec). Po usunigciu pozywki, komorki hodowane na plytkach 6-
dotkowych poddawano 30 minutowej inkubacji z buforem do lizy (Lysis Buffer, 300
ul/dotek) w temperaturze 4°C. Nastepnie komorki zbierano za pomocg scrapera
laboratoryjnego, a otrzymang zawiesing komorkowa przenoszono do probowek Eppendorfa
I wirowano (2 500 x G, 10 minut). Uzyskany supernatant (50 pl) przenoszono do
znajdujacych si¢ w zestawie 96-dotkowych ptytek, po czym przez 30 s wytrzasano z
dodatkiem 50 ul substratu dla kaspazy 3. Aktywnos¢ badanego enzymu oznaczano po 30
minutach przy pomocy czytnika mikroptytek 800™ TS Absorbance Reader (BioTek)
poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji AMC (ang. 7-aminoacoumarin) przy dtugosci
fali A EX/Em = 354/422 nm. Probe negatywna stanowit firmowy bufor do lizy.

6.7.2. Okreslenie aktywnosci AKT/ERK

Aktywnos¢ kinaz AKT i ERK oznaczano wykorzystujac AKT/ERK Activation
InstantOne ELISA™ Kit (Invitrogen by ThermoFisher). Po usunigciu pozywki, hodowle
komorkowe, prowadzone na 24-dotkowych ptytkach, poddawano lizie poprzez 30 minutowa
inkubacj¢ z firmowym buforem do lizy (Lysis Buffer, 100 ul/dotek) w temperaturze 4°C.
Przygotowane lizaty przenoszono do probéwek Eppendorfa i wirowano (10 000 x G, 10
minut). Nastgpnie pobierano Supernatant (50 pl) i przenoszono do wchodzacych w sktad
zestawu, optaszczonych odpowiednimi przeciwciatami ptytek 96-dotkowych, po czym
dodawano 50 pl przygotowanej uprzednio mieszaniny przeciwciatl (Capture Antibody
Reagent i Detection Antybody, 1:1). Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej
trzykrotnie ptukano firmowym buforem (Wash Buffer). W celu wywotania reakcji
enzymatycznej do przygotowanych probek dodawano 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyne
(TMB) i inkubowano przez 30 minut. Po tym czasie zatrzymywano reakcje (100 ul Stop
Solution), a intensywnos$¢ barwy powstalych kompleksow odczytywano przy pomocy
czytnika mikroptytek 800™ TS Absorbance Reader (BioTek) przy A=450 nm.
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6.8.Blokowanie ekspresji kinazy PI3K i Raf

Ekspresje genow kodujgcych biatka PI3K i RAF blokowano wykorzystujac
specyficzne siRNA. Hodowle o gestosci 2 X 10° prowadzona na 8-dotkowych szkietkach
typu Lab-Tek™ (Nunc™, ThermoFisher) w warunkach opisanych w rozdziale 111 (5. Linie
komorkowe), ptukano trzykrotnie pozywka DMEM:F-12 Ham (3:1), pozbawiong surowicy
1 antybiotykéw. Nastepnie do kazdego dotka dodawano mieszaning blokujaca, zawierajaca
2 ul specyficznego SiIRNA, 2 ul odczynnika do transfekcji (Transfection Reagent) oraz 250
ul pozywki, pozbawionej surowicy i antybiotykow. Komoérki inkubowano przez 5 godzin w
37°C, 5% CO2 i 95% wilgotnosci, po czym mieszaning blokujacg uzupetniano pozywka (250
ul), zawierajaca 20% surowicy bydlgcej oraz 200 pg/ml antybiotykdéw. Po uplywie 18 h
pozywke wymieniano na nowa (DMEM:F-12 Ham 1:1, 10% FBS, 100pg/ml antybiotyki), a
stransfekowane komorki poddawano 24-godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami i

wykorzystywano do dalszych analiz.

6.9.Koimmunoprecypitacja

Tworzenie kompleksow Bcl-2:beklina 1 oceniano metodg wytrgcania kompleksow
biatkowych z frakcji cytoplazmatycznej komorek z uzyciem swoistych przeciwciat —
immunoprecypitacji. Po usunigciu pozywki i mechanicznym oderwaniu komorek od dna
naczyn typu Falcon (Nunc™, ThermoFisher), dodawano 1 ml buforu RIPA i pozostawiano
w lodzie na 10 minut. Po tym czasie zawiesing komorek przenoszono do probowek
Eppendorfa i wirowano (10 000 x G, 4°C, 10 minut). Uzyskany supernatant przenoszono do
nowych probowek, do ktorych dodawano 10 ul przeciwcial pierwszorzedowych (anty-
beklina 1 i anty-Bcl-2) i pozostawiano na 2 godziny w temperaturze 4°C. Nastepnie
utworzone kompleksy przeciwciato:biatko wychwytywano za pomocg biatka A sprzezonego
z agarozg (20 pl) w trakcie godzinnej inkubacji. Po odwirowaniu (1000 x G, 4°C, 5 minut)
supernatant odrzucano, a powstate immunoprecypitaty trzykrotnie ptukano buforem RIPA,
po czym zawieszano w buforze B z dodatkiem 0,01% blekitu bromofenolowego i 0,02% B-

merkaptoetanolu i poddano rozdziatowi elektroforetycznemu oraz immunoblotingowi.
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6.10. Test rysy

Zmiany potencjatu migracyjnego komorek nowotworowych oceniano za pomocg testu
rysy. Hodowle o gestosci 2,5 x 10° prowadzono na szalkach do hodowli o érednicy 4 cm
(NuncTM, ThermoFisher) w standardowych warunkach (37°C, 95% wilgotnosci, 5% COy).
W uzyskanej monowarstwie, za pomocag koncowki pipety automatycznej (P300)
wykonywano ryse, po czym usuwano pozywke, zawierajagcg oderwane od podtoza komorki,
a ptytki ptukano dwukrotnie buforem A. Nastepnie dodawano swieza pozywke hodowlang
(DMEM:F12 1:1, 10% FBS, 100 pg/ml antybiotyki), a po 24 godzinach szacowano liczbg
komorek, ktore migrowaty do obszaru rysy, zarowno w hodowlach kontrolnych (0,01%
DMSO), jak i poddanych inkubacji z badanymi zwigzkami. W celu wizualizacji komorek,
zastosowano barwienie metodg May-Griinwald-Giemsy. Po usuni¢ciu pozywki i
przeptukaniu komoérek buforem A wzbogaconym jonami Ca?* i Mg?*, dodawano 1 ml
barwnika May-Griinwalda, ktory po 3 minutach uzupetniano 1 ml wody destylowanej. Po
uptywie kolejnych 3 minut mieszaning usuwano, komorki przeptukiwano woda destylowang
i dodawano 1 ml barwnika Giemsy (rozcieficzenie 1:20) na 30 minut. Nastgpnie odczynnik
usuwano, a komorki ptukano woda destylowang i pozostawiano do wyschnigcia. Tak
przygotowane preparaty analizowano za pomocg mikroskopu BX51 (Olympus), a odleglosci

migdzy czotami zarysowan szacowano za pomoca programu CellSans.

Kontrolg¢ negatywng stanowil preparat z rysa nie poddany dzialaniu badanych

zwiazkow, wybarwiony bezposrednio po jej wykonaniu.
6.11.  Test Chou-Talalay

Stezenia zwigzkow uzytych w kombinacji ustalono za pomocg programu CompuSyn,
wykorzystujacego metode opracowang przez Chou i Talalaya [Chou, 2010]. Na podstawie
ilosci komorek apoptotycznych (%), obliczono wskaznik kombinacji (CI, ang. combination
index) i wskaznik redukcji dawki (DRI, ang. dose reduction index) oraz sporzadzono
wykresy przedstawiajgce zaleznos$ci tych wielkosci od wspotczynnika skutecznosci leczenia
(1 oznacza 100% apoptozeg). CI <1, CI = 1 1 CI> 1 wskazujag odpowiednio na efekt
synergistyczny, addytywny i antagonistyczny zastosowanej kombinacj zwigzkow (Rycina
22A). DRI reprezentuje krotnos¢ redukcji dawki zwigzkow podczas terapii skojarzonej, w
porownaniu ze stezeniem leku aplikowanego pojedynczo, wywotujacego ten sam efekt
(Rycina 22B). DRI >1 $wiadczy o zmniejszeniu dawki leku stosowanego w kombinacji, w

porownaniu do monoterapii. Dodatkowo, w celu okreslenia optymalnej dawki leczenia
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sporzadzono izobologram, poprzez odlozenie na obu osiach wykresu dawek lekow,

majacych jednakowe dziatanie przeciwnowotworowe (50%, 75% 1 90% komorek

apoptotycznych). Prosta tgczaca oba punkty obrazuje efekt addytywny, a wspoétrzedne

znajdujacych si¢ na niej punktéw okreslajg dawki lekow, ktore w terapii skojarzonej dajg

oczekiwane skutki przy CI=1 (interakcja addytywna). Punkty znajdujace si¢ ponizej prostej

wyznaczaja optymalne dawki lekéw przy zatozeniu synergizmu ich dziatania, z kolei dawki

uzyte przy interakcji antagonistycznej powinny znajdowac si¢ nad linig efektu addytywnego

(Rycina 22C).
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efekt addytywny

synergizm
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Wskaznik redukcji dawki (DRI)

0 05

Wspolezynnik skutecznos$ci
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a9 mergizm

o

Dawka leku B [uM]

Rycina 24. Schemat wykresow zaleznosci wskaznika kombinacji (A) i wskaznika redukcji dawki (B) od wspotczynnika
skutecznosci oraz izobologramu (C), sporzadzonych za pomocg programu CompuSyn.
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6.12.  Analiza statystyczna

Oceny statystycznej dokonano przy pomocy programu Statistica (StatSoft, Polska),
stosujgc jednoczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA (one-way ANOVA) i test post-hoc
Dunnett’a. Wyniki istotne statystycznie oznaczono za pomocg ,,*”, ..+ 1,#” dla p < 0,05.
Na wykresach oprocz istotnosci statystycznej przedstawiono odchylenie standardowe

wyznaczone na podstawie 3 powtorzen.
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V. WYNIKI

1. Wplyw kumaryn na indukcje¢ zaprogramowanej Smierci w ludzkich

komorkach glejaka

W celu wykrycia komérek apoptotycznych, autofagalnych 1 nekrotycznych komorki
gwiazdziaka anaplastycznego (MOGGCCM) i glejaka wielopostaciowego (T98G)
wybarwiono specyficznymi fluorochromami, odpowiednio Hoechst 33342, oranz akrydyny
1 jodek propidyny, wedtug metody opisanej szczegblowo w rozdziale Materiaty 1 metody

(6.1 1116.2).

1.1.Kumaryny proste

Komorki MOGGCCM i T98G poddano 24-godzinnej inkubacji z kumarynami
prostymi  (4-hydroksykumaryng, umbeliferonem, eskuling i ostolem) w stezeniach
koncowych: 50, 100, 150, 200 oraz 250 uM. Uzyskane wyniki (Ryc. 25 i 26) dowodza, ze
efektywnos$¢ zastosowanych zwigzkow we wprowadzaniu komoérek na droge
zaprogramowanej $mierci zalezata zar6wno od ich koncentracji jak i linii komoérkowe;.

W komorkach gwiazdziaka anaplastycznego najskuteczniejsza okazata si¢ aplikacja
ostolu w stezeniu 150 uM (Ryc. 25D). Pochodna kumaryny eliminowata wowczas 40%
komorek na drodze apoptozy i 10% na drodze autofagii. Wyzszym stezeniom zwigzku
(>200 uM) towarzyszyta dodatkowo nekroza, ktora po aplikacj 250 pM ostolu
obserwowano w 45% populacji. Skuteczno$¢ pozostatych kumaryn prostych w indukcji
zaprogramowanej $mierci byta znacznie nizsza w poréwnaniu do ostolu (Ryc. 25A-C).
Wsréd nich jedynie eskulina w stezeniu 100 uM indukowata apoptoze w 14% komorek.
Zardwno nizsze jak i wyzsze stezenia zwigzku, podobnie jak pozostate hydroksykumaryny
(4-hydroksykumaryny i umbeliferonu) byly mato skuteczne w indukcji zaprogramowanej

Smierci, a uzyskane wyniki nie byly istotne pod wzglgdem statystycznym.
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Rycina 25. Wptyw 4-hydroksykumaryny (A), umbeliferonu (B), eskuliny (C) i ostolu (D) w
stezeniach 50-200 uM na indukcj¢ apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego (MOGGCCM); K — kontrola; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Podobnie jak w przypadku gwiazdziaka anaplastycznego, rowniez w komorkach
glejaka wielopostaciowego najskuteczniejszy okazal si¢ ostol (Ryc. 26D). Zwigzek w
stezeniu 150 pM indukowat apoptoze 1 autofagie, odpowiednio w 27% 1 7% komorek.
Wyzsze stezenie pochodnej kumaryny (200 uM) bylo rownie skuteczne w eliminowaniu
komorek glejaka na drodze zaprogramowanej $mierci, jednak towarzyszyta temu autofagia
(16%) oraz nekroza (13%). Martwica byta dominujagcym typem $mierci komorkowej po
aplikacji 250 uM ostolu. Aktywno$¢ proapoptotyczna pozostatych zwigzkow byta istotnie
statystyczna i znaczaca dopiero w stezeniach >200 uM (Ryc. 26 A-C). 4-hydroksykumaryna,
umbeliferon i eskulina indukowaty wowczas apoptozg w zakresie 10-15% komoérek GBM.

