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1. Dane personalne

Imig¢ i nazwisko: Alicja Chrzanowska

Zajmowane stanowisko i adres: adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze i Zaktadzie
Biochemii, Warszawski Uniwersytet Medyczny

ul. Banacha 1, 02-097 Warszawa, Polska

tel. + 48 22 572 06 93

ORCID: 0000-0002-6928-4561

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2000 r. — dyplom magistra farmacji, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydziat
Farmaceutyczny, Zaklad Bioanalizy Srodowiska, tytut pracy magisterskiej: ,,Oznaczanie
zawartosci czterochlorku wegla i chloroformu w powietrzu na stanowisku pracy metodg
HPLC”. Obrona z wynikiem bardzo dobrym, promotor: Prof. dr. hab. n. farm. Jozef Sawicki,
recenzent: Prof. dr hab. Jan Pachecka

2008 r. — stopien doktora nauk medycznych, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Wydziat
Lekarski, tytut rozprawy doktorskiej: ,,Zmiany aktywnosci i ekspresji arginazy w marskosci i
pierwotnym raku watroby”, obrona z wyrdznieniem

promotor: Prof. dr hab. Anna Baranczyk-Kuzma

recenzenci: Prof. dr hab. Edward Bankowski, Prof. dr hab. Stawomir Maslinski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

11.2000 - 10.2008 — asystent naukowo-dydaktyczny, Katedra i Zaktad Biochemii, I Wydziat
Lekarski, Akademia Medyczna w Warszawie
11.2008 — 06.2015 — adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra i Zaktad Biochemii, I Wydziat
Lekarski, Warszawski Uniwersytet Medyczny
11.2017 — obecnie — adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra i Zaktad Biochemii, Wydziat
Lekarski, Warszawski Uniwersytet Medyczny

4. Dane bibliometryczne:

Dorobek naukowy (jako pierwszy autor i wspolautor) na dzien wykonania dotaczonej do
autoreferatu analizy bibliometrycznej (2.03.2023):

e 30 oryginalnych, pelnotekstowych prac naukowych, w tym 20 w czasopismach z IF (21
po uzyskaniu stopnia naukowego doktora); z czego 11 jako pierwszy/korespondencyjny
autor

e 5 prac pogladowych, w tym 3 w czasopismach z IF (3 po uzyskaniu stopnia naukowego
doktora)

e 19 doniesien/komunikatow na zjazdach migdzynarodowych lub krajowych); z czego 11
jako pierwszy autor (streszczenia prezentowane w formie plakatu lub prezentacji ustnej)

Sumaryczny Impact Factor wszystkich publikacji wg listy Journal Citation Reports JCR
zgodnie z rokiem opublikowania: 94,058
Sumaryczna punktacja MEIN (dawniej MNiSW) wszystkich publikacji: 1997
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Liczba cytowan (wg bazy Web of Science/Scopus) z dnia 02.03.2023, bez autocytowan:
313/372

Indeks Hirscha (wg bazy Web of Science/Scopus) z dnia 02.03.2023: 10

5. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z p6zZn. zm.).

a) tytut osiggnigcia naukowego

Ocena potencjalu cytotoksycznego nowych koniugatéw fluorochinolonow z kwasami
tluszczowymi oraz ich wplywu na metabolizm komoérek nowotworowych i bakteryjnych

b) publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

Cykl 4 oryginalnych publikacji petnotekstowych:

H1. Chrzanowska A, Roszkowski P, Bielenica A, Olejarz W, Stepien K, Struga M. Anticancer
and antimicrobial effects of novel ciprofloxacin fatty acids conjugates. Eur J Med Chem.

2020;185:1-11.
IF = 6,514; Punkty MEIN = 140; kwartyle Q1

Wklad: autorka uczestniczyla we wszystkich etapach przygotowywania pracy tj.: opracowaniu
pomystu badania, hodowli komoérkowej, wykonywaniu wigkszosci oznaczen w czgsci
eksperymentalnej, analizie statystycznej wynikoéw, zebraniu i interpretacji pisSmiennictwa,
przygotowywaniu pierwotnej i ostatecznej wersji manuskryptu. Udziat oszacowany na 70%.

H2. Chrzanowska A*, Olejarz W, Kubiak-Tomaszewska G, Ciechanowicz A, Struga M. The
Effect of Fatty Acids on Ciprofloxacin Cytotoxic Activity in Prostate Cancer Cell Lines - Does
Lipid Component Enhance Anticancer Ciprofloxacin Potential? Cancers (Basel). 2022;87:905—
917.

IF = 6,575; Punkty MEIN = 140; kwartyle Q1

Wklad: autorka uczestniczyta we wszystkich etapach przygotowywania pracy tj.: opracowaniu
pomyshu badania, hodowli komorkowej, wykonywaniu oznaczen w czg¢sci eksperymentalne;,
analizie statystycznej wynikoéw, zebraniu i interpretacji pisSmiennictwa, przygotowywaniu
pierwotnej i ostatecznej wersji manuskryptu. Udziat oszacowany na 70%.

H3. Chrzanowska A, Struga M, Roszkowski P, Kolinski M, Kmiecik S, Jatbrzykowska K,
Zabost A, Augustynowicz-Kope¢ E, Wrzosek M, Stefanska J, Bielenica A. The effect of
conjugation of ciprofloxacin and moxifloxacin with fatty acids on their antibacterial and
anticancer activity. Int J Mol Sci. 2022;23(11):1-28.

IF = 6,208; Punkty MEIN = 140; kwartyle Q1

Wklad: autorka uczestniczyta w prowadzeniu hodowli komoérkowej, wykonywaniu czesci
oznaczen w fazie eksperymentalnej, koordynacji i nadzorze nad zadaniami badawczymi,
zebraniu i interpretacji piSmiennictwa, przygotowywaniu pierwotnej i ostatecznej wersji
manuskryptu. Udziat oszacowany na 60%.
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H4. Chrzanowska A, Kurpios-Piec D, Zyzynska-Granica B, Kiernozek-Kalinska E, Lay WX,
Ciechanowicz A, Struga M. Anticancer activity and metabolic alteration in colon and prostate
cancer cells by novel moxifloxacin conjugates with fatty acids. Eur J Pharmacol. 2023; 940:1-
12.

IF = 5,195; Punkty MEIN = 100; kwartyle Q1

Wklad: autorka uczestniczyta we wszystkich etapach przygotowywania pracy tj.: opracowaniu
pomystu badania, hodowli komoérkowej, wykonywaniu wigkszosci oznaczen w czgsci
eksperymentalnej, analizie statystycznej wynikow, zebraniu i interpretacji pisSmiennictwa,
przygotowywaniu pierwotnej wersji manuskryptu. Udzial oszacowany na 70%.

Sumaryczny wynik punktacji IF i MEiN publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia
naukowego:

Laczny IF 24,492

Laczna punktacja MEiN 520

* — prace, w ktorych wystepowatam w roli autora korespondencyjnego

6. Omowienie celu naukowego i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

6.1. Wprowadzenie i omowienie celu naukowego

Przedstawiony cykl badan dotyczy poszukiwan efektywnych i selektywnych
pochodnych fluorochinolonéw i kwasoéw thuszczowych, ktore moga zostaé zastosowane w
prewencji i/lub leczeniu nowotworow. Przeprowadzone badania pozostaja w Scistym zwigzku
z moimi obecnymi i wczesniejszymi zainteresowaniami naukowymi, koncentrujacymi si¢
wokot metabolizmu komoérki nowotworowej 1 poszukiwaniu jego ,,stabych punktéw”, ktére
moglyby stac si¢ celem terapeutycznym.

Choroby nowotworowe nalezg do grupy chordb cywilizacyjnych i obejmuja coraz
szersza grupe populacji ludzkiej stanowigc jedng z gldéwnych przyczyn zgondéw bez wzgledu na
pte¢ i wiek. Co roku dane statystyczne wskazuja na raka jelita grubego, ptuc, prostaty i piersi
jako dominujacych wsrod zdiagnozowanych guzéw litych u pacjentow [1]. Wigkszosé
nowotworow prostaty jest zalezna od androgendéw na poczatku ich rozwoju, co pozwala na
skuteczng terapi¢ blokowania aktywnosci hormonalnej. Jednak z czasem cze$¢ komorek
nowotworowych staje si¢ oporna na terapi¢ przez uniezaleznienie si¢ od dzialania androgenow.
Prawdopodobnie dzieje si¢ tak z powodu reaktywacji i endogennej, nieprawidtowej aktywacji
receptora androgenowego (AR) [2]. W tym momencie rak nazywany opornym na kastracj¢
(CRPC) powoduje wicksza $miertelnos¢, wskutek braku skutecznych terapii celowanych.
Ciekawym jest fakt, Ze coraz wigcej uwagi poswieca si¢ zmianie metabolizmu lipidow w
komorkach nowotworowych, jako procesowi zaangazowanemu w progresje guza. Okazuje sig,
ze nie wszystkie tkanki nowotworowe korzystaja intensywnie z glikolizy i glutaminolizy jako
szlakow dostarczajacych energii oraz metabolitow do syntez [3]. Rak prostaty (PCa) jest
szeroko opisany jako nowotwor ,bogaty w lipidy”, ktory wykorzystuje glownie kwasy
tluszczowe do produkcji energii 1 w duzym zakresie pozyskuje je ze Srodowiska
pozakomorkowego. Okazuje si¢, ze w warunkach stresu metabolicznego, w komorkach raka
prostaty nastepuje zmiana profilu metabolicznego i oprocz wzmozonej syntezy de novo
kwasow tluszczowych (FA), rosnie rowniez wychwyt lipidow pozakomoérkowych. Poza tym
PCa jako jeden z kilku nowotworow, charakteryzuje si¢ nieprawidlowg akumulacjg lipidow w
postaci kropelek (LD). Proces ten moze by¢ $cisle zwigzany z progresja nowotworu w kierunku
fenotypu CRPC oraz z lekoopornoscig poprzez zwigkszenie wewnatrz nowotworowej syntezy
androgenow, co promuje patologiczng reaktywacje AR [4]. Rowniez komorki raka jelita
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grubego charakteryzuja si¢ zmienionym profilem lipidowym poprzez zwigkszony wychwyt
nasyconych i jednonienasyconych tancuchow acylowych, ktore miedzy innymi wchodza w
sktad bton komorkowych. Czasteczki lipidowe w tkance nowotworowej zostaja wykorzystane
nie tylko do budowy blon, ale rowniez do przekaznictwa sygnalowego oraz sa doskonatym
materialem energetycznym dla szybko proliferujacych komorek. Tym samym wszelkie zmiany
dotyczace metabolizmu lipidow wptywaja na wiele proceséw komodrkowych, takich jak wzrost,
autofagia, apoptoza lub nekroza, czy tez lekoopornos¢ [5].