Badane zwiazki w stezeniu 250 uM inicjowaly dodatkowo nekroze.
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Rycina 26. Wplyw 4-hydroksykumaryny (A), umbeliferonu (B), eskuliny (C) i ostolu (D) w
stezeniach 50-200 uM na indukcj¢ apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach glejaka

wielopostaciowego (T98G); K — kontrola; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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1.2. Furanokumaryny

Obserwacja mikroskopowa komorek MOGGCCM i T98G poddanych 24-godzinnej
inkubacji z  furanokumarynami:  bergaptenem,  ksantotoksyna, imperatoryng
I izoimperatoryng w stezeniach koncowych 25-150 uM, wykazala, ze skutecznos¢
zastosowanych zwigzkoéw zalezata od koncentracji oraz linii komorkowej. W linii
gwiazdziaka anaplastycznego najskuteczniejszym induktorem apoptozy byta imperatoryna
(Ryc. 27C). Zwigzek ten najefektywniej dziatal w st¢zeniu 50 uM, powodujac apoptoze
okoto 17% komorek, podczas gdy wyzszym ste¢zeniom (>100 uM) towarzyszyta dodatkowo
nekroza. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa pozostatych zwigzkow bylta znikoma, a odsetek

komorek AA, ktére ulegly apoptozie nie przekraczat 6% (Ryc. 27A, B, D).
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Rycina 27. Wptyw bergaptenu (A), ksantotoksyny (B), imperatoryny (C) i izoimperatoryny (D) w
stezeniach 25-150 uM na indukcje apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komoérkach gwiazdziaka
anaplastycznego (MOGGCCM); K — kontrola; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
porownaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Rycina 28. Wptyw bergaptenu (A), ksantotoksyny (B), imperatoryny (C) i izoimperatoryny (D) w
stezeniach 25-150uM na indukcje¢ apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach glejaka
wielopostaciowego (T98G); K — kontrola; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

W przypadku komorek glejaka wielopostaciowego, podobnie jak gwiazdziaka
anaplastycznego, najskuteczniejszym induktorem apoptozy byta imperatoryna (Ryc. 28C).
Furanokumaryna w stezeniu 50 uM i 100 uM inicjowata proces odpowiednio w 17% i 25%
populacji, jednak wyzszym koncentracjom zwigzku (>100 uM) towarzyszyta dodatkowo
nekroza (okoto 10%). Wysoka skuteczno$¢ w indukcji apoptozy wykazata rdéwniez
ksantotoksyna w stezeniach >100 uM (Ryc. 28B), lecz po aplikacji 150 uM zwigzku
obserwowano dodatkowo nekroze. Izomery ksantotoksyny i imperatoryny, odpowiednio
bergapten i izoimperatoryna, nie mialy istotnego wplywu na indukcj¢ zaprogramowanej

$mierci w linii T98G.
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2. Przeciwnowotworowe wlasciwosci skojarzonego dzialania kumaryn

oraz temozolomidu

Jak wynika z danych literaturowych jednoczesne wykorzystanie kilku zwigzkéw o
roznych mechanizmach dziatania skuteczniej eliminuje komorki nowotworowe na drodze
zaprogramowanej $mierci niz aplikacja pojedynczych preparatow. Dlatego tez, obok
pojedynczej inkubacji z kumarynami, zastosowano ich kombinacj¢ z temozolomidem,
cytostatykiem stosowanym w leczeniu glejakow. Szczegdlowy schemat skojarzonej
aplikacji zostat umieszczony w rozdziale Materialy i metody (III 4). Stezenia zwigzkoéw
wykorzystane w jednoczesnej aplikacji zostaly dobrane eksperymentalnie oraz
potwierdzone testem Chau-Talalay (Rozdziat VII: Suplement — Ocena skutecznosci

aplikacji skojarzonej).

2.1.Wplyw skojarzonej aplikacji kumaryn oraz temozolomidu na
indukcje¢ zaprogramowanej Smierci

2.1.1. Kumaryny proste + temozolomid

Wyniki uzyskane po 24 godzinach inkubacji komorek MOGGCCM z samym
temozolomidem wykazaty, ze cytostatyk byt skutecznym induktorem autofagii, inicjujac ten
proces w okoto 12% komorek. Dodatkowa aplikacja z kumarynami prostymi, takimi jak: 4-
hydroksykumaryna, umbeliferon, eskulina i ostol przekierowata proces zaprogramowane;j
$mierci z autofagii na apoptoze, a skuteczno$¢ jednoczesnej inkubacji zalezala od

zastosowanych zwiazkow.

Temozolomid w potaczeniu z ostolem znaczaco zmniejszal proapoptotyczne
wlasciwosci  kumaryny, obnizajac ilos¢ komorek apoptotycznych z 40% do 8%.
Towarzyszyt temu spadek autofagii do okoto 5%. Antagonizm dziatania wspomnianych
zwigzkow zostat potwierdzony testem Chau-Talalay (Rozdziat VII). W przypadku eskuliny
i umbeliferonu aplikacja rownoczesna z cytostatykiem nie wplywata na aktywnos$c
przeciwnowotworowg kumaryn prostych, podczas gdy potaczenie dziatania TMZ z 4-
hydroksykumaryng wzmacniato wtasciwosci proapoptotyczne, indukujac ten proces w 18%

komorek w porownaniu do pojedynczej aplikacji 4-OH (=7%).
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Rycina 29. Wplyw rownoczesnej aplikacji kumaryn prostych z temozolomidem na indukcje
apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komoérkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A)
i glejaka wielopostaciowego T98G (B) oraz w prawidtowych oligodendrocytach OLN-93 (C); K —
kontrola, T — temozolomid (MOGGCCM — 100 uM, T98G — 50 uM), O — ostol (150 uM), E —
eskulina (200 uM), U — umbeliferon (200 pM), 4-OH — 4-hydroksykumaryna (200 uM); * wyniki
istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05
w porownaniu do temozolomidu, + wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w pordéwnaniu do
pojedynczej aplikacji pochodnej kumaryny; one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Komorki glejaka wielopostaciowego okazaly si¢ bardziej podatne na indukcje
zaprogramowanej $mierci pod wplywem aplikacji rownoczesnej w pordwnaniu do linii
gwiazdziaka anaplastycznego (Ryc. 29B), a dominujagcym typem $mierci byta apoptoza.
Pojedyncza inkubacja komorek T98G z temozolomidem inicjowata ten proces w ok. 12%
komorek. Dodatkowa aplikacja ostolu zwigkszyta odsetek komorek apoptotycznych z 12%
po podaniu samego TMZ oraz 27% po inkubacji z ostolem, do 33%, co §wiadczy o
synergizmie dzialania wspomnianej kombinacji zwigzkéw (Rozdziat VII). Pozostate
kumaryny proste nie mialy istotnego wplywu na aktywno$¢ przeciwnowotworowa
cytostatyku. Jedynie potaczenie z eskuling redukowato niemal dwukrotnie odsetek komorek

apoptotycznych w poréwnaniu do pojedynczej kumaryny.

Skojarzone dziatanie temozolomidu oraz badanych kumaryn prostych nie miato
istotnego wplywu na indukcj¢ nekrozy. Nie wykazywato rowniez dziatania cytotoksycznego

w stosunku do prawidlowej linii oligodendrocytow OLN-93 (Ryc. 29C).

2.1.2. Furanokumaryny + temozolomid

Analiza mikroskopowa komoérek gwiazdziaka anaplastycznego, poddanych
rownoczesnej inkubacji z temozolomidem 1 badanymi furanokumarynami (imperatoryna,
bergaptenem, ksantotoksyna i izoimperatoryng) wykazata, ze pochodne kumaryny niemal
catkowicie niwelowaty zdolno$¢ cytostatyku do indukcji autofagii, a dominujgcym typem

$mierci byta apoptoza (Ryc. 30A).

W linii gwiazdziaka anaplastycznego, najlepszymi induktorami apoptozy okazaty si¢
imperatoryna (17%) oraz TMZ (12%) w pojedynczej aplikacji. Co ciekawe, potaczenie
dziatania obydwu tych zwiazkow okazato si¢ antagonistyczne, co potwierdzono testem
Chau-Talalay (Rozdziat VII). Odsetek komorek apoptotycznych nie przekraczat wowczas
3%. W przypadku kombinacji temozolomidu z pozostatymi furanokumarynami
(bergaptenem, ksantotoksyng i izoimpertoryng) nie odnotowano istotnych zmian w

aktywno$ci proapoptotycznej badanych zwigzkow w porownaniu do pojedynczej aplikacji.

W linii T98G, skojarzone dziatanie temozolomidu oraz badanych furanokumaryn byto
mniej skuteczne w eliminowaniu komodrek na drodze zaprogramowanej $mierci niz
pojedyncza aplikacja. Wszystkie badane furanokumaryny znaczgco zmniejszaly wrazliwos¢
komorek glejaka na indukcje apoptozy pod wplywem temozolomidu (Ryc. 30B).
Jednoczesnie cytostatyk zmniejszal wlasciwosci proapoptotyczne imperatoryny i

ksantotoksyny.
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Rycina 30. Wplyw rdwnoczesnej aplikacji furanokumaryn z temozolomidem na indukcj¢ apoptozy,
autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka
wielopostaciowego T98G (B) oraz w prawidlowych oligodendrocytach (C); K — kontrola, T —
temozolomid (MOGGCCM - 100 pM, T98G — 50 uM), | — imperatoryna (50 uM), B — bergapten
(MOGGCCM - 25 uM, T98G — 50 puM), X — ksantotoksyna (MOGGCCM - 25 uM, T98G — 50
uM), 1zol — izoimperatoryna (25 uM); * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do
kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do temozolomidu, + wyniki istotne
statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do pojedynczej aplikacji pochodnej kumaryny; one-way
ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

75



Podobnie jak w przypadku kumaryn prostych, furanokumaryny w potaczeniu z TMZ
nie inicjowaty $mierci nekrotycznej w komorkach gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka
wielopostaciowego. W hodowli oligodendrocytow, poziom apoptozy, autofagii i nekrozy,
indukowanej przez temozolomid oraz furanokumaryny, w pojedynczej i skojarzonej

aplikacji, byt zblizony do kontrolnego (Ryc. 30C).

Na podstawie otrzymanych wynikéw, do dalszych badan wybrano ostol z grupy
kumaryn prostych oraz imperatoryn¢ jako przedstawiciela furanokumaryn, testujac ich
wlasciwosci  przeciwnowotworowe w aplikacji pojedynczej oraz skojarzonej z

temozolomidem.

2.2. Wplyw ostolu, imperatoryny i temozolomidu na potencjal
migracyjny

Obok aktywnos$ci proapoptotycznej, bardzo duze znaczenie przy opracowywaniu
nowych farmakologicznych strategii terapeutycznych odgrywaja wilasciwosci hamujace
migracj¢ komorek nowotworowych testowanych zwiazkéw. Z tego wzgledu, za pomoca
testu rysy, sprawdzono wptyw ostolu, imperatoryny i temozolomidu w pojedynczej oraz
jednoczesnej aplikacji na potencjat migracyjny badanych komorek glejakow. Jak wynika z
przeprowadzonych badan, zarowno kumaryny jak i temozolomid, we wszystkich
wariantach, skutecznie zmniejszalty mobilnos¢ komérek MOGGCCM (Ryc. 31A).
Najskuteczniejsze okazaty si¢ same kumaryny, hamujace migracje o 64% w przypadku
ostolu i 75% w przypadku imperatoryny. Skojarzone dziatanie pochodnych kumaryny z
TMZ byto mniej skuteczne. W przypadku komorek T98G, podobnie jak w linii
MOGGCCM, ostol, imperatoryna oraz temozolomid, podawane pojedynczo i razem,
skutecznie hamowaly migracje komorek (Ryc. 31B). Co ciekawe, w tej linii aplikacja
skojarzona byta skuteczniejsza od pojedynczej inkubacji, a najnizszy potencjat migracyjny

obserwowano po rownoczesnym podaniu imperatoryny i temozolomidu.
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Rycina 31. Wptyw ostolu i imperatoryny, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z temozolomidem na mobilnos¢
ludzkich komérek gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka wielopostaciowego T98G (B); TR- test
rysy, K — kontrola, T — temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.3. Wplyw ostolu, imperatoryny i temozolomidu na molekularne
mechanizmy zaprogramowanej Smierci w glejakach

Procesy $mierci komorkowej sg $cisle regulowane na poziomie molekularnym przez
specyficzne biatka markerowe. W przypadku apoptozy kluczowa role odgrywaja kaspazy,
W szczegolnosci kaspaza 3, podczas gdy autofagia podlega regulacji przez bekling 1. Biatko
Bcl-2 z kolei stanowi swoistego rodzaju molekularny przetacznik pomigdzy oboma typami

zaprogramowanej Smierci komorkowe;.

2.3.1. Poziom i aktywno$¢ kaspazy 3

Wyniki uzyskane po 24-godzinnej inkubacji komorek glajaka z temozolomidem
wykazaty, ze cytostatyk zwigkszat poziom aktywnej formy kaspazy 3 w linii T98G o 50%
w stosunku do kontroli, zas w MOGGCCM 0 25% (Ryc. 32). Po pojedynczej aplikacji ostolu
odnotowano blisko 1,5-krotnie wyzszy poziom enzymu w obu typach glejakow (RycC.
32AB). Znacznie mniej skuteczna od ostolu okazata si¢ imperatoryna (Ryc. 32C,D).
Furanokumaryna co prawda zwigkszala ilos¢ kaspazy 3 w komoérkach GBM o ok. 25%,

jednak nie miata wptywu na poziom tego biatka w komdrkach gwiazdziaka anaplastycznego.