W terapii nowotworowej wciagz kluczowe znaczenie ma zastosowanie chemioterapii,
gdyz zaro6wno resekcja chirurgiczna jak i1 radioterapia nie zawsze mogg by¢ uzyte ze wzgledu
na lokalizacj¢ guza, jego rodzaj czy tez stopien zaawansowania. Obecnie w celu hamowania
proliferacji komorek nowotworowych stosuje si¢ wiele substancji aktywnych, ale wcigz istnieje
potrzeba znalezienia zwigzkow charakteryzujacych si¢ skuteczno$cig i selektywnoscig, bez
wywotania powaznych dzialan niepozadanych, ktore czesto uniemozliwiaja kontynuacje
terapii. Dlatego tez caly czas prowadzone sg badania majace na celu uzyskiwanie nowych,
coraz bardziej skutecznych lekow przeciwnowotworowych, zapewniajacych efektywng
farmakoterapi¢ tych choréb. Dobrg strategia, ktéra pozwala skroci¢ czas, obnizy¢ koszty
wprowadzania nowych lekéw na rynek, a takze zmniejszy¢ ryzyko nieoczekiwanych skutkow
ubocznych jest zmiana przeznaczenia leku, nazywana réwniez repozycjonowaniem lub
reprofilowaniem. Obejmuje ono identyfikacj¢ nowych zastosowan juz zatwierdzonych i
przebadanych lekéw, ktore wykraczaja poza zakres ich pierwotnego wskazania medycznego
[6]. Biorac pod uwagg potencjat cytotoksyczny nie tylko przeciwko komoérkom bakteryjnym,
ale rowniez jak wykazaly badania in vitro i in vivo przeciwko komoérkom nowotworowym,
doskonatymi kandydatami wydaja si¢ by¢ fluorochinolony. Jest to szeroka grupa
chemioterapeutykow, znanych z aktywno$ci hamujacej bakteryjne topoizomerazy typu II:
gyraze DNA i topoizomerazg 1V, ktore sg odpowiedzialne za replikacje, transkrypcje, a takze
naprawe i rekombinacj¢ DNA bakterii [7]. Z biegiem lat modyfikacja chinolonéw doprowadzita
do zmian w ich sktadzie chemicznym oraz strukturze, zwigkszajac sit¢ dziatania, optymalizujac
wiasciwosci farmakokinetyczne, rozszerzajac spektrum antybakteryjne i zmniejszajac rozwoj
oporno$ci  bakterii. Cyprofloksacyna (CXP) jako fluorochinolon drugiej generacji
charakteryzuje si¢ szerokim spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego o zwigkszonej
aktywnosci przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym. Taki efekt uzyskano
dzigki wlaczeniu fluoru w pozycji C6 oraz grupy piperazynowej w pozycji C7. Kolejne
modyfikacje takie jak wprowadzenie grupy azabicyklicznej czy tez grupy metoksylowej w
pozycji C8 zwigkszyly dzialanie przeciwko mikroorganizmom Gram+ czy tez dodatkowo
przeciwko beztlenowcom i zapoczatkowato ere fluorochinolonéw IV generacji, do ktorej
nalezy moksyfloksacyna (MXF) [8]. Co istotne, dopiero przy stezeniach stukrotnie wyzszych
niz konieczne do zahamowania enzymoéw bakteryjnych, zwigzki te dzialaja na topoizomerazy
eukariotyczne. Jednak wtasnie t¢ cechg wykorzystano przy wstepnych testach cytotoksycznosci
w komoérkach nowotworowych [9]. Badania te prowadzone byty w warunkach in vitro na
r6éznych rodzajach nowotworéow i pozwolity one na identyfikacje jeszcze innych mechanizmow
dziatania tych chemoterapeutykow, takich jak indukowanie apoptozy, zatrzymanie cyklu
komorkowego, wplyw na transformacje¢ komorek nabtonkowych w mezenchymalne i
macierzyste, biogeneze miRNA, stres oksydacyjny, zaburzenie bioenergetyki mitochondrialnej
oraz zahamowanie inwazji i migracji komorek nowotworowych [10]. Dodatkowym atutem jest
samo dzialanie antybakteryjne fluorochinolonow, ktore rowniez w przypadkach niektorych
nowotworow np. raka piersi czy tez prostaty wpisuje si¢ W dziatanie hamujace rozwoj guza [11,
12]. Zidentyfikowano bowiem w $rodowisku guza wiele patologicznych szczepoéw bakterii,
ktore wydajg si¢ by¢ zaangazowane w mechanizmy prokancerogenne.

Jednoczesnie znane sg proby sprzgzenia cytostatykow z komponentem lipidowym, ktore
daty pozytywny efekt usprawnienia wychwytu przez komoérki nowotworowe tak
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zmodyfikowanych substancji oraz zwigkszenia ich cytotoksycznosci [13]. Powstate w ten
sposob zwigzki mogg omija¢ mechanizmy opornosci, a czgsto jest to kluczowe, poniewaz do
ostabienia efektu cytotoksycznego dochodzi wtasnie pod wplywem zjawiska ,.efflux”.
Dodatkowo okazuje si¢, ze lipofilne koniugaty moga wykazywac¢ dziatanie ochronne na zdrowe
komorki. Przyktadowo, koniugowanie gemcytabiny z kwasem linolowym (CLA) czy tez z
ugrupowaniem kardiolipinowym pozwolilo na uzyskanie mniej toksycznego zwiazku dla
zdrowych komorek, ktory natomiast chetniej wigzat si¢ z blonami 1 pokonywat opornosé
komorek nowotworowych [14]. Podobnie, aby zwickszy¢ indeks terapeutyczny i zlagodzié
toksyczno$¢ w stosunku do zdrowych tkanek, zsyntetyzowano koniugaty doksorubicyny
(DOX) z kwasem alfa-linolenowym (LNA) i kwasem palmitynowym (PA). Wsréd nich
hydrazon DOX-LNA wydtuzyt znaczaco czas przezycia i zmniejszyt rozmiar guza w badaniach
in vitro [15]. Poza tym, taka modyfikacja leku przeciwnowotworowego moze wydtuzy¢ jego
okres pottrwania we krwi, zwlaszcza jezeli jest to potaczenie przez wigzania amidowe.
Wigzanie to charakteryzuje si¢ duza stabilno$cia in vitro, a leki z wigzaniem amidowym moga
réwniez by¢ catkowicie oporne na hydroliz¢ in vivo i wtedy ich biotransformacja zachodzi przy
uzyciu szlakow oksydacyjnych [16, 17].

Bioragc pod uwage wszystkie wyzej opisane aspekty, cieckawym projektem wydawato
si¢ wzbogacenie czasteczki dwoch flurochinolonéw cyprofloksacyny (II generacja) i
moksyfloksacyny (IV generacja) o reszty kwasow ttuszczowych o roznej dlugosci tancucha
oraz liczbie i potozeniu wigzan podwdjnych, jak réwniez zbadanie efektu cytotoksycznego
nowo powstatych koniugatéw na komorki raka jelita grubego i prostaty. Wiele kwaséw
thuszczowych takich jak oleinowy (OA), linolowy (LA) czy tez dokozaheksaenowy (DHA) jest
opisanych w literaturze jako czasteczki o potencjale przeciwnowotworowym [18-20]. W
niektorych przypadkach kwasy ttuszczowe dziataly rowniez synergistycznie, wzmacniajac
dziatanie cytotoksyczne leku. Ze wzgledu na potwierdzone w literaturze obiecujace wyniki
uzyskane ze sprzegania cytostatykow z kwasami tlhuszczowymi, zostaty zaprojektowane, a
nastepnie zsyntetyzowane przez dr hab. Piotra Roszkowskiego z Pracowni Chemii Zwigzkow
Naturalnych UW, koniugaty czasteczki cyprofloksacyny i moksyfloksacyny z kwasami
thuszczowymi. Nastepnie uzyskane amidy przebadatam i ocenitam ich potencjat cytotoksyczny
oraz porownatam ich dziatanie w zaleznos$ci od rodzaju kwasu tluszczowego uzytego do
modyfikacji, jak i typu linii komorkowej. Analiza danych pozwolita na wyselekcjonowanie
optymalnych potaczen wyjsciowego fluorochinolonu z odpowiednim fragmentem acylowym.
Umozliwito to przeprowadzenie bardziej zaawansowanych badan nad mechanizmami
cytotoksycznego dziatania najaktywniejszych nowych pochodnych. Ocenitam rowniez wptyw
tych zwigzkéw na intensywnos$¢ ekspresji biatek enzymatycznych, magazynujacych czy tez
transportujgcych oraz metabolitow zaangazowanych w przemiany lipidow w komorkach
nowotworowych. Efektem poszerzonych badan miato by¢ ponadto ustalenie, czy nowo
zsyntetyzowane koniugaty ze zwigkszong aktywnoscig cytotoksyczng nie utracg jednoczes$nie
aktywnosci przeciwbakteryjnej, czy tez moze zyskaja jaki$ dodatkowy potencjal np. przeciwko
szczepom lekoopornym. W tym celu koordynowatam, jak rowniez uczestniczytam w
wieloosrodkowych badaniach przeciwbakteryjnej aktywnosci otrzymanych amidow.
Przedstawione do oceny osiggniecie naukowe obejmuje cykl 4 rozbudowanych prac
doswiadczalnych (H1-H4) opublikowanych w latach 2020-2023.

6.2. Szczegélowy opis wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Publikacja H1 — Badania cytotoksycznego potencjatu cyprofloksacyny po polgczeniu
z kwasami ttuszczowymi w pierwotnych i przerzutowych komorkach raka jelita grubego i raka
prostaty oraz w komorkach bakteryjnych
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R- grupa acylowa kwasu

(1) C;Hs— kwas krotonowy 4:1

OH O
(2) CgH,— kwas sorbowy 6:2
(3) CyHs— kwas geranowy10:2 o F
(4) C,;H;3— kwas oleinowy 18:1 |
(5) C,;Hq;—kwas elaidynowy 18:1 N N /ﬁ
(6) Cy;H,q—kwas a-linolenowy 18:3 K/ N
(7) C,Hy—kwas erukowy 22:1 R

(8) C,,H4,—kwas dokoheheksaenowy 22:6

Schemat 1. Ogblny wzor koniugatu cyprofloksacyny z kwasem thuszczowym

Cykl otwiera praca H1, w ktorej zostat przenalizowany i opisany wstepny przesiewowy
test cytotoksycznosci dziewigciu nowo zsyntetyzowanych koniugatéw cyprofloksacyny z
kwasami tluszczowymi. Grupa piperazynylowa szkieletu chinolonowego czasteczki
cyprofloksacyny (CXP) zostata potgczona wigzaniem amidowym 2z grupa karboksylowa
odpowiedniego kwasu tluszczowego. W celu zapewnienia zmiennosci strukturalnej, pula
kwasow tluszczowych jaka zostala wykorzystana do syntezy koniugatow byla zréznicowana
pod wzgledem dhugosci tancucha, stopnia nienasycenia i izomerii geometrycznej. We wstepie
pracy skupitam si¢ na charakterystyce raka prostaty (PC), ktory w pierwszej fazie
zaawansowania zalezy od androgenow, ale w miar¢ rozwoju prezentuje fenotyp niezalezny od
hormonow, co w konsekwencji daje oporno$¢ na wtorng terapi¢ hormonalng i chemioterapie
[2]. W takiej zmienionej fenotypowo tkance nowotworowej mozna zaobserwowac kilka zmian
molekularnych, m.in. obnizong szybko$¢ apoptozy oraz wzrost interleukiny-6. Niezalezne
badania pokazaty, ze migdzy innymi wlasnie ta cytokina uczestniczy w procesie transformacji
PC z zaleznego od androgendéw do fenotypu niezaleznego [21]. Udowodniono rowniez, ze wiele
guzéw ludzkich m.in. nowotwor jelita grubego charakteryzowat si¢ wyzsza inwazyjnoscia
poprzez aktywacje zardwno autokrynnych, jak 1 parakrynnych szlakéw sygnalowych
regulowanych przez IL-6. Co ciekawe, lite guzy nowotworowe czgsto rozwijaja si¢ w wyniku
stanu zapalnego, a zatem przewlekte zapalenie gruczotu krokowego moze predysponowaé do
rozwoju raka tego narzadu. Dlatego w zapobieganiu, a nawet leczeniu raka prostaty wazne
moze by¢ wyhamowanie stanu zapalnego, ktory czgsto jest powiazany z infekcja bakteryjna.
Najczgs$ciej stosowane w leczeniu stanu zapalnego zaréwno gruczotu krokowego jak 1 pecherza
moczowego sa wlasnie chemioterapeutyki z grupy fluorochinolonow, w tym przede wszystkim
cyprofloksacyna. Posiada ona rowniez zdolnos¢ hamowania proliferacji komorki
eukariotycznej poprzez reakcje z mitochondrialng izoformg topoizomerazy Il i uszkodzeniem
mitochondrialnego DNA. Cytotoksycznos¢ indukowana przez CXP w komodrkach moze by¢
takze wynikiem generowania wolnych rodnikow. Te wyzej opisane wlasciwosci maja
proapoptotyczny wplyw na komorki nowotworowe i dajg perspektywy zastosowania CXP jako
potencjalnego leku przeciwnowotworowego. Jednak ten cytotoksyczny efekt byt osiagalny
przy wysokich, niefizjologicznych stezeniach leku w zakresie od 50 do 400 mg/ml, a w
przypadku komorek raka jelita grubego te dawki byly jeszcze wyzsze i siggaty nawet 500 mg/ml
[22, 23].