Wptyw jednoczesnej inkubacji komorek glejaka z temozolomidem byl porownywalny
do zastosowania pojedynczych zwigzkow. W obu liniach komérkowych odnotowano niemal
1,5-krotny wzrost poziomu kaspazy 3 wzgledem kontroli. Potaczenie cytostatyku i
imperatoryny okazato si¢ zdecydowanie mniej efektywne w porownaniu do pojedynczej
aplikacji zwigzkow, a ilo$¢ biatka znacznie nizsza od poziomu obserwowanego po inkubacji

tylko z temozolomidem lub imperatoryna.
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Rycina 32. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na poziom ekspresji kaspazy 3 w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego
MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T — temozolomid, O —

ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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W indukcji zaprogramowanej $mierci nie tylko poziom, ale rowniez aktywno$é¢
kaspazy 3 ma ogromne znaczenie poznawcze. Dlatego tez, w celu potwierdzenia
wiarygodnos$ci wynikow uzyskanych technika immunoblotingu, zbadano aktywnos$¢
kaspazy 3. Odnotowano wowczas, ze obie pochodne kumaryny istotnie pobudzaty
aktywno$¢ biatka w obu liniach komoérkowych (Ryc. 33). W komoérkach gwiazdziaka
anaplastycznego najskuteczniejsza byla pojedyncza aplikacja ostolu, podczas gdy w
komorkach GBM efektywniejsza okazala si¢ imperatoryna. Co ciekawe, jednoczesna
inkubacja z temozolomidem i z ostolem badZ imperatoryng, zmniejszata aktywnos$¢ kaspazy

3 w komorkach AA, zwickszajac ja z kolei w komorkach glejaka wielopostaciowego.
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Rycina 33. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na aktywnos$¢ kaspazy 3 w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego
MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T — temozolomid, O —
ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.3.2. Poziom bekliny 1

Metoda immunoblotingu wykazano, ze 24-godzinna inkubacja komorek glejaka
wielopostaciowego z temozolomidem, ostolem i imperatoryng, podawanych razem lub
oddzielnie, nie miata wptywu na poziom markera autofagii bekliny 1 i byt on zblizony do
poziomu kontrolnego (Ryc. 34B,D). W przypadku linii MOGGCCM znaczny wzrost
poziomu bekliny 1 zaobserwowano po inkubacji komoérek z temozolomidem i ostolem, w
pojedynczej jak i jednoczesnej aplikacji. Sama imperatoryna, jak i w potaczeniu z TMZ, nie
miata wptywu na poziom bekliny 1 w komorkach gwiazdziaka anaplastycznego (Ryc
34A.C).
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Rycina 34. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na poziom ekspresji bekliny 1 w ludzkich komoérkach gwiazdziaka anaplastycznego
MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T — temozolomid, O —

ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.3.3. Poziom bialka Bcl-2

Z przeprowadzonych badan wynika, ze temozolomid nie miat wplywu na poziom
biatka Bcl-2 w komorkach gwiazdziaka anaplastycznego, redukujac znaczaco jego ilos¢ w
linii glejaka wielopostaciowego (Ryc. 35). Istotny spadek poziomu badanej proteiny
odnotowano rowniez po inkubacji komorek z ostolem, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej
z TMZ oraz po zastosowaniu wytgcznie imperatoryny w obu liniach komérkowych. Co
ciekawe, sprzezenie dziatania furanokumaryny z cytostatykiem dato zupeinie odmienny

efekt, powodujac zwigkszenie poziomu tego biatka, zarowno w komodrkach AA jak i GBM.
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Rycina 35. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na poziom ekspresji biatka Bcl-2 w ludzkich komérkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T —
temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.3.4. Obecnos¢ kompleksow biatek Bel-2:beklinal

Duze znaczenie w regulacji przebiegu apoptozy i autofagii, obok poziomu i
aktywnos$ci biatek markerowych, majg wystepujace pomigdzy nimi interakcje. Swoistym
przetacznikiem pomigdzy wspomnianymi typami $mierci komorkowej jest kompleks biatek
Bcl-2:beklina 1. Jego obecno$¢ hamuje proces autofagii, promujac tym samym apoptoze. W
celu wykrycia kompleksu Bcl-2:beklina 1 w komérkach MOGGCCM i T98G po inkubacji

z TMZ, ostolem i imperatoryna, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej, zastosowano technike
Immunoprecypitacji.
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Rycina 36. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na tworzenie kompleksow Bcl-2:Beklina 1 w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T —
temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna.
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W  komorkach glejaka wielopostaciowego obecno$¢ tego typu kompleksoéw
zaobserwowano we wszystkich wariantach eksperymentalnych, z wyjatkiem kombinacji

imperatoryny z temozolomidem (Ryc. 36B,D).

W przypadku gwiazdziaka anaplastycznego jednoznaczny wynik potwierdzajacy
obecnos¢ kompleksow Bcl-2:beklina 1 uzyskano jedynie po zastosowaniu imperatoryny.
Potaczenie furanokumaryny z TMZ znacznie ostabiato ten efekt, podobnie jak pojedyncza
aplikacja cytostatyku badz ostolu. Co ciekawe, polgczenie temozolomidu z ostolem

catkowicie hamowato tworzenie kompleksow Bcel-2:beklina 1 (Ryc. 36A,C).

2.3.5. Poziom kinaz PI3K i RAF

Jak wykazano technika immunoblotingu, 24-godzinna inkubacja komorek
MOGGCCM i T98G z ostolem i1 imperatoryng spowodowata obnizenie poziomu kinazy
RAF, zarbwno w aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej z TMZ (Ryc. 37). Co ciekawe, sam

temozolomid nie mial wptywu na poziom tego enzymu w obu liniach komoérkowych.

Podobne korelacje zaobserwowano w przypadku kinazy PI3K (Ryc. 38). Sam ostol i
sama imperatoryna obnizata poziom biatka, podobnie jak skojarzona aplikacja z TMZ.
Wyjatek stanowito jednoczesne podanie imperatoryny oraz TMZ w linit MOGGCCM, gdzie
poziom PI3K byt zblizony do kontrolnego. Podobne wyniki uzyskano po inkubacji komorek

AA i GBM z samym temozolomidem.
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Rycina 37. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na poziom ekspresji kinazy RAF w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T —
temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w pordwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Rycina 38. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na poziom ekspresji kinazy PI3K w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T —

temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

2.3.6. Aktywnos¢ Akt/PKB i ERK

Przekazanie sygnatu przezycia od btony komérkowej do wnetrza komorki odbywa sig
z udziatem kolejnych elementow $ciezek sygnatowych, a zmniejszona aktywno$¢ ktoregos
z nich hamuje dalsze przekaznictwo. W celu sprawdzenia cigglosci przekazywania sygnatu
przez kinazy PI3K badZz RAF na dalsze ogniwa szlakow, sprawdzono aktywnos¢ efektorow

tych enzymow, odpowiednio AKT/PKB i ERK.
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Rycina 39. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na aktywnos¢ ERK w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego
MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T — temozolomid, O —
ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

Aktywnosc¢ ERK [%]

oT

Zaobserwowano, ze pojedyncza aplikacja temozolomidu zmniejszala aktywnos$¢
kinazy ERK w badanych liniach komérkowych (Ryc. 39). Podobne efekty uzyskano
aplikujac sam ostol, cho¢ w przypadku komérek MOGGCCM wynik ten nie byt istotny pod
wzgledem statystycznym. Co ciekawe, potaczone dziatanie obu zwigzkéw obnizato
aktywnos¢ kinazy ERK tylko w komodrkach AA, nie majac wptywu na T98G. Znacznie
bardziej skuteczna okazata si¢ inkubacja komorek obu typoéw glejakow z imperatoryng.
Furanokumaryna, zar6wno w aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej z TMZ znaczaco

zmniejszala aktywno$¢ kinazy ERK.

87



A MOGGCCM

140 X —
X 120
§ 100 g i il - -
o *
~
£ 80
<C
% 60
(o]
&=
3 40
&
< 20
0
K T 0 oT I IT
B
T98G
140
X 120
2 100 - *
<
L 8 * * * *
<<
32 60
o
=
3 40
b
< 20
0
K T o} oT | IT

Rycina 40. Wplyw ostolu (A,B) i imperatoryny (C,D) w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z
temozolomidem na aktywno$s¢ AKT/PKB w ludzkich komoérkach gwiazdziaka anaplastycznego
MOGGCCM (A,C) i glejaka wielopostaciowego T98G (B,D); K — kontrola, T — temozolomid, O —
ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

Aktywnos¢ kinazy AKT/PKB byta uzalezniona zar6wno od zastosowane;j terapii jak i
typu komorek (Ryc. 40). W komorkach glejaka wielopostaciowego obnizenie aktywnos$ci
enzymu obserwowano we wszystkich wariantach eksperymentalnych, a ostol i
imperatoryna, w aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej z temozolomidem wykazywaty
podobna skuteczno$¢. W komorkach gwiazdziaka anaplastycznego porownywalny spadek
obserwowany byt wylacznie po inkubacji z ostolem. Z kolei potaczenie dziatania kumaryny
z temozolomidem zwigkszato aktywno$s¢ AKT/PKB, podobnie jak to obserwowano w
przypadku samego cytostatyku. Imperatoryna, zarowno w aplikacji pojedynczej jak i

réwnoczesniej Z TMZ, nie zmnieniata aktywnoS$ci enzymu.
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2.4.Wplyw kumaryn oraz inhibitorow szlakow RAS-RAF-MEK-ERK
(sorafenib) 1 PISK-AKT/PKB-mTOR (LY294002) na indukcje
zaprogramowanej Smierci

Weczesniejsze badania wykazaly, ze kumaryny obnizaja poziom PI3K i RAF oraz
aktywno$¢ AKT/PKB i ERK. Z danych literaturowych wiadomo, Ze zastosowanie
inhibitorow biatek biorgcych udziat w przekazywaniu sygnatow z udziatem Sciezek
sygnatlowych RAS-RAF-MEK-ERK oraz PI3K-AKT/PKB-mTOR znaczaco zwigksza
wrazliwos$¢ komorek glejaka na indukcje apoptozy [Haas, 2018; Hassler, 2014]. Dlatego tez
podjeto probe okreslenia roli kumaryn jako adiuwantéw indukcji zaprogramowanej $mierci
w potgczeniu z inhibitorem kinazy RAF — sorafenibem oraz inhibitorem kinazy PI3K —

LY294002. W tej czgsci zastosowano wszystkie badane kumaryny.
2.4.1. Aplikacja skojarzona z sorafenibem

Kumaryny proste + sorafenib

Jak wynika z przeprowadzonych badan, sorafenib nie miat istotnego wptywu na
indukcje apoptozy i1 autofagii w ludzkich komodrkach gwiazdziaka anaplastycznego (Ryc.
41B), natomiast znaczaco zmniejszat potencjat przeciwnowotworowy ostolu, redukujac o
ok. 15% odsetek komorek apoptotycznych oraz catkowicie niwelujac aktywno$¢ autofagalng
zwiazku. Dzialanie antagonistyczne kombinacji zwigzkow potwierdzono stosujac test Chau-
Talalay (Rozdziat VII). Podobne efekty zaobserwowano po zastosowaniu eskuliny, gdzie
inhibitor kinazy RAF réwniez hamowat wlasciwosci proapoptotyczne kumaryny. Z kolei w
przypadku hydroksykumaryn: 4-hydroksykumaryny i umbeliferonu, skojarzone dziatanie z
sorafenibem wywotato efekt synergistyczny, inicjujac apoptoze w odpowiednio w 10% 1

17% komorek (Ryc. 41A).

W linii glejaka wielopostaciowego sorafenib okazal si¢ skutecznym induktorem
autofagii, inicjujac ten proces w 12% komorek. Skojarzone dziatanie sorafenibu z
kumarynami prostymi hamowato aktywnos¢ proautofagalng chemioterapeutyku, nie miato
natomiast istotnego wptywu na wlasciwosci proapoptotyczne ostolu, eskuliny, umbeliferonu

I 4-hydroksykumaryny.
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Rycina 41. Wplyw réwnoczesnej aplikacji kumaryn prostych z sorafenibem na indukcje apoptozy,
autofagii i nekrozy w ludzkich komoérkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka
wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, S — sorafenib (1 pM), O — ostol (150 uM), E — eskulina
(200 uM), U — umbeliferon (200 pM), 4-OH — 4-hydroksykumaryna (200 pM); * wyniki istotne
statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
porownaniu do temozolomidu, + wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do
pojedynczej aplikacji pochodnej kumaryny; one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Furanokumaryny + sorafenib

Analiza mikroskopowa komérek MOGGCCM poddanych jednoczesnej inkubacji z
badanymi furanokumarynami 1 sorafenibem nie wykazata istotnego wplywu na
proapoptotyczne wilasciwosci bergaptenu, ksantotoksyny i izoimperatoryny (Ryc. 42A).
Odnotowano natomiast znaczacy spadek ilosci komorek apoptotycznych po réwnoczesnej
aplikacji inhibitora kinazy RAF oraz imperatoryny, a antagonizm dziatania potwierdzono
testem Chau-Talalay (Rozdziat VII).

Odmienne wyniki otrzymano w komorkach glejaka wielopostaciowego (Ryc. 42B).
Skojarzone dziatanie sorafenibu oraz furanokumaryn hamowato wtasciwosci proautofagalne
inhibitora kinazy RAF. Co wiecej, rownoczesna aplikacja imperatoryny z sorafenibem
wywolala efekt synergistyczny w indukeji apoptozy (Rozdziat VII), inicjujac ten proces w
ok. 24% populacji.

W przeciwienstwie do imperatoryny, aktywnoS$¢ proapoptotyczna jej izomeru —
izoimperatoryny a takze bergaptenu w kombinacji z inhibitorem RAF nie zmianiala si¢ w
poréwnaniu do pojedynczej aplikacji pochodnych kumaryny. Efekt antagonistyczny z kolei
obserwowano po potaczeniu dziatania sorafenibu z ksantotoksyna, gdzie wlasciowsci

apoptotyczne furanokumaryny zmniejszyty si¢ o ok. 10%.

Zarowno kumaryny proste jak i furanokumaryny w potaczeniu z sorafenibem nie

indukowaty nekrozy w badanych typach glejakow.
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Rycina 42. Wptyw rownoczesnej aplikacji furanokumaryn z sorafenibem na indukcje apoptozy,
autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka
wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, S — sorafenib (1 uM), I — imperatoryna (50 uM), B —
bergapten (MOGGCCM - 25 uM, T98G — 50 pM), X — ksantotoksyna (MOGGCCM —25 uM, T98G
— 50 uM), Izol — izoimperatoryna (25 pM); * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poroéwnaniu
do kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do temozolomidu, + wyniki
istotne statystycznie dla p<0,05 w porownaniu do pojedynczej aplikacji pochodnej kumaryny; one-
way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.4.2. Aplikacja skojarzona z LY294002

Kumaryny proste + LY294002

Inkubacja komorek gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego z
LY294002 spowodowata indukcje autofagii w ok. 43% komérek MOGGCCM i niemal 20%
komorek T98G (Ryc. 43). Dodatkowo, obserwowano réwniez apoptozg w 9% populacji AA
i 28% GBM.

Zastosowanie badanych kumaryn prostych w aplikacji rownoczesnej z LY294002
praktycznie catkowicie hamowato zdolnos¢ inhibitora PI3K do indukcji autofagii w
komorkach MOGGCCM (Ryc. 43A). Co wigcej, inhibitor w potgczeniu z ostolem inicjowat
apoptoze w ponad 35% populacji, podczas gdy sam LY294002 wywotywat proces w
niespatna 10% komorek. W przypadku pozostatych kumaryn prostych nie odnotowano ich
istotnego wplywu na aktywno$¢ apoptotyczng inhibitora PI3K. LY294002 zmniejszat
natomiast wrazliwo$¢ komorek gwiazdziaka anaplastycznego na indukcje apoptozy

inicjowanej przez eskuline.

Komoérki glejaka wielopostaciowego poddane skojarzonej inkubacji inhibitorem PI3K
i kumarynami prostymi wykazywaty znaczng oporno$¢ na indukcje zarowno autofagii, jak i
apoptozy w poréwnaniu do pojedynczej aplikacji LY294002 (Ryc. 43B). Co ciekawe, sam
inhibitor hamowat aktywnos$¢ proapoptotyczng ostolu, zmniejszajac odsetek komorek
apoptotycznch o ok. 15%. Nie wplywatl jednak na wtasciwos$ci proapoptotyczne pozostatych

pochodnych kumaryny.
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Rycina 43. Wplyw réwnoczesnej aplikacji kumaryn prostych z LY294002 na indukcj¢ apoptozy,
autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka
wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, LY — LY294002 (10 uM), O — ostol (150 uM), E —
eskulina (200 uM), U — umbeliferon (200 pM), 4-OH — 4-hydroksykumaryna (200 uM); * wyniki
istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05
w poréwnaniu do temozolomidu, + wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do
pojedynczej aplikacji pochodnej kumaryny; one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Furanokumaryny + LY294002

Analiza mikroskopowa komorek gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka
wielopostaciowego poddanych jednoczesnej inkubacji z LY294002 i furanokumarynami
wykazata, ze kumaryny zmniejszaty wrazliwo§¢ komorek nowotworowych na autofagie
indukowang przez LY294002 (Ryc. 44). Co wigcej, w linii T98G zastosowanie terapii
skojarzonej wigzalo si¢ ze spadkiem odsetka komodrek apoptotycznych w poréwnaniu do
inkubacji z samym inhibitorem PI3K we wszystkich wariantach eksperymentalnych (Ryc.
46B). Odmienne efekty uzyskano w linit MOGGCCM, gdzie po inkubacji z LY294002 i
imperatoryng zaobserwowano wzrost ilosci komorek apoptotycznych w porownaniu do
aplikacji samego inhibitora PI3K, jednak ilo§¢ martwych na tej drodze komoérek byta
porownywalna do poziomu obserwowanego po zastosowaniu samej kumaryny (Ryc. 46A).
Kombinacja taka zaréwno w linii MOGGCCM, jak i T98G okazata si¢ antagonistyczna
(Rozdziat VII).

LY294002 w potaczeniu z badanymi kumarynami prostymi i furanokumarynami nie
posiadal wlasciwosci  pronekrotycznych w  stosunku do komoérek gwiazdziaka

anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego.
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Rycina 44. Wptyw rownoczesnej aplikacji furanokumaryn z LY?294002 na indukcj¢ apoptozy,
autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka
wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, LY — LY294002 (10 uM), I — imperatoryna (50 uM), B
— bergapten (MOGGCCM - 25 uM, T98G — 50 uM), X — ksantotoksyna (MOGGCCM - 25 uM,
T98G — 50 uM), Izol — izoimperatoryna (25 uM); * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli, # wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do temozolomidu,
+ wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do pojedynczej aplikacji pochodnej
kumaryny; one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.4.3. Wplyw kumaryn w aplikacji z inhibitorami PI3K (LY294002)
I RAF (sorafenib) na poziom kaspazy 3 i bekliny 1

Badania na poziomie molekularnym wykazaty, ze w linii MOGGCCM sam sorafenib,
jak réwniez w polaczeniu z imperatoryng, skutecznie obnizal poziom kaspazy 3 ponizej
poziomu kontrolnego. Inhibitor RAF zmniejszat rowniez do poziomu kontrolnego ilo$¢
markera apoptozy obserwowanego po inkubacji z samym ostolem. Podobng wiasciwos¢ w
stosunku do tej kumaryny prostej wykazywal LY294002. Sam inhibitor kinazy PI3K, jak
réwniez w potgczeniu z imperatoryng nie wptywat na poziom kaspazy 3. Podobne interakcje
zaobserwowano w linii T98G. Odnotowano woéwczas spadek poziomu kaspazy 3 po
inkubacji z sorafenibem oraz wzrost poziomu markera po aplikacji ostolu. W tym przypadku
jednak inhibitor RAF tylko nieznacznie hamowat aktywno$¢ kumaryny. Skuteczniejszy
okazal si¢ LY294002, ktory w potaczeniu z ostolem zmniejszat poziom kaspazy 3 do
poziomu kontrolnego. W przypadku imperatoryny, jednoczesna aplikacja zaréwno z

sorafenibem, jak i LY294002 znaczgco obnizata ilo$¢ kaspazy 3.

Analiza ilo$ci bekliny 1 wykazata znaczny wzrost poziomu biatka w komoérkach AA
poddanych inkubacji z LY294002 (Ryc. 45B). Podwyzszony poziom markera
zaobserwowano rowniez po aplikacji ostolu zardwno pojedynczo, jak i réwnoczes$nie z
LY294002 badz sorafenibem. Co ciekawe, imperatoryna w aplikacji pojedynczej i
skojarzonej z sorafenibem nie miata istotnego wptywu na poziom bekliny 1, podczas gdy
potaczenie z LY294002 znacznie zmniejszato i1lo$¢ biatka. Podobnie jak w komorkach AA,
rowniez w linii GBM, pojedyncza aplikacja z LY294002 podwyzszata poziom bekliny 1 w
najwyzszym stopniu, a potaczenie dziatanie inhibitora PI3K z ostolem zmniejszato ilo§¢

markera ponizej kontrolnego w porownaniu z pojedyncza aplikacja kumaryny (Ryc. 46B).

97



MOGGCCM
_— & B-aktyna (45 kDa)
- s S R esssSSSEEIREEEER. . .. € kaspaza3 (17 kDa)
175 *
=X 150 s
'g:; 125
S 100 *
X *
v 75
.S 50
£ 25
0
K LY S 0 oLy OS ILY IS
Kaspaza 3
B
MOGGCCM

-'-‘--

= & B-aktyna (45 kDa)
—dll I . o as YA L T

175 *

150

125

100

< beklina 1 (70 kDa)

~
(0]
*

Poziom ekspresji [%]
U
o

N
(6]

o

K LY S O OLY o0s | LY IS
Beklina 1

Rycina 45. Wplyw ostolu i imperatoryny w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z LY294002 badz
sorafenibem na poziom kaspazy 3 (A) i bekliny 1 (B) w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM; K — kontrola, LY — LY294002, S — sorafenib, O — ostol, | —

imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-way
ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Rycina 46. Wptyw ostolu i imperatoryny w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z LY294002 badz
sorafenibem na poziom kaspazy 3 (A) i bekliny 1 (B) w ludzkich komorkach glejaka
wielopostaciowego T98G; K — kontrola, LY —LY294002, S — sorafenib, O — ostol, | —imperatoryna;
* wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc:

test Dunnetta.
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2.4.4. Wplyw ostolu i imperatoryny w aplikacji skojarzonej z
LY294002 i sorafenibem na potencjal migracyjny komorek glejaka

Sorafenib i LY294002 w aplikacji pojedynczej wykazywaly zblizong aktywnos¢ i
zmniejszaly potencjat migracyjny komérek AA o okoto 60% (Ryc. 47). Kombinacja tych
zwigzkow z ostolem okazata si¢ by¢ jeszcze skuteczniejsza i hamowata mobilno$¢ komorek
nowotworowych o dodatkowe 10%. Zupehie inne rezultaty uzyskano dla imperatoryny.
Najskuteczniejsza okazata si¢ pojedyncza aplikacja zwigzku, podczas gdy skojarzone
dziatanie z sorafenibem i LY294002 zmniejszato zdolnos¢ furanokumaryny do hamowania
migracji komoérek MOGGCCM.

W komorkach T98G, LY 294002 obnizato potencjal migracyjny w stopniu zblizonym
do linii AA, ktory wynosit 40% (Ryc. 48). Sorefanib okazat si¢ mniej efektywny w
hamowaniu mobilno$ci komorek gwiazdziaka, ograniczajac ja 0 ok. 40%. Skuteczniejsza
okazata si¢ skojarzona aplikacja inhibitorow i ostolu, gdzie migracja komorek zostata
zredukowana o ponad 75%. Imperatoryna w aplikacji pojedynczej oraz kombinacji z
inhibitorem PI3K obnizata migracje o 65% w poroéwnaniu do kontroli. Podobny wynik

uzyskano stosujgc kombinacj¢ furanokumaryny z sorafenibem.
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Rycina 47. Wptyw ostolu i imperatoryny, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z temozolomidem
na mobilno$¢ ludzkich komorek gwiazdziaka anaplastycznego MOGGCCM; TR — test rysy, K —
kontrola, LY — LY294002, S — sorefenib, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie
dla p<0,05 w poréwnaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Rycina 48. Wptyw ostolu i imperatoryny, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z temozolomidem
na mobilno$¢ ludzkich komorek glejaka wielopostaciowego T98G; TR — test rysy, K — kontrola, LY
—LY294002, S — sorefenib, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w
poréwnaniu do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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2.4.5. Blokowanie ekspresji PI3K i RAF

W celu potwierdzenia udzialu szlakow RAS-RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-
mTOR w opornosci glejakow na indukcje zaprogramowanej $§mierci, zablokowano pierwsze
elementy tych $Sciezek sygnatowych, czyli RAF i PI3K specyficznymi siRNA, a skuteczno$é
transfekcji oceniono metoda immunoblottingu. Transfekowane komorki poddano nastgpnie
dziataniu kumaryn (ostolu badz imperatoryny) i temozolomidu, w aplikacji pojedynczej 1

skojarzonej, w celu oceny wrazliwosci komoérek na indukcje¢ zaprogramowanej Smierci.

Z przeprowadzonych badan wynika, Ze zablokowanie ekspresji kinaz PI3K i RAF byto
znacznie skuteczniejsze od zastosowania inhibiotoréw tych biatek, odpowiednio LY294002
1 sorafenibu, co przejawilo si¢ wigkszg wrazliwoscia na indukcj¢ apoptozy przez

temozolomid, ostol i imperatoryne, zaréwno w aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej.

Pojedyncza aplikacja pochodnych kumaryny w poftaczeniu z temozolomidem
indukowata apoptoze w ok. 90% stransfekowanych anty-PI3K siRNA komorek glejaka
wielopostaciowego, podczas gdy sam cytostatyk eliminowal ok. 70% populacji. W
przypadku gwiazdziaka anaplastycznego z zablokowang ekspresja PI3K najskuteczniejsza
okazata si¢ pojedyncza aplikacja temozolomidu, prowadzaca do apoptozy blisko 90%
komorek nowotworowych. Potaczenie cytostatyku z ostolem badz imperatoryng okazato si¢
mniej efektywne w indukcji zaprogramowanej Smierci, cho¢ wcigz 1lo§¢ martwych na tej
drodze komorek oscylowata w granicy 70%. Najmniej apoptozy (40%) obserwowano po

inkubacji z sama imperatoryna.