Testy przesiewowe in vitro to pierwszy etap selekcji bezpiecznych dla zdrowych
komorek, a jednoczesnie skutecznych, cytotoksycznych substancji dla komorek
nowotworowych. Dobrg praktyka podczas oceny cytotoksycznosci zwigzkow jest zastosowanie
co najmniej dwoch testow, z ktorych kazdy bazuje na innej przemianie biochemicznej. Kierujac
si¢ ta zasada zastosowatam dwa rozne oznaczenia z ktorych pierwsze opiera si¢ na badaniu
aktywnos$ci oksydacyjnej mitochondriow poprzez sprawdzenie aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej (test MTT), natomiast drugie na badaniu aktywnosci enzymu
cytoplazmatycznego jakim jest dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Enzymy te uwalniane sg z
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uszkodzonych komérek. Miarg aktywnosci cytotoksycznej danego zwigzku jest wartos¢ 1Cso.
Jest to stezenie badanego zwiazku, przy ktorym zywotno$¢ komoérek spada do 50%, w
poréwnaniu do kontroli. Przeprowadzona analiza wynikow wykazala, ze potencjat
przeciwnowotworowy wszystkich badanych pochodnych wyrazony jako warto$¢ stezenia
IC50, byt kilku a nawet kilkunastokrotnie silniejszy od wyjsciowej CXP, ktéra pozostawata
stabo aktywna wobec pierwotnych (SW480) i przerzutowych (SW620) komorek raka jelita
grubego oraz przerzutowych raka prostaty (PC3). ZaobserwowaliSmy, ze komorki raka prostaty
PC3 okazaly si¢ najbardziej wrazliwe na dziatanie wszystkich badanych koniugatow.
Najsilnicjsze dziatanie miat koniugat cyprofloksacyny z jednonienasyconym kwasem
oleinowym (OA) (4) oraz z jego izomerem kwasem elaidynowym (EA) (5) (IC50 < 10uM) i z
krotkim, dwunienasyconym kwasem sorbowym (2) (IC50 < 15uM). Tymczasem najbardziej
obiecujacy efekt hamujacy pierwotnego raka jelita grubego (SW480) zanotowatam dla
pochodnych sprz¢zonych z kwasami tluszczowymi takimi jak sorbowy (2), geranowy (3),
elaidynowy (5) oraz dokozaheksaenowy (DHA) (8), a wartosci IC50 dla tych zwigzkoéw
miescily sie w zakresie od 20 do 40 um . Bardzo podobna grupa koniugatéw CXP hamowata
wzrost przerzutowych linii komérkowych raka okreznicy SW620. Druga wazng cechg jaka
powinien si¢ charakteryzowaé dobry chemoterapeutyk jest nietoksyczno$¢ dla zdrowych
komorek. Przydatnym parametrem do oceny selektywnosci jest wskaznik SI (selectivity index)
wyrazony jako stosunek wartosci IC50 dla prawidlowych, zdrowych komorek do IC50
oszacowanego dla komorek nowotworowych. 72-godzinna ekspozycja prawidtowych, ludzkich
keratynocytow (HaCaT) na nowo zsyntetyzowane amidy CXP wykazata wysokie stezenia IC50
powyzej 100 uM, wytaczajac koniugat z kwasem geranowym. Selektywno$¢ oszacowana dla
nowotworu prostaty byla najwyzsza dla koniugatow z kwasem oleinowym (4), elaidynowym
(5) oraz sorbowym (2) natomiast dla pierwotnego i przerzutowego raka okrgznicy (SW480 i
SW620) dla pochodnej DHA (8). Otrzymane wyniki wskazaty jednoznacznie, ze badane
koniugaty sg selektywne i w przeciwienstwie do leku referencyjnego doksorubicyny nie
dziataja toksycznie na prawidtowe komorki. Analiza zaleznosci miedzy potencjatem
przeciwnowotworowym a obliczong warto$cig logP nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw
wykazata, ze silne cytotoksyczne, jednonienasycone pochodne CXP (4) i (5) charakteryzuja si¢
wysokimi wspolczynnikami podziatu n-oktanol-woda. Co cieckawe, wykazano, ze niektore
kwasy tluszczowe reguluja strukture lipidoéw w blonach, ulatwiajac wigzanie 1 aktywacje
waznych blonowych biatek sygnatowych. Badania in vivo guzéw nowotworowych ujawnity
zrdznicowang aktywnos$¢ cytostatyczng réznych hybryd cytarabiny i kwasow thuszczowych, a
najbardziej obiecujace okazalo si¢ polgczenie leku z kwasem elaidynowym [24]. Podobnie
pakowanie koniugatu doksorubicyny z kwasem oleinowym w nanostrukturalne nos$niki
lipidowe, zwickszylo jego wychwyt przez komoérki raka okreznicy [25]. Nasze wyniki
potwierdzity te zalezno$¢ i wlasnie sprze¢zenie z kwasem oleinowym i elaidynowym znacznie
zwiekszylto aktywnos¢ przeciwnowotworowa CXP. Co ciekawe, wolny kwas sorbowy nie ma
potwierdzonych wilasciwosci cytotoksycznych, ale moze wywiera¢ negatywny wptyw np. na
stabilno$¢ lipidow btonowych, prowadzac do powstawania nadtlenkéw i innych produktow
utleniania. Bioragc pod uwage znang aktywno$¢ prooksydacyjng CXP, moze to oznaczaé
synergistyczne dziatanie podczas traktowania komoérek koniugatem CXP i kwasu sorbowego.
Wyniki uzyskane w tescie MTT potwierdzitam testem LDH. Zgodnie z oczekiwaniami,
uwalnianie LDH z prawidtowych komorek HaCaT bylo niskie, nawet przy wysokich stezeniach
koniugatow (60 pM). Potwierdzilismy rowniez silniejszy wpltyw koniugatow w linii
komorkowej raka prostaty (PC3), w porownaniu z pierwotnymi i przerzutowymi liniami
komorkowymi raka okreznicy (SW480, SW620). Pochodna z kwasem oleinowym (4),
zastosowana w stezeniu 10 uM, wykazata najwyzsza odpowiedz wobec linii komérkowej PC3
(wydzielanie LDH wynositlo powyzej 70%), w porownaniu do koniugatow 2 i 5, gdzie
uwalnianie LDH wynosito okoto 40%. Jednocze$nie pierwotne komorki raka jelita grubego
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(SW480), traktowane amidami 2 i 8 w dawce 10 uM wykazywaly najwyzsze uwalnianie LDH
(okoto 30%). Natomiast najwyzszy poziom uwalniania LDH (okoto 20-30%) zaobserwowano
po traktowaniu komoérek SW620 zwigzkami 4 i 5. Uzyte testy cytotoksycznosci pomogty mi
wyselekcjonowac najbardziej obiecujace koniugaty i rozpocza¢ badania nad mechanizmami ich
cytotoksycznego dziatania. RozpoczeliSmy wiec testowanie wybranych koniugatow CXP 2, 4,
51 8 pod wzgledem mozliwosci indukowania apoptozy. Do pomiaru apoptozy uzyliSmy
cytometrii przeptywowej, ktora pozwala na rozrdznienie jej etapow, czyli apoptozy wczesnej,
poznej czy tez nekrozy. Inkubacja komérek SW480, SW620 i PC3 ze zwigzkami wykazata
znacznie wyzszy odsetek komorek w pdznym okresie apoptozy. Koniugacja za pomocg
dhugotancuchowych, jednonienasyconych izomeréw: oleinowego (4) i elaidynowego (5) data
najsilniejsze dziatanie indukujgce pdzng apoptoz¢ w komorkach PC3 (ok 70%), ale rowniez
wielonienasycone koniugaty kwasu sorbowego (2) i DHA (8) znaczaco wplynety na poziom
komorek wprowadzonych w to stadium procesu (ok 60%). Jednoczesnie najsilniejsze
proapoptotyczne wiasciwosci indukujace w liniach komérkowych SW480 byty wywierane
przez koniugaty kwasu DHA (8), sorbowego (2) i elaidynowego (5) (na okoto 50% komorek).
Indukcja poznej apoptozy w przerzutowych komorkach raka jelita grubego nie byla tak
spektakularna, bowiem aktywnos$¢ proapoptotyczna koniugatow 2, 4, 5 i 8 w komorkach
SW620 dotyczyta okoto 30% komorek. Hodowla komoérek HaCaT z badanymi zwigzkami,
pokazata stabg indukcje¢ apoptozy w zakresie od 6,2% do 12%. Wcze$niejsze badania wskazujg
na to, ze w aktywno$¢ przeciwnowotworowa CXP wpisany jest jej efekt proapoptotyczny.
Jednakze, zdolno$¢ te zaobserwowano w zakresie stezen 600-1500 mM, podczas gdy dzialanie
hamujgce wzrost in vitro czesto wystepowato przy nizszych dawkach. Wydaje si¢ wigc, ze CXP
wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowg poprzez mechanizmy niezalezne od apoptozy.
Ponadto badania in vitro i in vivo potwierdzily, ze kwas oleinowy posiada cenne dziatanie
przeciwnowotworowe takie jak wptyw na zatrzymanie cyklu komoérkowego GO/G1, autofagig,
zaburzenia mitochondrialne, hamowanie proteasomoéw oraz adhezjg¢ komoérek. Rzeczywiscie,
w naszym badaniu potwierdzilismy, ze amid CXP z kwasem oleinowym (4) wykazywat
najwickszg aktywno$¢ proapoptotyczng. Ze wzgledu na to, ze niektore tkanki nowotworowe,
migdzy innymi prostaty i raka jelita grubego charakteryzuja si¢ zwigkszonym wydzielaniem
IL-6, co jest wskaznikiem agresywnego wzrostu komorek izmniejszeniem odpowiedzi
komorkowej na zastosowang terapig, sprawdziliSmy jak badane koniugaty wplywaja na jej
sekrecje. We wszystkich badanych nowotworach zaobserwowatam znaczace zahamowanie
wydzielania IL-6. Najsilniejszy efekt w komorkach PC3 zaobserwowano dla amidu kwasu
oleinowego (4), ktory czterokrotnie zmniejszyt uwalnianie badanej interleukiny. Ta odpowiedz
byla wicksza niz wptyw referencyjnej doksorubicyny, ktora zmniejszyta wydzielanie 1L-6
jedynie dwukrotnie. Tymczasem warto§ci hamowania dla zwigzku (2) kwasu sorbowego i
referencyjnej CXP byta bardzo podobna. Obie substancje obnizyty stezenie IL-6 2,5-krotnie.
Natomiast w przypadku linii komorkowych SW480 i SW620 potaczenie z kwasem
elaidynowym (5) okazato si¢ bardziej skuteczne. Wspomniany amid hamowat wydzielanie IL-
6 odpowiednio 3 i 4 razy w komorkach pierwotnych i przerzutowych okr¢znicy.

Kolejnym etapem pracy bylo okreslenie wstepnego profilu  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych pochodnych. Badania te zostaly wykonane we
wspotpracy z zespolem dr hab. Joanny Stefanskiej z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej
WUM. Nowe koniugaty CXP zostaly przetestowane in vitro wobec serii standardowych
szczepow Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. Najlepsza aktywno$¢ przeciwbakteryjna
wykazaty skoniugowane E-izomery krotko- i s$redniotancuchowych pochodnych kwasow
thuszczowych. Wsrdd nich, najsilniejsze dziatanie przeciwko serii izolatow gronkowcow
wywieraty zwigzki krotkotancuchowe, reprezentowane przez amidy kwasu krotonowego (1) i
sorbowego (2) (MIC 0,5-1 pg/ml). Z ta samg sitag oba zwigzki hamowaty wzrost Gram-
ujemnych szczepow Escherichia coli. Ich aktywnos$¢ wobec izolatow Staphylococci i E. coli
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byta porownywalne z potencjalem referencyjnego CXP (MIC 0,5 pg/ml). Macierzysty
chemoterapeutyk byt skuteczniejszy jedynie przeciwko pateczkom Enterococcus hirae i
Pseudomonas aeruginosa. Sredniotancuchowa pochodna kwasu geranowego (3) wykazata
rowniez wysokie wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wobec standardowych szczepow
Staphylococcus aureus i epidermidis (MIC 1 ug/ml) i umiarkowang aktywno$¢ w stosunku do
szczepu E. coli (MIC 8ug/ml). Przecigtng sit¢ dziatania przeciwbakteryjnego przeciwko
gronkowcom odnotowalismy takze dla wielonienasyconych koniugatéw dtugotancuchowych,
ponadto pochodna 8 byta skuteczna rowniez przeciwko jednemu ze szczepow E. coli (MIC 2
ug/ml). Warto zauwazy¢, ze amidy Z najnizszg lipofilowoscig wykazywaly najwyzszy poziom
aktywno$ci przeciwbakteryjnej. Wsrdd testowanych koniugatow najlepsze wilasciwosci
antybakteryjne miato potgczenie kwasu sorbowego (2), a wykorzystywane rowniez w
przemysle jego antybakteryjne dziatanie, moze wynika¢ ze zmiany bton komoérkowych lub
hamowania systeméw transportowych i kluczowych enzyméw w metabolizmie bakteryjnym.