Zablokowanie ekspresji kinazy RAF w komorkach gwiazdziaka anaplastycznego
okazalo si¢ by¢ bardzo skuteczne w zwigkszaniu wrazliwosci na indukcje apoptozy pod
wplywem kumaryn (Ryc. 42A). Pojedyncza aplikacja ostolu lub imperatoryny, jak réwniez
w polaczeniu z temozolomidem niemal catkowicie eliminowata komoérki nowotworowe na
drodze zaprogramowanej sSmierci (>95%). Co ciekawe, dziatanie samego cytostatyku byto
znacznie stabsze 1 prowadzito do apoptozy okoto 65% populacji. Stransfekowane komorki
T98G, w porownaniu do MOGGCCM, byly nieco mniej wrazliwe na indukcje
zaprogramowanej $mierci inicjowanej przez ostol, prowadzac do apoptozy okolo 66%
komorek (Ryc. 42B). Jednak potaczenie jego dzialania z cytostatykiem calkowicie
eliminowato komorki nowotworowe. W przypadku imperatoryny, pojedyncza aplikacja

okazala si¢ skuteczniejsza (90% apoptozy) od kombinacji z temozolomidem (71%

apoptozy).
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Rycina 49. Wptyw blokowania ekspresji PI3K w polaczeniu z aplikacja ostolu, imperatoryny i
temozolomiedu na indukcje¢ apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, T —
temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.
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Rycina 50. Wptyw blokowania ekspresji RAF w potaczeniu z aplikacja ostolu, imperatoryny i
temozolomiedu na indukcje¢ apoptozy, autofagii i nekrozy w ludzkich komodrkach gwiazdziaka
anaplastycznego MOGGCCM (A) i glejaka wielopostaciowego T98G (B); K — kontrola, T —

temozolomid, O — ostol, | — imperatoryna; * wyniki istotne statystycznie dla p<0,05 w poréwnaniu
do kontroli, one-way ANOVA, post-hoc: test Dunnetta.

Blokowanie ekspresji PI3K i RAF specyficznymi siRNA, jak i pdzniejsza inkubacja
stransfekowanych komorek MOGGCCCM 1 T98G =z ostolem, imperatoryng i1
temozolomidem w aplikacji pojedynczej i skojarzonej nie miata wptywu na indukcje
autofagii i nekrozy.
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V. DYSKUSJA

Glejaki to nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego, ktore stanowig okoto 70%
wszystkich guzow mozgu. Wérdd nich, najbardziej agresywnym przebiegiem charakteryzuje
si¢ gwiazdziak anaplastyczny (AA) i glejak wielopostaciowy (GBM). Sg to praktycznie
niemozliwe do calkowitego usuni¢cia chirurgicznego, naciekajace 1 unaczynione guzy 0
wysokim stopniu przerzutowania. Wdrozone leczenie pozwala jedynie na poprawe komfortu
oraz wydhluzenie zycia pacjenta, ktore i tak w przypadku AA i GBM nie przekracza
odpowiednio 5 i 2 lat od momentu postawienia diagnozy. Obok trudnej lokalizacji, duzym
problemem jest ich zdolno$¢ do nabywania opornosci na stosowang radio- i chemioterapie.
Z tego wzgledu wciaz poszukiwane sa nowe zwiazki, mogace wspomoc stosowane leczenie.
Biorgc pod uwage powszechng dostepnos¢ oraz szerokie spektrum dziatania wiele uwagi
poswieca si¢ w tym aspekcie substancjom pochodzenia roslinnego, np. kumarynom.
Wielokrotnie wykazano bowiem, ze sprzgzenie dziatania tych zwigzkow z chemioterapia
poteguje przeciwnowotworowe dzialanie cytostatykow, zmniejszajac rownoczesnie
uszkodzenia komoérek prawidtowych. Bardzo duzy wplyw na wlasciwosci

przeciwnowotworowe kumaryn ma ich struktura chemiczna.

Jak wynika z danych literaturowych, wsrod kumaryn prostych, udokumentowane
znaczenie przeciwnowotworowe wykazuje ostol, 4-hydroksykumaryna, umbeliferon i
eskulina. Ostol posiada ugrupowanie metoksylowe i izoprenylowe (izopentenylowe),
przylaczone odpowiednio w pozycji C7 1 C8 pierScienia kumarynowego. 4-
hydroksykumaryna i umbeliferon sa pochodnymi monohydroksylowymi, podstawionymi
odpowiednio w pozycjach C4 i C7. Eskulina z kolei jest analogiem umbeliferonu, ktory
oprocz grupy —OH posiada podstawnik glukozydowy, dotaczony do 6 atomu wegla w
czasteczce. W przypadku furanokumaryn duze znaczenie aplikacyjne przypisuje si¢
pochodnym metoksylowym (bergapten i ksantotoksyna) oraz izopentenyloksylowym
(izoimperatoryna i imperatoryna), podstawionym odpowiednio w pozycjach C5 (bergapten,
izoimperatoryna) i C8 (ksantotoksyna, imperatoryna).

Jak wykazatam w swoich badaniach, aktywno$¢ przeciwnowotworowa kumaryn
prostych $cisle zalezalta od obecnosci, rodzaju oraz lokalizacji przylaczonych
podstawnikow, a najskuteczniejszy okazat si¢ ostol, zar6wno w komoérkach gwiazdziaka
anaplastycznego jak i glejaka wielopostaciowego. Zwiazek eliminowat na drodze apoptozy

blisko 40% komorek AA i1 30% GBM, co wigzato si¢ z podwyzszonym poziomem i
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aktywnoscig markera tego procesu — kaspazy 3. Enzym ten, obok regulacji przebiegu
apoptozy, ma zdolnos¢ do proteolizy markerowego biatka autofagii — bekliny 1, na dwa
fragmenty: N — koncowy oraz C — koncowy. Fragmenty N — koncowe, pozbawione tzw.
sygnatu eksportu jadrowego, zlokalizowane sa w jadrze oraz posiadajg domen¢ BH3, zdolng
do wiazania biatek antyapoptotycznych. Z kolei fragmenty C — koncowe przemieszczajg si¢
do mitochondrium, prowadzac do uwolnienia cytochromu c i indukcji apoptozy [Wirawan,
2010; Zhu, 2010]. W komorkach AA, obok zaprogramowanej $mierci typu I,
zaobserwowano rowniez autofagie (ok 10%), a podwyzszonej aktywnosci kaspazy 3
towarzyszyt zwigkszony poziom bekliny 1. W tym przypadku, obecno$¢ funkcjonalne;
kaspazy 3 mogta zmienia¢ wtasciwosci bekliny 1 z proautofagalnych na proapoptotyczne.
To moze tlumaczy¢ zdecydowanie wigkszy odsetek komorek apoptotycznych, mimo
podwyzszonego poziomu markera autofagii. Ostol obnizat réwniez poziom biatka Bcl-2,
posiadajagcego zdolno$¢ do hamowania apoptozy poprzez interakcje 1 blokowanie
aktywnosci biatek proapoptotycznych, zlokalizowanych w btonie mitochondrium. Proteina
ta moze rowniez wigza¢ si¢ z bekling 1, tworzac kompleks uniemozliwiajacy indukcje
autofagii [Marquez, 2012]. Obecnos¢ takich komplekséw odnotowano w komorkach AA i
GBM inkubowanych z ostolem, co moze rowniez wyjasnia¢ dos¢ niski poziom autofagii w
poréwnaniu do apoptozy. Z przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, ze obok
wlasciwos$ci proapoptotycznych, ostol posiadal réwniez zdolno$¢ do hamowania potencjatu
migracyjnego glajekow I1° i 1V°, co moze mie¢ duze znaczenie aplikacyjne. Wiadomo
bowiem, ze wysoka $miertelno$¢ oraz trudnosci w leczeniu tych nowotworow zwigzane sg
m.in. z ich potencjatem do szybkiego, naciekajacego wzrostu oraz tworzenia odlegtych
przerzutow [Armento, 2017; Langhans, 2017]. Zdolno$¢ ostolu do hamowania migracji
komoérek nowotworowych moze by¢ zwigzana ze spadkiem iloSci 1 aktywnosci
metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9. Enzymy te odpowiadaja za degradacj¢ bialek macierzy
zewnatrzkomoérkowej (m.in. kolegenu, proteoglikanéw oraz fibronektyny), utatwiajgc tym
samym przemieszczanie komorek, a ich nadmierna aktywno$¢ zazwyczaj towarzyszy

chorobom nowotworowym [Jarzab, 2017; Kao, 2012; Yang, 2010].

Wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworowa ostolu, zwigzana z kierowaniem komorek
na drog¢ apoptozy moze wigza¢ si¢ ze struktura chemiczng zwigzku i1 obecnoscia
ugrupowania izopentenylowego badz metoksylowego. Wydaje sie, ze wicksza role w tym
procesie odgrywa grupa izopentenylowa. Udowodniono bowiem, Ze obecno$¢ tego

podstawnika w strukturze kumaryn zwigksza ich aktywno$¢ antyproliferacyjng [Kawaii,
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2001]. Wykazano rowniez, ze cytotoksyczne dzialanie kumaryn nasila si¢ wraz ze wzrostem
hydrofobowosci podstawnika, ktorym w tym przypadku jest grupa izoprenylowa, a
zwigkszona lipofilno$¢ alkilu przyczynia si¢ do poprawy zdolno$ci zwigzku do penetracji
btony komodrkowej [Yang, 2006]. Co wiecej, wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa
uwarunkowana jest wickszg dtugoscig podstawionego tancucha alifatycznego [Deviji, 2011;

Jun, 2014].

Pozostate kumaryny proste okazaly si¢ mniej skuteczne od ostolu w eliminacji
komorek glejakow na drodze zaprogramowanej S$mierci, a ich wlasciwosci
przeciwnowtworowe zalezaly nie tylko od struktury chemicznej, ale roéwniez od
zastosowanej linii komorkowej. Zaobserwowatam bowiem, ze komorki gwiazdziaka
anaplastycznego byly mniej wrazliwe na indukcj¢ apoptozy przez hydroksykumaryny w
poréwnaniu do komorek glejaka wielopostaciowego. W obu typach glejakow zmiana
lokalizacji ugrupowania hydroksylowego z pozycji C4 (4-hydroksykumaryny) na C7
(umbeliferonu) nie miata istotnego wptywu na wlasciwosci przeciwnowotworowe zwigzku.
Zblizone wyniki uzyskano w komorkach raka szyjki macicy Hela S5 [Gawron, 1987].
Hydroksykumaryny (4-hydroksykumaryna i umbeliferon) hamowaty wowczas proliferacje
komoérek z podobng skutecznoscig. Na tej podstawie stwierdzi¢ mozna, ze wlasciwosci
proapoptotyczne tej grupy zwiazkéw w zdecydowanej mierze zalezaty od samej obecnosci
ugrupowania hydroksylowego, a jego lokalizacja (w pozycji C4 lub C7) nie byta juz tak
istotna. Co ciekawe, w swoich badaniach odnotowatam, ze w komoérkach AA aktywnos¢
proapoptotyczna 7-hydroksykumaryny byta znacznie wyzsza niz jej analogu — eskuliny,
posiadajacej  dodatkowy  podstawnik  glukozydowy. W  komorkach  glejaka
wielopostaciowego natomiast odsetek komorek apoptotycznych traktowanych 7-
hydroksykumaryng i eskuling byl porownywalny. W tym przypadku podstawnik
glukozydowy nie mial zatem istotnego wplywu na wlasciwosci proapoptotyczne
umbeliferonu. Otrzymane wyniki potwierdzity obserwacje opisane przez innych autoréw,
wedlug ktorych przeciwnowotworowe wilasciwosci umbeliferonu i1 eskuliny zaleza od
zastosowanej linit komoérkowej. Udowodniono bowiem, ze linia KB ludzkich komorek raka
nosogardzieli byta bardziej wrazliwa na leczenie eskuling niz 7-hydroksykumaryna, podczas
gdy w komorkach biataczki HL60 bardziej skuteczny okazat si¢ umbeliferon [Yang, 2007;
Yang, 2006].

W przypadku furanokumaryn, najskuteczniejszym w indukcji apoptozy zwigzkiem

zaliczanym do tej klasy, okazata si¢ imperatoryna, inicjujaca ten proces w ok. 17% komorek
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gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego. Bylo to skorelowane z
aktywacja kaspazy 3 oraz zmniejszeniem poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-2, ktore
wchodzac w kompleks z bekling 1, uniemozliwiato indukcje autofagii. Co wiecej,
furanokumaryna skutecznie ograniczata migracje komoérek AA 1 GBM. Duzg role w tym
procesie moze odgrywac biatko grupy wysokiej mobilnosci 2 — HMGB2 (ang. high mobility
group boxl), odpowiedzialne m.in. za wzmozong ekspresje cykliny A oraz genow
zaangazowanych w proces przejscia nablonkowo — mezenchymalnego. Jak wykazuja
najnowsze badania, imperatoryna posiada zdolno$¢ do zmniejszana aktywnosci tego biatka
[Gao, 2021]. Wiasciwosci przeciwnowotworowe mozna rozpatrywaé na podstawie struktury
chemicznej zwigzku. Furanokumaryna, podobnie jak ostol posiada podstawnik
izopentenylowy w pozycji C8, jednak jest on przytaczony do pier§cienia kumaryny za
pomocg atomu tlenu. Dodatkowo, w przypadku furanokumaryny podstawnik metoksylowy
w pozycji C7 charakterystyczny dla ostolu, zastgpiony jest pierscieniem furanu. Jak
wykazaty moje badania, jego obecno$¢ nie miata istotnego wptywu na aktywnosé
proapoptotyczng w stosunku do komoérek T98G, zmniejszata jednak odsetek komorek
apoptotycznych linii MOGGCCM. Niekorzystny wptyw obecnosci pierscienia furanu zostat
potwierdzony réwniez przez Eken i wsp. Wykazali oni, ze ostol znacznie skuteczniej od
imperatoryny hamowat proliferacje komorek raka okreznicy Colo205 [Eken, 2017]. Co
ciekawe, zaobserwowatam, ze oprocz samej substytucji alkilem izoprenylowym duze
znaczenie w aktywnos$ci przeciwnowotworowej zwigzku, odgrywa jego lokalizacja. Ot6z
inkubacja komorek AA 1 GBM z izoimperatoryng byla mniej skuteczna w indukcji
zaprogramowanej $mierci w porownaniu do inkubacji z jej izomerem — imperatoryng.
Uzyskane wyniki sugerujg zatem, Ze osiaggniecie wyzszej aktywno$ci proapoptotycznej
uwarunkowane jest obecno$ciag ugrupowania izoprenylowego w pozycji C8 szkieletu
kumarynowego, co dodatkowo potwierdzaja wyniki otrzymane w komoérkach raka piersi
(linia MCF-7) [Dong, 2019]. W przypadku komoérek HeLa natomiast zmiana lokalizacji
podstawnika izoprenylowego z pozycji C5 na C8 nie miata wplywu na wiasciwosci zwigzku
[Okuyama, 1990]. Zatem wnioskowa¢ mozna, ze obok miejsca przytaczenia podstawnika,
duza rolg¢ odgrywa rodzaj zastosowanej linii komérkowej. Co wiecej, dane literaturowe
wskazuja, ze zamiana ugrupowania izoprenylowego imperatoryny badz izoimperatoryny na
podstawnik metoksylowy bergaptenu lub ksantotoksyny znacznie zmniejsza wrazliwo$é
linii HeLa na indukcj¢ apoptozy [Okuyama, 1990]. Doniesienia te sg zgodne z moimi
wynikami, ktore uzyskatam po aplikacji imperatoryny i ksantotoksyny w liniach AA i GBM.