Podsumowujgc jako pierwsi zsyntetyzowaliSmy i wykazalismy cytotoksyczne
wilasciwo$ci zroznicowanej serii koniugatow cyprofloksacyny z kwasami tluszczowymi
zarbwno w komorkach nowotworowych jak i bakteryjnych. Jednocze$nie nie byly one
toksyczne dla prawidlowych komoérek w  klinicznie  osiggalnych  stgzeniach.
ZaobserwowaliSmy, ze najbardziej aktywne amidy to potaczenia CXP z nienasyconymi
kwasami takimi jak sorbowy, oleinowy i elaidynowy. Wykazywaly one dziatanie
cytotoksyczne, proapoptyczne i redukujace wydzielanie IL-6, co moze zahamowac¢ Wzrost i
inwazyjno$¢ komorek nowotworowych.

Jednoznacznie stwierdzilismy, ze strukturalna modyfikacja CXP przez potaczenie
z kwasami skutkowala wyzsza wartoscig terapeutyczng w pordéwnaniu do wyjSciowego
zwigzku. Porownujac wrazliwo$¢ linii komorkowych dostrzegli$my, ze komorki raka prostaty
byly bardziej podatne na dziatanie testowanych koniugatow niz pierwotne i przerzutowe
komorki raka jelita grubego. Tymczasem badajac ich potencjat przeciwbakteryjny
wykazali$my, ze to krotkotancuchowe amidy kwasu krotonowego (1) i sorbowego (2) byty
najbardziej aktywne przeciwko serii gronkowcoéw i szczepom Escherichia coli z silg
porownywalng do referencyjnego, macierzystego chemoterapeutyku - cyprofloksacyny. Ze
wzgledu na to, ze same kwasy: sorbowy, oleinowy i elaidynowy mogg wykazywac wtasciwosci
przeciwnowotworowe lub antybakteryjne, wnioskujemy, ze moga one dziata¢ synergistycznie
poprzez wzmocnienie dziatania cytotoksycznego lub hamujgcego wzrost bakterii. Biorac pod
uwage fakt, Zze czgsto zapalenie gruczotu krokowego poprzedza raka prostaty, podwojne
dziatanie przeciwnowotworowe i przeciwbakteryjne koniugatu CXP z kwasem sorbowym (2)
moze stanowi¢ nowe podejscie terapeutyczne W prewencji i terapii onkologicznej.

Publikacja H2 — Ocena cytotoksycznego dziatania i zmian w profilu proteomicznym pod
wplywem koniugatoéw CXP w zaleznosci od zaawansowania i hormono-wrazliwosci réoznych
rodzajow nowotwordw prostaty oraz zasadnos¢ stosowania sprzegnigtego uktadu flurochinolon
— kwas tluszczowy

Rezultaty opisane w publikacji H1 wskazywaty na wigkszg wrazliwo$¢ komorek raka
prostaty PC3 na badane koniugaty, a takze na wyzsza skutecznos¢ skoniugowanej formy
cyprofloksacyny w stosunku do wyjsciowej, wolnej czasteczki fluorochinolonu. Dlatego
kolejnym waznym pytaniem byto, czy istnieje ro6znica w dzialaniu przedmiotowych zwiazkoéw
w zalezno$ci od rodzaju i zaawansowania tego typu nowotworu. Dodatkowo zamierzali$my
zweryfikowac czy potaczenie flurochinolonu i kwasu tluszczowego w jednym koniugacie
mialo kluczowe znaczenie, czy wystarczyta w medium obecno$¢ obu zwigzkow w wolnej
postaci w stezeniu odpowiadajacym temu uzyskanemu w amidzie.
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W tym celu uzylis$my do badan dwoch réznych linii komorkowych raka prostaty LNCaP
i DU145 oraz prawidlowego nabtonka prostaty RWPE-1. PoréwnaliSmy réwniez uzyskane
wyniki z otrzymanymi wczesniej W trakcie badan nad linig komorkowa raka prostaty PC3, ktora
charakteryzuje si¢ duza inwazyjnos$cig (stadium 1V), tymczasem komoérki DU145 duzo nizszg
(stadium I1). Obie linie PC-3 i DU-145 sa niewrazliwe na terapi¢ hormonalng [26, 27].
Natomiast linia LNCaP charakteryzuje si¢ wolnym wzrostem komorek, ma niski stopien
inwazyjnosci, a takze jest wrazliwa na terapi¢ hormonalng [28].

Sposrod dziewigciu testowanych zwigzkoéw trzy sprzezone z kwasem oleinowym (4),

elaidynowym (5) i dokozaheksaenowym (8) wykazywaty najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne.
Wykorzystujac metode MTT wykazalismy, ze wartosci IC50 dla tych wyselekcjonowanych
koniugatéw cyprofloksacyny byly znaczaco nizsze dla obu linii komorek nowotworowych
(LnCaP i DU145) niz dla wolnej cyprofloksacyny. Jednak trzeba tu podkresli¢, ze wszystkie
nowo zsyntetyzowane koniugaty wykazywaly wyzsza cytotoksyczno$¢ w porownaniu do
niezmodyfikowanej cyprofloksacyny. Silna aktywno$¢ cytotoksyczna koniugatéw zostata
rowniez potwierdzona testem LDH w komorkach DU-145, natomiast efekt ten byt stabszy dla
komorek LNCaP. Interesujacym jest fakt, ze obecno$¢ w medium nieskoniugowanej
cyprofloksacyny i wolnego kwasu ttuszczowego wywotata duzo stabszy efekt cytotoksyczny.
Wartosci IC50 dla zastosowanych oddzielnie sktadnikow koniugatow byty dwukrotnie wyzsze,
natomiast uwalnianie dehydrogenazy co najmniej o potow¢ nizsze niz otrzymane wartosci dla
formy skoniugowane;j.
Dalsze badania nad mechanizmami cytotoksycznos$ci skupialy si¢ na sprawdzeniu aktywnosci
proapoptycznej i hamujacej wydzielanie interleukiny 6. Okazato si¢, ze wybrane koniugaty
indukowaty wczesng apoptoze w androgeno-zaleznych komoérkach LNCaP, natomiast wezesna
I p6zng apoptoze w linii DU145 niezaleznej od dziatania androgenow. Co ciekawe, jak
ustalilismy w poprzednim badaniu, komorki hormono-niezaleznej linii PC3 zostaty rowniez w
duzym stopniu wprowadzone w stan poznej apoptozy. Z kolei analiza wynikoéw testu ELISA
sprawdzajacego stezenie IL-6 wykazata, ze koniugat cyprofloksacyny z kwasem elaidynowym
(5) najsilniej zmniejszyt ilo$¢ wydzielanej interleukiny w komoérkach DU145, z kolei w
komorkach LNCaP poszczegodlne koniugaty (4), (5) i (8) ale rowniez nieskoniugowana
cyprofloksacyna w podobnym stopniu zahamowaty wydzielanie tej cytokiny. Zaréwno
indukcja apoptozy w prawidtowych komorkach prostaty RWPE-1, jak i hamujacy efekt
koniugatow na wydzielanie interleukiny byty znikome.