Okazato si¢ wowczas, ze pochodna metoksylowa (ksantotoksyna), podstawiona w pozycji
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C8 byta zdecydowanie mniej skuteczna od pochodnej izoprenylowej (imperatoryna), w
ktoérej podstawnik zlokalizowany byt w tym samym miejscu. Podobne wyniki otrzymat
zespot kierowany przez Sigurdsson, ktory zaobserwowal, ze aktywnos$¢ antyproliferacyjna
imperatoryny w stosunku do komorek raka trzystki (linia Panc-1) znacznie przewyzszala
aktywno$¢ ksantotoksyny [Sigurdsson, 2004]. W tym miejscu na podkreslenie zastuguje
fakt, ze w przypadku zwigzkow zawierajacych ugrupowanie przytaczone do 5 atomu wegla
(bergapten 1 izoimperatoryna), ich witasciwosci nie zalezaly od rodzaju przylaczonego
podstawnika (metoksylowego bergaptenu i izoprenylowego izoimperatoryny), a poziom
indukcji apoptozy pozostawal na zblizonym poziomie. Co wiecej, z przeprowadzonych
przeze mnie badan wynika, ze komorki glejaka wielopostaciowego byly znacznie bardziej
wrazliwe na dziatanie ksantotoksyny niz bergaptenu, co zostalo zaobserwowane réwniez
przez Widelskiego i wsp. w komorkach biataczki (HL-60) [Widelski, 2017]. Korelacja taka
nie wystepowata z kolei w liniit MOGGCCM, gdzie obie kumaryny dziataly na podobnym

poziomie.

Standardowo stosowana metoda leczenia glejakéw obejmuje resekcje, po ktorej
nastepuje radio- i chemioterapia z wykorzystaniem $rodkow alkilujacych, gtownie
temozolomidu. Jak wiadomo, w trakcie stosowanego leczenia farmakologicznego, na
poziomie komorkowym czeso dochodzi do uruchamiania mechanizmdéw opornosci na
indukcje apoptozy. Dlatego tez duze nadzieje poktada si¢ w tzw. terapii skojarzonej,
wykorzystujacej kilka roznych lekow jednoczesnie. Dotychczasowe badania wykazaly, ze
dzialanie przeciwnowotworowe temozolomidu moze by¢ potggowane przez zwigzki
pochodzenia roslinnego [Jakubowicz-Gil, 2011; Jakubowicz-Gil, 2013]. Z tego wzgledu,
oprocz pojedynczej aplikacji cytostatyku podjetam probe sprawdzenia jak w roli adiuwanta
sprawdzaja si¢ kumaryny. Jak wynika z przeprowadzonych przeze mnie badan, aktywnos¢
proapoptotyczna temozolomidu byta wyzsza w stosunku do linii glejaka wielopostaciowego,
podczas gdy inkubacja komorek gwiazdziaka anaplastycznego z cytostatykiem powodowata
glownie autofagie. Na poziomie molekularnym obserwowatam wowczas wzrost ilo$ci
kaspazy 3 oraz obecnos$¢ komplekséw Bcl-2:beklina 1, co wyjasnia przewage odsetka
komorek apoptotycznych nad autofagalnymi w linii glejaka wielopostaciowego. W
przypadku gwiazdziaka anaplastycznego, przewazajaca indukcja autofagii wigzala si¢ ze
znacznym wzrostem poziomu markera tego procesu — bekliny 1. Co wigcej, cytostatyk
hamowat roéwniez migracj¢ komorek obu typdéw glejakdw, przy czym wyzsza skutecznos$é

odnotowatam w stosunku do linii MOGGCCM.
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Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze kumaryny zmniejszaty pro-
autofagalny potecjat temozolomidu w ludzkich komérkach glejaka wielopostaciowego. W
Swietle ostatnich doniesien o mozliwosci wykorzystania tego procesu jako mechanizmu
przezycia komorek nowotworowych, uzyskane wyniki wydajg si¢ by¢ wysoce pozadane
[Jin, 2008]. Zaobserwowano, ze zahamowanie procesu autofagii znaczaco zwigksza
skutecznos¢ stosowanych terapii przeciwnowotworowych [Amaravadi, 2019]. Autofagia
moze rowniez odpowiadac za wyksztalcanie opornosci na stosowane chemioterapeutyki, m.
in. poprzez ochrone komorek nowotworowych przed zaprogramowang $miercig [Lim,
2020], co wyjasniatoby znacznie stabszy efekt proapoptotyczny kombinacji furanokumaryn
z temozolomidem, w poréwnaniu do pojedynczej aplikacji kazdej z nich. W hodowli glejaka
wielopostaciowego, zmniejszeniu indukcji apoptozy pod wptywem imperatoryny i TMZ,
towarzyszyl wzrost ilosci biatka Bcel-2, ktorego poziom w przypadku pojedynczej aplikacji
lekow byl o wiele nizszy. Wyniki te sg zgodne z innymi doniesieniami, wedtug ktorych
wzmozona ekspresja genu kodujacego Bcl-2 w komoérkach glejaka prowadzi do wzrostu
lekoopornosci i zmniejszenia odpowiedzi apoptotycznej in vitro [Garcia-Aranda. 2018].
Dodatkowo, brak kompleksow Bcl-2:beklina 1 po rownoczesnej aplikacji imperatoryny i
TMZ, sugeruje, ze Bcl-2 tworzyto wigzania z biatkami proapoptotycznymi, uniemozliwajac
przebieg apoptozy. Komorki glejaka wielopostaciowego okazaly si¢ znacznie bardziej
wrazliwe na dziatanie cytostatyku w potaczeniu z kumarynami prostymi. Temozolomid
bowiem dzialat antagonistycznie jedynie w polaczeniu z eskuling, podczas gdy pozostate
kombinacje (z ostolem, umbeliferonem i 4-hydroksykumaryng) okazaty si¢ synergistyczne.
Zwigkszony poziom indukcji apoptozy po aplikacji ostolu z TMZ korelowal ze wzrostem
ilosci 1 aktywno$ci kaspazy 3, a spadek poziomu biatka Bcl-2 wskazywaé moze na przebieg
apoptozy droga mitochondrialng [Guntuku, 2016]. Obecnos¢ komplekséw Bcl-2:beklina 1
w komoérkach GBM wyjasnia z kolei dos¢ niski poziom autofagii w poréwnaniu do

apoptozy.

W przypadku gwiazdziaka anaplastycznego kumaryny rowniez znaczaco zmniejszaly
proautofagalne wihasciwosci cytostatyku, jednak w mniejszym stopniu niz w przypadku
glejaka wielopostaciowego. Wyjasni¢ to mozna nizszym poziomem biatek autofagalnych w
glejakach o wysokim stopniu zto§liwosci w poréwaniu z glejakami diagnozowanymi na
nizszym stopniu [Kaza, 2012; Pirtoli, 2009]. Jak wynika z moich badan, zastosowanie
skojarzonej inkubacji nie wplywalo na wtasciwosci proapoptotyczne 7-hydroksykumaryn

(eskulina i umbeliferon) i metoksylowych pochodnych psoralenu (bergapten
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I ksantotoksyna), natomiast obnizato skuteczno$¢ pochodnych izoprenylowych (ostol
I iImperatopryna). Na poziomie komoérkowym, traktowanie komorek AA imperatoryng i
TMZ zmniejszalo zarowno ilo$¢ jak 1 aktywnos$¢ kaspazy 3. Co wigcej, pomimo obecnosci
kompleksu biatek Bcl-2:beklina 1, potencjal proapoptotyczny tej kombinacji byt znacznie
stabszy. Na poziomie molekularnym obserwowalam wowczas zwigkszony poziom biatka
Bcl-2 przy statym poziomie bekliny 1. Sugerowac to moze, ze jedynie czg¢$¢ Bel-2 weszta w
interakcje z bekling 1, podczas gdy pozostata cz¢$¢ mogta utworzy¢ kompleksy z biatkami
proapoptotycznymi, hamujgc tym samym przebieg tego procesu. W przypadku ostolu,
zwiazek w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z TMZ zwigkszal poziom kaspazy 3, przy
czym jej wzmozona aktywnos$¢ wystepowata jedynie po zastosowaniu samej kumaryny.
Inkubacja skojarzona obydwu zwiazkéw blisko dwukrotnie zmniejszata ilos¢
funkcjonalnego biatka w porownaniu do aplikacji pojedynczej, co rowniez moze wyja$niaé
stabszy efekt kombinacji zwigzkow. Kaspaza 3 jest wspolng kaspaza efektorowa dla
apoptozy przebiegajacej szlakiem receptorowym i mitochondrialnym, a jak wiadomo nie
sama 1ilo$¢, a aktywno$¢ biatka odgrywa tu kluczowg role [Pfeffer, 2018]. Wyjasnieniem
spadku aktywnos$ci proapoptotycznej ostolu w kombinacji z TMZ moze by¢ tez brak
komplekséw Bcl-2:beklina 1, co wskazuje na antyapoptotyczng funkcje biatka Bcl-2.
Analiza mikroskopowa komorek AA inkubowanych z ostolem i temozolomidem, obok
komorek apoptotycznych wykazata dodatkowo obecno$¢ autofagii. Proces ten jednak
wystepowat znacznie rzadziej w porownaniu do aplikacji kazdego ze zwiazkéw osobno 1
zwigzany byl ze wzrostem poziomu bekliny 1, bedacej kluczowym sktadnikiem kompleksu
PI3K, regulujacego proces autofagii na wczesnych etapach powstawania autofagosomu.
Nadmierana ilo$¢ biatka PI3K czesto koreluje ze wzmozong aktywno$cig tego procesu
[Parzych, 2014]. Jak wiadomo z danych literaturowych, w zdecydowanej wigkszosci
glejakow obserwowane sa zmiany w przekazywaniu sygnatu od btony komorkowej do jadra
poprzez wewnatrzkomérkowe szlaki [Ludwig, 2017]. Na szczeg6lng uwage zastuguja
sciezki RAS-RAF-MEK-ERK oraz PI3K-AKT/PKB-mTOR. Ich nadmierna aktywacja
prowadzi do wzmozonej proliferacji komdrek nowotworowych, promuje ich przezycie oraz
pobudza angiogenezg. Zaobserwowano, ze szlaki te odgrywaja réwniez wazng role w
nabywaniu opornosci na stosowane terapie [Steelman, 2011]. Ich pobudzenie obserwuje si¢
w przewazajgcej czesci wtornych glejakow, nie podatnych na leczenie TMZ [Haas, 2018], a
obecno$¢ aktywnej kinazy MAPK jest predyktorem oporno$ci na radioterapi¢ i tym samym
stabszej skutecznosci leczenia [Wang, 2015]. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze

jednym z mechanizméw przeciwnowotworowej aktywnosci kumaryn jest ich zdolnos¢ do
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modulacji poziomu i aktywnosci bialek zaangazowanych w przekazywaniu sygnalu za
pomoca wspomnianych szlakow. Analiza poziomu kluczowych elementéw tych $ciezek —
kinazy PI3K oraz RAF wykazata, ze ostol, zardwno w aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej
z TMZ, znaczaco zmniejszal poziom tych biatek w obu liniach komoérkowych oraz wplywat
na aktywno$¢ biatek efektorowych wspomnianych kinaz. W komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego, ostol zmniejszat aktywnos¢ AKT/PKB, podczas gdy aplikacja skojarzona
znaczgco zwigkszala ilos¢ ufosforylowanego biatka, dodatkowo redukujgc aktywnos¢ ERK.
Na poziomie mikroskopowym towarzyszyto temu zmniejszenic odsetka komorek
apoptotycznych w poréwnaniu do monoterapii kumaryna, co sugerowac¢ moze, ze aktywnos¢
proapoptotyczna ostolu zwigzana byta ze zdolno$cia do zmniejszania przekaznictwa
wewnatrzkomoérkowego za pomocg szlaku PI3K-AKT/PKB-mTOR. Mechanizm
hamowania apoptozy przez AKT/PKB opiera si¢ na fosforylacji biatek zaangazowanych w
ten proces, m. in. proapoptotycznego biatka BAD oraz kaspazy 9. Co cickawe, sekwencja
konsensusowa fosforylowana przez t¢ kinaze wystepuje rowniez w obrebie RAF, co
prowadzi do inaktywacji enzymu, czego skutkiem jest zmniejszenie aktywnosci pozostatych
ogniw szlaku RAS-RAF-MEK-ERK [Zimmermann, 1999]. Zatem spadek aktywnosci biatka
ERK w komorkach AA po aplikacji ostolu i temozolomidu, mogt by¢ nastepstwem
zwigkszonej aktywnosci AKT/PKB. W linii glejaka wielopostaciowego aplikacja ostolu,
pojedynczo i w kombinacji z TMZ w takim samym stopniu zmniejszata poziom PI3K oraz
aktywno$§¢ AKT/PKB. Dodatkowo, kumaryna znaczaco redukowata aktywno$¢ kinazy
ERK, podczas gdy zmian tych nie obserwowano po roéwnoczesnej aplikacji ostolu 1 TMZ.
Zwigkszona indukcja apoptozy po jednoczesnej inkubacji korelowata ze spadkiem
aktywnosci AKT/PKB oraz wzrostem aktywno$ci biatka ERK w poréwnaniu do
monoterapii. Imperatoryna rowniez miata zdolno$¢ do zmniejszania ilosci kinaz PI3K
I RAF. Co ciekawe, rownoczesna aplikacja z TMZ redukowala poziom kinazy RAF w
komoérkach AA w takim samym stopniu jak sama furanokumaryna, jednak znacznie
zmniejszata aktywno$¢ ERK (w poréwnaniu do aplikacji wylgcznie imperatoryny).
Wskazywa¢ to moze na zmiany w obrebie ekspresji, aktywno$ci badz celu dziatania
pozostatych ogniw tego szlaku. Wiadomo bowiem, ze kinaza RAF podwyzsza poziom biatka
Bcl-2, co obserwowalam w swoich badaniach. Bcl-2 z kolei wchodzi w interakcje z kinaza
RAS, hamujac tym samym jej proapoptotyczne wiasciwosci [Kang, 2013]. Jednoczes$nie,
nie odnotowatam wptywu aplikacji imperatoryny w potaczneiu z TMZ na przekaznictwo za
pomocg szlaku PI3K-AKT/PKB-mTOR. Niezmienna aktywnos$¢ obu szlakow obserwowana

byta rowniez w komorkachT98G.

113



Ze wzgledu na duzy udziat nadmiernej aktywnos$ci szlakoéw RAS-RAF-MEK-ERK
i PIBK-AKT/PKB-mTOR w zwigkszaniu oporno$ci glejakow na stosowang farmakoterapig,
obiecujaca forma leczenia wydaje si¢ zastosowanie terapii ukierunkowanej molekularnie,
ktorej celem sa biatka przekaznikowe wspomnianych szlakéw sygnatowych. Opisano
dotychczas, ze zablokowanie transmisji przez RAS-RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-
MTOR specyficznymi inhibitorami korzystnie zwigksza wrazliwos¢ komorek glejaka na
indukcje zaprogramowanej $mierci, a terapia skojarzona, zwlaszcza ze zwigzkami
naturalnymi, pot¢guje potencjal przeciwnowotworowy Klinicznie stosowanej farmakoterapii
[Jakubowicz-Gil, 2009; Schwartzbaum, 2006]. Dlatego tez, obok pojedynczej aplikacji
wspomnianych kumaryn, zastosowatam ich kombinacje z inhibitorami wspomnianych
biatek: sorafenibem (inhibitor RAF) i LY294002 (inhibitor PI3K).

Sorafenib, lek aktualnie stosowany w leczeniu raka nerkowokomoérkowego
I watrobowokomorkowego, a takze raka tarczycy, jest inhibitorem kinaz RAF. Najnowsze
doniesienia wskazuja, ze zwigzek hamuje tworzenie nowych naczyn krwionos$nych oraz
proliferacje komorek glejakow, dzigki czemu jest potencjalnym zwigzkiem mogacym
znalez¢ zastosowanie rowniez w leczeniu GBM [Jo, 2018; Siegelin, 2010]. Jak wynika z
moich badan, proapoptotyczne dziatanie sorafenibu w stosunku do linit MOGGCCM i T98G
bylo znikome, a w komoérkach T98G zwigzek ten okazal si¢ skutecznym induktorem
autofagii (12%), co zwigzane bylo ze wzrostem poziomu bekliny 1. Wykazano dotychczas,
ze znacznie lepsze efekty od pojedynczej aplikacji sorafenibu otrzymuje si¢ poprzez
zastosowanie inkubacji skojarzonej, wykorzystujacej zwiazki pochodzenia naturalnego,
m.in. kwercetyne badz lenzozyd [Maciejczyk, 2021; Jakubowicz-Gil, 2014]. Dlatego tez w
przeprowadzonych badaniach zastosowatam kombinacje sorafenibu z kumarynami. Okazato
si¢, ze potaczenie takie istotnie zmniejszato aktywno$¢ proautofagalng chemioterapeutyku,
co zwigzane bylo ze spadkiem poziomu bekliny 1. Odnotowatam réwniez znacznie wyzsza
skuteczno$¢ proapoptotyczng rownoczesnej aplikacji sorafenibu z imperatoryng badz
ostolem w komorkach glejaka wielopostaciowego, co wyjasni¢ mozna spadkiem poziomu
kinazy RAF pod wplywem aplikacji samego leku [Zajac, 2021]. Wiadomo bowiem, ze RAF,
poprzez zdolno$¢ do aktywacji biatek z rodziny IAP (ang. inhibitors of apoptosis),
odpowiedzialnych za unieczynnianie kaspaz, wptywa na hamowanie przebiegu apoptozy.
Co wiecej, kinaza ma zdolno$¢ do fosforylacji bialek z rodziny Bcl-2, w tym

proapoptotycznego biatka Bad. Zlokalizowana woéwczas w cytozolu proteina nie ma
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mozliwo$ci tworzenia megakanatdéw, przez ktoére uwalaniany jest cytochrom c [Baccarini,
2002]. Co cickawe, przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze komorki
gwiazdziaka anaplastycznego byly zdecydowanie bardziej oporne na indukcje
zaprogramowanej $mierci przez sorafenib w polgczeniu z badanymi kumarynami, w
poréwnaniu do glejaka wielopostaciowego. Zastosowane kombinacje inhibitora z
kumarynami okazaly si¢ antagonistyczne i towarzyszyl im spadek poziomu kaspazy 3.
Uzyskane wyniki wskazujg zatem, ze terapia skojarzona wykorzystujaca sorefenib moze by¢
efektywniejsza w glejakach o wyzszych stadiach zlo§liwosci, co jest zgodne z
dotychczasowymi doniesienami, wg ktorych zastosowanie inhibitora roéwnocze$nie z
kwercetyng, lenzozydem oraz LY294002 jest efektywniejsze w komorkach glejaka
wielopsaciowego w poréwnaniu do gwiazdziaka anaplastycznego [Zajac, 2021; Maciejczyk,
2021; Jakubowicz-Gil, 2014].

LY294002 jest morfolinowa pochodng kwercetyny o silnych wlasciwosciach
przeciwnowotworowych. Wykazano dotychczas, ze zwiagzek ten poprzez obnizenie poziomu
PI3K i aktywno$ci AKT/PKB, znaczaco zmniejsza zdolno$¢ inwazyjng komorek glejaka
linii U87 (GBM) [Chen, 2012]. W przeprowadzonych badaniach zaobserwowatam, ze
zwigzek indukowal autofagic w ok. 40% komorek gwiazdziaka anaplastycznego, co
korelowato ze wzrostem poziomu bekliny 1. W przypadku glejaka wielopostaciowego
proces ten wystgpowat w ok. 20% komorek, a dominujacym typem $mierci byta apoptoza.
Weczesniejsze badania wykazaty, ze procesowi temu towarzyszy spadek potencjatu blony
mitochondrialnej oraz wzrost aktywnosci kaspaz 3 1 9, co sugerowa¢ moze o przebiegu
apoptozy droga mitochondrialng [Zajac, 2021]. W moich badaniach wykazatam, ze
wiasciwosci proautofagelne inhibitora PI3K byty niwelowane przez jednoczesna aplikacjg
kumaryn, czemu towarzyszyt spadek ekspresji bekliny 1. Rownoczes$nie zaobserwowatam,
ze skuteczno$¢ takiej terapii w indukcji apoptozy byta porownywalna do monoterapii

wigkszo$cig zastosowanych kumaryn.

Jak wykazatam, zaréwno sorafenib jak i LY294002 posiadajag zdolnos¢ do
ograniczania mobilnosci komoérek nowotworowych. Opisano dotychczas, ze sorafenib
hamuje ekspresje¢ biatek macierzy zewnatrzkomorkowej - MMP-1 i MMP-9, zwickszajac
réwnoczesnie poziom adhezyjnego biatka - E-kadheryny w komorkach raka piersi (linie
MCF-7 i MDA-MB-231) [Dattachoudhury, 2020]. Z kolei aktywno$¢ LY294002 zwigzana
jest z hamowaniem ekspresji metaloproteinazy 2, a takze wzrostem poziomu czynnika

odpowiedzi na wczesny wzrost 1 - EGR-1 (ang. early growth response factor 1). Proteina
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odpowiada za regulacje¢ ekspresji genéw kodujacych biatka biorace udzial w procesach
nowotworzenia [Liu, 2008; Shukla, 2007]. Co ciekawe, przeprowadzone badania wykazaty,
ze znacznie skuteczniejsza od aplikacji samych inhibitorow byla réwnoczesna inkubacja

ostolem badz imperatoryna.

W celu uzyskania bezposrednich dowodéw na zaangazowanie szlakow RAS-RAF-
MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR w zwigkszanie opornosci glejakéw na indukcje
zaprogramowanej $mierci przez chemiotrerapeutyki, zablokowatam ekspresje kinaz RAF i
PI3K specyficznymi siRNA. Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly, ze wyciszenie
ekspresji obu biatek znaczgco zwigkszato aktywnosc¢ proapoptotyczng temozolomidu, ostolu
i imperatoryny, zardbwno W aplikacji pojedynczej jak i skojarzonej. W przypadku
gwiazdziaka anaplastycznego skuteczniejsze okazato si¢ wyciszenie ekspresji kinazy RAF,
podczas gdy w komorkach glejaka wielopostaciowego — kinazy PI3K. Woéweczas aplikacja
pochodnych kumaryny niemal calkowicie eliminowata komorki glejakow na drodze
apoptozy (>90%). Uzyskane wyniki wskazuja na ogromny potencjat, jaki daje zahamowanie
przewodnictwa wewnatrzkomorkowego za pomoca wspomnianych szlakow w zwiekszaniu
wrazliwosci komorek glejakow na indukcje apoptozy. Jak wykazatam, bezposrednie
zablokowanie aktywnosci szlakow, poprzez wyciszenie ekspresji PI3K i RAF jest znacznie
skuteczniejsze od zastosowania inhibitoréw tych bialek, co zwigzane jest z nizsza
specyficznoscig dziatanie stosowanych chemioterapeutykow. Skuteczne zablokowanie
przekaznictwa wewnatrzkomoérkowego wymaga zatem opracowania precyzyjniejszych

lekow.

Uzyskane wyniki sugerujg zatem, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa zastosowanych
zwiazkow zalezy od ich struktury chemicznej oraz linii komorkowej. Wyzsza aktywnosé
kumaryn prostych i furanokumaryn uwarunkowana jest obecnoscia podstawnika
izoprenylowego ostolu badz imperatoryny w pozycji C8, a zmiana jego lokalizacji wiaze si¢
ze spadkiem wlasciwosci proapoptotycznych zwigzku. Obok zdolnosci do indukcji
zaprogramowanej $mierci, Kumaryny ograniczaja rowniez potencjal migracyjny komorek
glejakow. Jak wykazalam zwigzki te moga by¢ stosowane jako adiuwanty, zwigkszajace
skutecznos¢ chemioterapeutykow — temozolomidu, sorafenibu i LY294002, a efektywnos¢
ich dziatania zalezy od aktywnoS$ci przekaznictwa wawnatrzkomérkowego przez szlaki
RAS-RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢
podstawe do opracowywania nowych strategii terapeutycznych, uwrazliwiajagcych komorki

glajaka na indukcj¢ zaprogramowanej $mierci
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VI.

WNIOSKI

Przeprowadzone badania pozwolity na sformuowanie najwazniejszych wnioskow:

1.

Wrazliwo$¢ komorek glejakow na indukcj¢ zaprogramowanej $Smierci zalezata od
linii komorkowej 1 zastosowanego zwigzku.

Kumaryny proste i furanokumaryny skutecznie indukowaty zaprogramowang $mier¢
w ludzkich komoérkach glajekow, a dominujagcym typem $mierci byta apoptoza,
przebiegajaca szlakiem mitochondrialnym.

Proapoptotyczna aktywno$¢ badanych kumaryn zalezata od ich struktury
chemicznej. Obecno$¢ ugrupowania izoprenylowego zwigkszala wlasciwosci
przeciwnowotworowe, podczas gdy zastgpienie podstawnika metoksylowego przez
pierScien furanu obnizalo cytotoksyczno$¢ zwigzku w stosunku do komorek
glejakow.

Kompleksy biatek Bcl-2 1 beklina 1 odgrywaly kluczowa role¢ w kierowaniu
$miertelnego sygnatu na drogg apoptozy badz autofagii w komodrkach glejakow.
Zablokowanie przekazywania sygnatow poprzez wewnatrzkomorkowe szlaki RAS-
RAF-MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR znaczaco uwrazliwialo komorki
gwiazdziaka anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego na dziatanie ostolu i
imperatoryny.

Ostol i imperatoryna, w aplikacji pojedynczej i skojarzonej z TMZ skutecznie
hamowaty migracje komorek glejakow 11°1 1V°.