Juz na poziomie tych badan zauwazyliSmy rdéznice we wrazliwo$ci komorek
nowotworowych 1 skutecznos$ci koniugatéw. Po zestawieniu 1 poréwnaniu sity dziatania w
poszczegolnych liniach okazalo si¢, ze najwyzsza skuteczno$¢ otrzymano dla najbardziej
zaawansowanej, niewrazliwej na dziatanie hormonéw linii komérkowej PC3. Majac na uwadze
to, ze metabolizm lipidow 1 zmiany w sygnalizacji komorkowej sa charakterystyczne dla
ztosliwego fenotypu raka prostaty 1 obejmuja aktywacje zaréwno lipogenicznych jak i
lipolitycznych enzyméw oraz zmiany w metabolizmie cholesterolu i1 fosfolipidow, a takze
zwigkszone zapotrzebowanie na lipidy, =zaplanowali§my przeprowadzenie analizy
proteomicznej [29]. Uktad badawczy stanowita linia komoérkowa PC3 jak roéwniez prawidtowy
nablonek prostaty RWPE-1. Przeprowadzone badania w kooperacji z dr Andrzejem
Ciechanowiczem z Zaktadu Medycyny Regeneracyjnej WUM dziatajacego w ramach Centrum
Badan Przedklinicznych CEPT WUM, wykazaly zmiany w biatkach zaangazowanych w
metabolizm lipidéw i tym samym w progresj¢ nowotworu. Ciekawym celem terapeutycznym
wydaja si¢ biatka transportujgce i tu okazuje si¢, ze FABP5 jest kluczowym biatkiem,
dostarczajacym cytozolowe lipidy do jadra, promujac tym samym agresywny fenotyp PCa [30].
Badane koniugaty, zwlaszcza polaczenie z kwasem sorbowym (2) i oleinowym (4), znaczaco
obnizyty ekspresj¢ FABP5. Co ciekawe, wydaje si¢, ze ze wzgledu na amfifilowy charakter
koniugatéw, flippazy moga by¢ zaangazowane w transport koniugatow cyprofloksacyny.
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Ekspresja ATPazy IA byla istotnie statystycznie zwigkszona pod wplywem dziatania
koniugatow CXP z kwasem elaidynowym, oleinowym i DHA, podczas gdy wptyw amidu
kwasu sorbowego na to biatko transportowe byt niewielki [31]. W celu utrzymania intensywnej
proliferacji, komorki nowotworowe potrzebujag réwniez nadmiaru cholesterolu, a takze
intermediatow uczestniczacych w jego biosyntezie. W nowotworach, w tym rowniez prostaty
zaobserwowano zwigkszony wewnatrzkomorkowy transport cholesterolu poprzez biatko 2NPC
[32]. W naszym badaniu zaréwno koniugat z kwasem elaidynowym jak i oleinowym obnizyty
ekspresje tego transportera. Rownie waznym integralnym biatkiem btonowym tratw
lipidowych odpowiedzialnym za transdukcje¢ sygnatu jest kaweolina-1 (CAV1), a badania w
raku prostaty pokazaly, ze moze ona wpltywaé na zwickszona przezywalnos¢ komorek
nowotworowych i aktywno$¢ angiogenng [33]. Jej obnizona ekspresja zostata zaobserwowana
pod wplywem koniugatow (2), (4) i (5). Jedynie koniugat (8) nieznacznie zwigkszyt ekspresje
tego biatka. Duze zmiany w komoérkach nowotworowych zachodza réwniez na poziomie
syntezy de novo kwasow thuszczowych. Jeden z kluczowych enzymow tej przemiany, Syntaza
kwasow tluszczowych (FASN) zostata zidentyfikowana jako onkogen, a jej nadekspresja
udokumentowana jest rowniez w nowotworze prostaty. Najsilniejszym reduktorem ekspresji
FASN okazat si¢ koniugat z kwasem elaidynowym, zmniejszajac intensywnos$¢ tego enzymu
az o 80%. Rowniez koniugaty OA i DHA znaczaco obnizyly intensywnos$¢ tego biatka
enzymatycznego odpowiednio 0 50% i 40%.

Konsekwentnie rowniez intensywnos¢ anabolicznego, regulacyjnego enzymu jakim jest
karboksylaza acetylo-CoA (ACC) zostata wyciszona przez badane koniugaty, a wiadomym
jest, ze zwigkszona ekspresja i aktywno$¢ ACC zostala potwierdzona w przypadku
wzmozonego zapotrzebowania na lipidy w roéznych rodzajach nowotworéw [34]. Oba
koniugaty 4 i 5 silnie obnizyly poziom izoformy ACC, bo az 0 80%. Stabszym reduktorem
okazat si¢ koniugat DHA (o 45%), a najstabszym potaczenie z kwasem sorbowym (0 20%).
Strategicznymi punktami moga by¢ rowniez biatka magazynujace, gdyz fenotyp nowotworowy
charakteryzuje si¢ zwiekszonym magazynowaniem kropelek lipidow (LD), ktorych zewngtrzna
warstwa sktada si¢ z fosfolipidow i biatek powierzchniowych takich jak perylipina-3 (PLIN3).
Silna ekspresja tego biatka w raku prostaty byta dodatnio skorelowana ze stopniem
zaawansowania nowotworu, a dodatkowo taka intensywna akumulacja lipidow moze
przyspiesza¢ syntez¢ androgenéw, co najprawdopodobniej promuje endogenng reaktywacje
AR 1 patologiczng aktywacje, prowadzgac ostatecznie do ugruntowania fenotypu CRPC [35].
Nowe amidy skutecznie obnizyty poziom biatka PLIN3, a wsrod nich najaktywniejszy okazat
si¢ koniugat (5) (0 57%), natomiast potaczenia z kwasem sorbowym i oleinowym miaty stabsze
dziatanie (o0 20%). Podobnie jak w przypadku enzymow anabolicznych, biatka enzymatyczne
zwigzane z katabolizmem lipidow wykazywaty zmniejszong ekspresje pod dziataniem
koniugatow. Poziom mitochondrialnego enzymu acylotransferazy CoA (ACATI1) zostat
zmniejszony o potowe, gdy komorki potraktowano koniugatem 2 i 5, natomiast o 30% po
dodaniu koniugatu (4). Jedynie pod dziataniem koniugatu DHA nieznacznie wzrosta ekspresja
ACAT1, tymczasem to zmniejszona aktywnos$¢ tego enzymu prowadzi do uposledzenia
proliferacji i wzrostu guza poprzez regulowanie kompleksu enzymatycznego dehydrogenazy
pirogronianowej [36]. Poziom innego enzymu katabolicznego 2,4-dienoilo-reduktazy CoA
(DECR1) zostat rowniez zmniejszony o 70% w obecnosci koniugatu sorbowego i o prawie 50%
po uzyciu koniugatow z OA i EA, natomiast koniugat DHA stabiej wyciszyt enzym, bo jedynie
0 35%. Odkryto, ze delecja DECR1 aktywuje stres w retikulum endoplazmatycznym (ER) i
uwrazliwia komorki CRPC na ferroptoze¢. Badania in vivo z wyciszonym genem dla DECR1
wykazaty ostabienie metabolizmu lipidow i spowolnienie wzrostu CRPC [37].

Analiza badania proteomicznego uzyskanego dla niezmodyfikowanej cyprofloksacyny
wykazata brak istotnego wptywu na biatka metabolizmu lipidow. Podobnie w prawidtowym
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nablonku prostaty te zmiany byly nieznaczne i miescity si¢ w granicach prawidlowego,
fizjologicznego oddziatywania testowanych koniugatow.

Podsumowujac, w omawianej pracy wykazaliSmy roznice w sile dzialania amidow CXP
w zaleznos$ci od zaawansowania i rodzaju nowotworu prostaty. Zaskakujace jest to, ze badane
koniugaty okazaty si¢ by¢ wyjatkowo skuteczne wzgledem najbardziej zaawanasowane;,
androgeno-niezaleznej linii komorkowej (PC3), natomiast najstabiej zareagowata hormono-
wrazliwa linia LNCaP o niskim stopniu inwazyjnosci. Potwierdzili§my réwniez w naszych
badaniach przewage formy skoniugowanej, wykazujac stabsze dziatanie cytotoksyczne
oddzielnie zastosowanej nieskoniugowanej cyprofloksacyny i kwasu tluszczowego. Wsrod
badanych zwigzkow trzy amidy z kwasem oleinowym (OA), elaidynowym (EA) oraz kwasem
dokozaheksaenowym (DHA) wykazywaty najsilniejsze dziatanie przeciwnowotworowe, ale
jednocze$nie pozostawaly one bezpieczne dla prawidtowego nablonka prostaty. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze w ramach tej pracy odkryliSmy nowy, dotychczas niezbadany wptyw
koniugatow CXP na biatka zaangazowane w metabolizm lipidow. Poréwnujac dane otrzymane
z badan proteomicznych komoérki nowotworowej 1 prawidlowej potwierdziliSmy zmieniony
stan zapotrzebowania na lipidy przez wzmozong intensywno$¢ biatek transportujacych i
magazynujacych, jak réwniez wzmozong synteze kwasoéw tluszczowych de novo oraz
jednoczesnie ich zwigkszony katabolizm.

Bioragc pod uwage powyzsze informacje, postawiliSmy hipoteze, ze koniugacja z
kwasem tluszczowym moze by¢ forma ,,konia trojanskiego” ktéra po dostaniu si¢ do komorki
nasili przeciwnowotworowe dziatanie cyprofloksacyny. Oprocz indukcji apoptozy i obnizenia
sekrecji IL-6, cytotoksyczny lub cytostatyczny potencjat koniugatéw cyprofloksacyny, moze
stanowi¢ redukcja biatlek zaangazowanych w metabolizm lipidow jednocze$nie
zaangazowanych w progresj¢ nowotworu. Optymalnymi potaczeniami, ktore skutecznie
wyciszaty kluczowe dla rozwoju nowotworu biatka byly koniugaty z OA 1 EA, tymczasem
efekt redukujacy koniugatow z kwasem sorbowym czy tez DHA byt stabszy, przy czym ten
ostatni w niektorych przypadkach intensyfikowat patologiczne biatka nowotworowe. Obecne
ustalenia potwierdzily znaczenie metabolizmu lipidow w karcynogenezie prostaty i pozwolily
zidentyfikowa¢ cel dla potencjalnych, nowych strategii terapeutycznych, a biorgc pod uwage
roOwniez wczesniejsze obserwacje wydaje si¢, ze wzbogacanie leku o czasteczke lipidowa moze
dawa¢ wymierne korzysci w podniesieniu efektu terapeutycznego.

Publikacja H3 — Koniugacja flurochinolonu wyzszej generacji — moksyfloksacyny z kwasami
thuszczowymi i wstepny test przesiewowy Iich potencjatu cytotoksycznego w komorkach
nowotworowych. Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwpratkowej, a takze
mechanizmow tego dzialania w kontekscie interakcji z topoizomerazami Il w warunkach in
vitro i in silico

R- grupa acylowa kwasu

(1m) C4Hs— kwas krotonowy 4:1 (9m) C,sH4,—kwas palmitynowy 16:0
(2m) CgH,— kwas sorbowy 6:2 (10m) CgH,,—kwas hept-6-enowy 6:0
(3m) C4Hs— kwas geranowy10:2 (11m) C,;H,,—kwas linolowy 18:2
(4m) C,;Hz;— kwas oleinowy 18:1 (12m) C,;H,g—kwas y-linolenowy 18:3
(5m) C,,Hz;—kwas elaidynowy 18:1 (13m) C,4H,,—kwas arachidonowy 22:4
(6m) C,;H,q—kwas a-linolenowy 18:3 (14m) CH,— kwas octowy 1:0

(7m) C,,H,;—kwas erukowy 22:1 (15m) C,H,— kwas kaprylowy 7:0
(8m) C,,H;,—kwas dokoheheksaenowy 22:6 | (16m) C,,H,.— kwas stearynowy 18:0

Schemat 2. Ogo6lny wzor koniugatu moksyfloksacyny z kwasem ttuszczowym

Zwigkszenie potencjalu cytotoksycznego cyprofloksacyny poprzez sprzg¢zenie 2z
kwasami tlhuszczowymi zaowocowalo poszukiwaniami nowego kandydata z grupy
fluorochinolondéw wyzszej generacji. Wybor padt na moksyfloksacyne — chemoterapeutyk 1V
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generacji, ktorego aktywnos¢ przeciwnowotworowa zostata potwierdzona zaréwno w
badaniach in vitro jak i in vivo [10]. Jednoczesnie rozszerzono grupg kwasow thuszczowych
wykorzystanych do procesu koniugacji. Grupa kwasow nienasyconych zostala wzbogacona o
kwas linolowy, y — linolenowy i arachidonowy, natomiast grupa kwasoéw nasyconych o octowy,
hepta-6-enowy, kaprylowy i stearynowy (STA). Synteza podobnie jak w przypadku CXP
zostatla przeprowadzona w pracowni Chemii Zwigzkow Naturalnych UW, a czasteczka
flurochinolonu zostata potgczona wigzaniem amidowym z grupg karboksylowa odpowiedniego
kwasu tluszczowego. Wiadomym jest, ze dziatanie antybakteryjne zarowno CXP jak i MXF
opiera si¢ na hamowaniu dwoch kluczowych enzyméw bakteryjnych: gyrazy DNA i
topoizomerazy IV. Badania nad mechanizmami tej aktywnosci pokazaty rowniez, ze gtbwnym
punktem uchwytu chinolondéw jest gyraza, natomiast czgsto topoizomeraza IV bywa celem
drugorzednym. Jednakze szereg eksperymentow wykazat, ze tak naprawde cel enzymatyczny
w niektorych bakteriach zalezy ostatecznie od struktury odpowiedniego fluorochinolonu [38].
Dodatkowo, zaréwno CXP, jak iprzede wszystkim MXF sg zalecane jako uzupelnienie
podstawowego schematu leczenia przeciwgruzliczego w gruzlicy wielolekoopornej [39].
Wiadomo réwniez, ze w komorkach prokariotycznych kwasy thuszczowe sa cze$cig wielu
struktur bakteryjnych w tym bton biologicznych, dlatego synteza kwasow thuszczowych jest
niezbedna do przezycia bakterii [40]. Co ciekawe, zarowno CXP, jak i MXF wykazujg dziatanie
antyproliferacyjne i proapoptotyczne na wybranych komoérkach nowotworowych, ktore opiera
si¢ na ich powinowactwie do eukariotycznej, mitochondrialnej topoizomerazy DNA, bedacej
w pewnym stopniu homologiczng z bakteryjna [10].

Dlatego przedmiotem badan byla ocena aktywnosci cytotoksycznej nowo
zsyntetyzowanych koniugatow MXF, gdzie w celu porownania uzyliémy podobnego uktadu
badawczego jak w przypadku CXP, a mianowicie trzech ludzkich linii komorek
nowotworowych (SW480, SW620 i PC3) i linii kontrolnej zdrowych keratynocytow (HaCaT).
Komorki byly hodowane przy roznych st¢zeniach zwigzkéw w celu ustalenia ich wartosci IC50,
a ponadto zdolno$¢ cytotoksyczna przeciwko komorkom nowotworowym i zdrowym zostata
przedstawiona jako wskaznik selektywnosci (SI). Ustalilismy, ze wszystkie badane amidy byty
bardziej cytotoksyczne wobec patologicznych komorek nowotworowych niz wobec kontrolnej
linii HaCaT, natomiast analiza wrazliwosci komoérek W poszczegdlnych liniach wykazata
najlepsza skutecznos$¢ badanych amidéw MXF dla linii komorkowej PC3. Najwyzszy potencjat
cytotoksyczny (IC50<5uM) przeciwko wszystkim badanym liniom nowotworowym
odnotowalismy przy modyfikacji MXF z kwasem oleinowym (4m), kaprylowym (15m) i
stearynowym (16m). Natomiast podobny poziom aktywnosci (< 10uM) zaobserwowalismy dla
koniugatow kwasu sorbowego (2m), elaidynowego (5m), DHA (8m), palmitynowego (9m),
hept-6-enowego (10m) ilinolowego (11m). Ponadto wyzej wymienione koniugaty
charakteryzowaty si¢ wysokimi wspolczynnikami selektywnosci, wahajacymi si¢ od 11,9 do
71 (dla komorek raka prostaty) oraz od 8,7 do 30,2 (dla komorek raka okreznicy).
Nieskoniugowana MXF miata kilkukrotnie, a nawet kilkunastokrotnie stabsza cytotoksycznosé
wobec komorek rakowych niz jej formy sprzezone. Wart podkreslenia jest fakt, ze wigkszos¢
koniugatow dla komérek SW480 i PC3 oraz koniugaty 2m, 4m, 10m, 15m i 16m dla komorek
przerzutowych SW620 okazaly si¢ bardziej skuteczne niz rutynowo stosowany cytostatyk
cisplatyna. Z kolei mimo tego, ze koniugaty wykazywaty stabsze dziatanie niz doksorubicyna,
to jednak odznaczaty si¢ duzo wyzsza selektywnoscia w stosunku do zdrowych komorek.