Ostol 1 imperatoryna obnizaty potencjat proautofagalny temozolomidu, sorafenibu 1
LY294002 w ludzkich komorkach glejaka wielopostaciowego 1 gwiazdziaka

anaplastycznego.
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VII.

SUPLEMENT - ocena skutecznosci aplikacji skojarzonej

Obok metody doswiadczalnej, skuteczno$¢ zastosowanego leczenia skojarzonego
oceniono przy pomocy metody Chou-Talalay, wykorzystujac w tym celu program
CompuSyn. Okre$lono wowczas wskaznik kombinacji (CI, ang. combination index) oraz
wskaznik redukcji dawki (DRI, ang. dose reduction index) dla poszczegolnych wariantow
terapii skojarzonej, a takze wykreslono izobologramy, na podstawie ktorych dobrano

odpowiednie stezenia lekow w terapii skojarzone;.

2.5.0stol

W celu okreslenia wzajemnego oddziatywania ostolu z temozolomidem, sorafenibem
oraz LY294002 wyznaczono wskaznik kombinacji (CI). CI = 1 informuje o addytywnym
dziataniu kombinacji lekow, podczas gdy CI<l i CI> 1 oznacza odpowiednio efekt
synergistyczny i antagonistyczny. Wyniki usyskane w linii MOGGCCM wskazaty na
istnienie antagonizmu pomig¢dzy ostolem a pozostatymi zwigzkami (temozolomidem,
sorafenibem 1 LY294002) (Ryc. 51A). Jedynie przy nizszych efektach dziatania lekow (IC
>20%), kombinacja ostolu z inhibitorem kinazy PI3K okazala si¢ synergistyczna badz
addytywna. Wyniki te korelowaty z kolejnym parametrem, majacym duze znaczenie przy
planowaniu terapii skojarzonej - wskaznikiem DRI. Informuje on o redukcji dawki zwigzku
(DRI>1) w porownaniu do monoterapii, pozwalajac tym samym na zmniejszenie ilosci leku
podawanego pacjentowi. W linii MOGGCCM osiagniecie tego samego efektu
przeciwnowotworowego ostolu w terapii skojarzonej wymagato znacznego zwigkszenia
dawki leku (Ryc. 52A-C). Jednocze$nie kumaryna zwielokrotniata DRI pozostatych
zwigzkow uzytych w kombinacji. Dodatkowo, na podstawie sporzadzonych izobologramow
sprawdzono, czy st¢zenia lekow dobrane na podstawie pojedynczej aplikacji lekow byly
rownie skuteczne w terapii skojarzonej (Ryc. 53A-C). W przypadku aplikacji ostolu z
inhibitorami (sorafenibem i LY294002), dawki stosowane w monoterapii okazaly si¢
optymalne réwniez w leczeniu skojarzonym. Inne wyniki uzyskano dla kombinacji
kumaryny z temozolomidem. Woéwczas osiggniecie oczekiwanych efektow wymagatoby
zastosowania znacznie wyzszych stgzezen. W  badaniach eksperytmentalnych
zaobserwowano jednak, ze stezenie ostolu powyzej 200 puM wykazuje dziatanie
nekrotyczne, dlatego réwniez w tym przypadku zastosowano st¢zenia dobrane

doswiadczalnie.
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Rycina 51. Wykres zaleznosci wskaznika kombinacji (CI) od wspotczynnika skutecznosci
zastosowanego leczenia skojarzonego (1 oznacza 100% komorek martwych) w linii MOGGCCM
(A)1T98G (B); CI<1, CI=11CI> 1 wskazujg odpowiednio na efekt synergistyczny, addytywny i
antagonistyczny; O-ostol, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-LY294002.
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Rycina 52. Wykres zaleznosci wskaznika redukcji dawki (DRI) od wspoétczynnika skutecznos$ci
zastosowanego leczenia skojarzonego (1 oznacza 100% komorek martwych) w linii MOGGCCM
(A) i T98G (B); DRI>1 oznacza redukcje dawki; O-ostol, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-
LY294002.
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Rycina 53. Klasyczny izobologram przedstawiajacy interakcje ostolu z temozolomidem (A,D),
sorefanibem (B,E) oraz LY294002 (C,F) przy 50%, 75% i 100% efekcie dziatania lekoéw w linii
MOGGCCM (A,B,C) oraz T98G (D,E,F); O-ostol, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-LY294002.
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Zupekie inne wyniki otrzymano w linii T98G (Ryc. 51B). Wowczas antagonizm
zaobserwowano jedynie po podaniu kumaryny z LY294002. Synergizm dzialania
pozostatych kombinacji (ostolu z sorafenibem oraz z temozolomidem) wzrastal wraz ze
wzrostem efektywnosci leczenia, co jest niezwykle istotne w przypadku terapii
przeciwnowotworowej. Wyniki te korelowaly z wartosciami DRI (Ryc. 52D-F).
Wspdtezynnik, w przypadku terapii ostolem i temozolomidem badz sorafenibem, wzrastat
wraz ze wzrostem skutecznosci leczenia, zmniejszajagc tym samym dawki obu lekow.
Jedynie aplikacja kumaryny z LY294002 zmniejszata jego wartos¢ ponizej 1 (DRI<1).
Analiza izobolograficzna wykazata, ze stezenia lekow stosowanych w aplikacji pojedyncze;j

dawaly optymalny efekt réwniez w terapii skojarzone;.

2.6.Imperatoryna

Podobnie jak kombinacje ostolu, rowniez terapia skojarzona z zastosowaniem
imperatoratoryny poddana zostata analizie przy pomocy testu Chou-Talalay. Wyniki
uzyskane w linii MOGGCCM $wiadcza, ze furanokumaryna wykazywata dziatatanie
synergistyczne jedynie w potaczeniu z LY294002 dla CI>10%. Dla nizszych efektow
dziatania, kombinacja ta dawala efekt antagonistyczny. Wystgpowal on takze po
zastosowaniu terapii z temozolomidem badz sorafenibem (Ryc. 54A). Otrzymane wyniki
korelowatly z uzyskang wartoscig DRI (DRI<1), a st¢zenie lekow (ostolu, temozolomidu 1
sorafenibu), dajacych ten sam efekt proapoptotyczny, powinny by¢ wyzsze przy aplikacji
réwnoczesnej, w porownaniu do podania pojedynczego (Ryc. 55A,B). Jedynie kombinacja
furanokumaryny z LY294002 w znaczacy sposob redukowata dawki obu lekéw (Rycina
53C). Na podstawie wartosci CI oraz wykonanych izobolograméw okreslono, Ze stezenia
wszystkich zwigzkow stosowanych w monoterapii sg optymalne rowniez w przypadku

terapii skojarzonej (Ryc. 56A-C).

Znacznie lepsze efekty otrzymano w hodowli glejaka wielopostaciowego. Wowczas
jedynie po sprz¢zeniu dziatania imperatoryny z cytostatykiem obserwowano efekt
antagonistyczny (Ryc. 54B). Kombinacja furanokumaryny z inhibitorami (sorafenibem badz
LY294002) wykazywata takie dziatanie jedynie przy niskim wspotczynniku skutecznos$ci
(<0.15). Wyzsze efekty dziatania (>15%) korelowaty z wystgpowaniem synergizmu, ktory
wzrastat wraz z efektywnoscig leczenia (Ryc. 55B). Rowniez w tym przypadku uzyskane

warto$ci DRI byly rownowazne z wyznaczonym CI. Wowczas wspdtczynnik ten wzrastat
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dla terapii imperatoryng w potaczeniu z sorafenibem i LY294002 oraz zmniejszat si¢ w
kombinacji z TMZ (Ryc. 55D-F). Analiza izobolograficzna wykazata, ze stezenia wybrane

w sposob doswiadczalny dajg najlepszy efekt rowniez w terapii skojarzonej (Ryc. 56D-F).

MOGGCCM
A
8001 ; oI
{ 0o s
/ ILY
a !
S /
= /
o /
£ / :
= /
£ /
£ 4 .
=< / antagonizm
§ / :
E] P efekt addytywny
z F >
/ 4 synergizm
] P
0 05 1 0 05 1
Wspélezynnik skutecznosci
TI8G
B
ar oI
l 0 1s
l Ly
s |
=1
£
e [
]
S
£ \ .
o | antagonizim
8 |
-3 |
i |
\
z \ .
\ efekt addytywny
‘\ synergizm
0 N .‘B‘_.—— - < —

0 05 1

Wspolczynnik skutecznosci

Rycina 54. Wykres zalezno$ci wskaznika kombinacji (CI) od wspotczynnika skutecznos$ci
zastosowanego leczenia skojarzonego (1 oznacza 100% komorek martwych) w linii MOGGCCM
(A)1T98G (B); CI<1, CI =11 CI> 1 wskazujg odpowiednio na efekt synergistyczny, addytywny i
antagonistyczny; I-imperatoryna, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-LY294002.
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Rycina 55. Wykres zaleznosci wskaznika redukcji dawki (DRI) od wspdtczynnika skutecznosci
zastosowanego leczenia skojarzonego (1 oznacza 100% komoérek martwych) w linii MOGGCCM
(A) 1 T98G (B); DRI>1 oznacza redukcje dawki; I-imperatoryna, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-
LY?294002.

124



MOGGCCM

A
300000. 7
© Fa=05
[0 Fa=075
Fa=09
s
]
£ 150000,
o
g
0 5.0E10 1.0E11
Temozolomid [pM]
B
300000. " © Fa=05
s [0 Fa=0.75
Fa=09
s
=
«
£, 1s0000.
1S
1=}
=
b3
-9
E
D\m
0By i 43 N
0 25000 50000
Sorafenib [pM]
C
300000. o Fa=05
[0 Fa=0.75
Fa=09
=
2
<
¢
£ 150000.
L
=5
E
i
M ——iam —
1000 2000
LY294002 [uM]

TI8G
st © Fa=05
[0 Fa=075
. Fa=09
=
2
<
£
£
S L
= 3.75€7
"
"
£
-
0 500000. 1000000
Temozolomid [puM]
7.5E7 @ Fa=05
L O Fa=075
Fa=09
=
=
I3
=
=)
5 L
= 3.75€7
-
v
-
B
0Es = '
0 100 200
Sorafenib [uM]
7.5E7
L @ Fa=05
O Fa=075
Fa=09
=
=
<
=
-
z L
S 3.75E7
2
Y
-3
B
r’ D; i i i J
0 2500 5000
LY294002 [nM]

Rycina 56. Klasyczny izobologram przedstawiajacy interakcje ostolu z temozolomidem (A,D),
sorefanibem (B,E) oraz 1Y294002 (C,F) przy 50%, 75% i 100% efekcie dziatania lekéw w linii
MOGGCCM (A,B,C) oraz T98G (D,E,F); I-imperatoryna, T-temozolomid, S-sorafenib, LY-

LY294002.
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IX.

SPIS RYCIN

Rycina 1. Gwiazdziak anaplastyczny: A- obraz otrzymany technikg MRI T2 (ang. T2-
weighted magnetic resonance imaging) [zmodyfikowane na podstawie Weller, 2015], B-
przekroj poprzeczny mozgu z duzym, stabo zaznaczonym guzem w lewym obszarze
czotowo-skroniowym bez razacej martwicy i ognisk krwotocznych [httpl], C- obraz
histologiczny AA (10x) otrzymany przez barwienie hematoksyling—eozyna [http2]. ........ 18

Rycina 2. Glejak wielopostaciowy: A- obraz otrzymany technikg MRI T2 [zmodyfikowane
na podstawie Weller, 2015], B- przekroj poprzeczny mozgu z widocznym guzem, w obrebie
ktorego znajdujg si¢ obszary martwicy i ogniska krwotoczne [http3], C- obraz histologiczny
GBM (10x) uzyskany przy pomocy barwienia hematoksyling—eozyng z widocznym
palisadowym uktadem komorek (zaznaczone strzatkg) wokot ognisk nekrotycznych (ON)
L 0 OSSO SR PR 19

Rycina 3. Struktura kinazy RAF [opracowanie wlasne]; S/T — region bogaty w seryng¢ i
treoning; CR1- region zawierajacy domeng wigzacg RAS; CR2 - region bogaty w seryng i
treoning; CR3 —region o wiasciowosciach Kinazy............cccooivviiiiiiiiiic, 20

Rycina 4. Uproszczony schemat transmisji sygnalu za pomocg szlaku RAS-RAF-MEK-
ERK w glejakach i jego regulatory [opracowanie wlasne]. Nadmierne pobudzenie szlaku
zwigzane jest z amplifikacja genow EGFR badz PDGFR oraz obecnoscia mutacji EGFRVIII,
prowadzaca do sygnalizacji niezaleznej od obecnosci liganda. W odpowiedzi na sygnat z
tych receptorow badz poprzez kinazg¢ c-src dochodzi do aktywacji biatka RAS, ktore
aktywuje kinaz¢ serynowo-treoninowg RAF. Ta z kolei fosforyluje kinaze MEK,
odpowiedzialng za przytaczenie reszty fosforanowej w obrebie ERK. Aktywowane ERK
przemieszcza si¢ do jadra, aktywujac czynniki transkrypcyjne zaangazowane w cykl
komodrkowy i1 hamowanie apoptozy. Kolorem niebieskim zaznaczono zwigkszony, a
czerwonym zmniejszony poziom bialek w komorkach glejakow. ..., 22

Rycina 5. Uproszczony schemat transmisji sygnatu za pomoca szlaku PI3K-AKT/PKB-
mTOR w glejakach 1 jego regulatory [opracowanie wlasne]. W odpowiedzi na sygnat z
receptorow EGFR badZz PDGFR dochodzi do aktywacji kinazy PI3K, ktora fosforyluje
serynowo-treoninowa kinaze¢ AKT. Proteina, poprzez interakcje =z biatkami
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