Bylismy ciekawi czy potwierdzone przez nas cytotoksyczne dziatanie na komorki
nowotworowe rowniez przelozy sie na komorki bakteryjne, dlatego kolejnym etapem pracy
bylo sprawdzenie jaki wpltyw miata modyfikacja na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
otrzymanych pochodnych. Badania te zostaty wykonane ponownie we wspolpracy z zespotem
z Zaktadu Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM na panelu standardowych szczepow bakterii,
w tym gronkowcéw Gram-dodatnich (S. aureus i epidermidis) i Gram-ujemnych (E. coli, P.
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aeruginosa). Najwyzsza aktywno$¢ wobec standardowych gronkowcow zaobserwowano dla
amidow krotkotancuchowych kwasow thuszczowych 1m, 2m i 14m (MIC 0,25 — 2 pg/ml).
Koniugaty wielo- (8m) i jednonienasyconych (10m) kwasow byly umiarkowanie aktywne
(MIC 2 — 4 pg/ml), podobnie jak nasycony amid 15m (MIC 4 — 8 ug/ml). Szczepy Gram-
ujemne byly bardziej odporne na obecnos¢ badanych zwigzkow. Tylko pochodne 1m, 8m, 13m
I 14m, stosowane w stgzenia 2 — 16 pg/ml hamowaty wzrost bakterii E. coli. W obrgbie amidow
MXF, pochodna 14m byta réwnie lub nawet dwukrotnie bardziej aktywna wobec wybranych
szczepOw S. aureus w poréwnaniu z powszechnie stosowanym fluorochinolonem 11 generacji
- CXP. Niestety, zaden z amidow MXF nie byt tak skuteczny jak lek nieskoniugowany. Analiza
profilu antybakteryjnego zaréwno amidéw MXF jak i przeprowadzona w poprzednim badaniu
koniugatow CXP wskazata na wysokg aktywno$¢ tych zwigzkoéw przeciwko szczepom
gronkowcow. Dlatego podjeto probe rozszerzenia testow mikrobiologicznych o panel kliniczny
zawierajacy trudne z punktu widzenia terapeutycznego metycylino-oporne Staphylococcus
epidermidis (MRSE), izolowane od pacjentow szpitali klinicznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Byly to patogeny typu dzikiego, wrazliwe na chinolony (5
izolatow) i dwa gatunki oporne na chinolony (KR4047 i T5253). Optymalng modyfikacja MXF
oOkazata si¢ by¢ reszta acetylowa (14m), z MIC 0,5 pg/ml dla wszystkich izolatow wrazliwych
na chinolony. Co ciekawe jedynie skoniugowanie MXF z kwasem kaprylowym i geranowym
wptyne¢to na wzrost aktywnosci przeciwko izolatom opornym na chinolony, a w przypadku 9 -
weglowego podstawnika acylowego byla ona nawet wyzsza od otrzymanej dla CXP.
Uniwersalne zdaja si¢ by¢ potaczenia z krotkimi kwasami: krotonowym (1, 1m) i sorbowym
(2, 2m), gdyz zaréwno CXP jak i MXF wzbogacona o te reszty acylowe, znacznie hamowata
wzrost bakterii. Ciekawym wyjatkiem zdaje si¢ by¢ modyfikacja przy uzyciu
dhugotancuchowego DHA, ktory nieoczekiwanie wykazal si¢ zadowalajaca aktywnoscia
przeciwbakteryjng wzgledem wybranych patogenéw. Fluorochinolony m.in. moksyfloksacyna
naleza do rekomendowanej grupy lekow w leczeniu gruzlicy, dlatego zaplanowane przez nas
badania przeciwdrobnoustrojowe obejmowaty rowniez szczepy Mycobacterium tuberculosis.
Badania przesiewowe in vitro na nowo zsyntetyzowanych pochodnych zaréwno CXP jak i
MXF przeprowadzono w Zaktadzie Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Choréb Phuc
w Warszawie na standardowym szczepie Hz7Rv M. tuberculosis i dwoch szczepach ,,dzikich”
izolowanych od pacjentow chorych na gruzlice, szczepie Spec. 210, opornym na kwas p-
aminosalicylowy (PAS), izoniazyd (INH), etambutol (ETB) i rifampicyn¢ (RMP) oraz szczepie
Spec.192, wrazliwym na stosowane tuberkulostatyki. Nowe pochodne wykazaty umiarkowane
dzialanie przeciwpratkowe, a szczegoOlnie wrazliwy zwlaszcza na dziatanie koniugatow
zmodyfikowanych $rednio i dtugotancuchowymi kwasami wielonienasyconymi okazat si¢
wielolekooporny szczep Spec. 210. Optymalne dla przeciwgruzliczej aktywnosci bylto
potaczenie MXF z DHA (8m) i kwasem arachidonowym (13m) ktére byto od 8 — 16 razy
silniejsze niz referencyjne tuberkulostatyki. Podobnie zestawienie CXP i DHA (8) okazato si¢
4-8 razy bardziej aktywne. Jednak dla tego fluorochinolonu to potaczenie z kwasem sorbowym
(2) wykazywato najwyzsza aktywnos¢ przeciwpratkowa (8 - 16 razy). W przeciwienstwie do
swoich silnych witasciwosci przeciwgronkowcowych, grupa krotkotancuchowych amidow (1,
1m, 12m, 14m) byla stabo aktywna (MIC 64 pg/mL). Jest to by¢ moze spowodowane
wyjatkowa budowg $ciany komodrkowej pratkdw, niespotykang u innych grup bakterii, ktéra
stanowi szczegodlng, silnie selektywna barier¢ przepuszczalnosci.

Ostatnim etapem badan mikrobiologicznych nad koniugatami obu fluorochinolonow
byto ustalenie mechanizmu dziatania przeciwbakteryjnego. Wiadomym jest, ze wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe fluorochinolonéw Il, ale rowniez, chociaz w mniejszym stopniu 1V
generacji opierajg si¢ na oddziatywaniu z enzymami z grupy bakteryjnych topoizomeraz:
gyraza DNA oraz topoizomerazg IV. Dziatanie pierwszego z nich jest zwigzane z
rozluznianiem superhelikalnych skretow nici DNA podczas aktywnej replikacji i transkrypcji
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natomiast drugiego umozliwia segregacje chromosomow potomnych. Badania najbardziej
aktywnych koniugatéw (1-3, 8, Im-3m, 8m, 14m) jak i macierzystych chinolonow zostaty
przeprowadzone we wspélpracy z dr hab. Malgorzatg Wrzosek z Zaktadu Biochemii
I Farmakogenomiki Wydziatu Farmaceutycznego WUM. Dziatanie koniugatow CXP 2 1 3 oraz
pochodzacego od MXF amidu 14m byto preferencyjnie ukierunkowane na gyraze, mimo tego
wyniki IC50 hamujacego superskrecenie DNA przez gyraze S. aureus byly wyzsze niz dla
wyj$ciowych fluorochinolonow CXP i MXF. Na podstawie uzyskanych rezultatow, ale i tez
danych literaturowych ustaliliSmy, Ze oba macierzyste zwiazki celuja gtownie w topoizomeraze
IV S. aureus, chociaz badane koniugaty 2, 3 i 14m rowniez posiadaty wiasciwo$ci hamujace
aktywno$¢ tego enzymu. Najwicksza skuteczno$¢ w hamowaniu aktywnos$ci topoizomeraz
DNA wykazywat koniugat CXP z kwasem sorbowym (2), natomiast umiarkowane wiasciwos$ci
hamujace, zwlaszcza wyselekcjonowanych przez nas najbardziej bioaktywnych zwigzkow (3,
1m, 14m), sugeruja jednak inne mechanizmy dziatania przeciwdrobnoustrojowego.
Interesujacy jest fakt, ze modelowanie molekularne potwierdzito staba interakcje
analizowanych koniugatow z gyrazg DNA. Taka symulacja byta mozliwa dzigki wspotpracy
nawigzanej z Sebastianem Kmiecikiem i Michatem Kolinskim z Centrum Nauk Biologiczno-
Chemicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego oraz z Laboratorium
Bioinformatyki Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego
PAN w Warszawie. Analiza wynikow in silico wykazata, ze wszystkie dokowane ligandy
preferowaty schemat wigzania bardzo podobny do obserwowanego w kompleksach gyrazy
DNA oraz czasteczek macierzystego fluorochinolonu CXP lub MXF. Jednocze$nie wskazniki
oceniajace energi¢ wigzania ligandow o roznej wielkosci oraz spojnos¢ dokowania zwigzanego
z entropig konformacyjng wskazaty jednoznacznie na nieskoniugowane fluorochinolony jako
czasteczki wigzace si¢ w optymalnym uktadzie. Okazuje si¢, ze duzy rozmiar podstawnikoéw
kwasow tluszczowych utrudnia dopasowanie si¢ czasteczek do miejsca wigzacego. Ponadto
warto$ci energii wigzania wskazuja na to, ze fragment lipidowy byl malo atrakcyjny
energetycznie, a pozytywny efekt energetyczny byt znaczacy jedynie w przypadku pochodne;j
z kwasem DHA (8, 8m). Najbardziej korzystna energi¢ wigzania odznaczata sig¢
nieskoniugowana CXP, a zaraz po niej MXF. Nalezy podkresli¢, ze wyniki badan in vitro i in
silico bardzo dobrze ze sobg korelowaty. Oba badania nad hamowaniem topoizomeraz
bakteryjnego DNA i wirtualnego dokowania molekularnego do gyrazy DNA sugeruja
dodatkowe mechanizmy aktywno$ci przeciwbakteryjnej, dzigki ktérym dziataja nowo
zsyntetyzowane zwiazki. Biorac pod uwage potencjal antybakteryjny specyficznych kwasow
thuszczowych i mozliwego mechanizmu poprzez hamowanie FABI, wydaje si¢, ze moze to by¢
jeden z dodatkowych mechanizméw dziatania przeciwbakteryjnego. Co wigcej, nhasze
poprzednie badania proteomiczne koniugatow CXP (praca H2) i niepublikowane dane
dotyczace amidow MXF wykazaty ich potencjat do regresji ludzkiej odmiany izoformy
reduktazy FABS.

Reasumujgc, uzyskane wyniki potwierdzily przewage formy skoniugowanej
moksyfloksacyny, a nowo zsyntetyzowane koniugaty byty selektywnie silnie cytotoksyczne
wobec testowanych linii nowotworowych, z wyréznieniem komorek raka prostaty (PC3), ktore
podobnie jak w przypadku CXP byly bardziej podatne na ich dziatanie. Interesujagcym faktem
jest to, ze sama MXF w badaniu MTT okazata si¢ silniejszym cytostatykiem niz CXP, a
poréwnanie warto$ci IC50 odpowiednich koniugatéow obu fluorochinolonéw jednoznacznie
wskazalo na silniejsza aktywno$¢ pochodnych MXF. Wsroéd przebadanych kwasow
thuszczowych powigzanych z MXF, najskuteczniejszymi okazaty si¢ kwasy sorbowy (2m),
oleinowy (4m), hept-6-enowy (10m), linolowy (11m), kaprylowy (15m) i stearynowy (16m).
Tymczasem najsilniejsze dzialanie przeciwbakteryjne wobec standardowych szczepow
wykazywaty pochodne kwasow o dtugosci tancucha nie dluzszym niz 6 wegli, czyli koniugaty
(Im, 2m, 14m), a najsilniej bioaktywnym amidem wobec szczepdw klinicznych byta pochodna
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acetylowa 14m. Poza tym roéwniez modyfikacje z kwasem krotonowym (1, 1m) i sorbowym (2,
2m) i to obu fluorochinolonéow okazaly si¢ by¢ skuteczne przeciw testowanym
mikroorganizmom. Co ciekawe, w badaniu przeciwpratkowym wykazali$my, ze to koniugaty
MXF i CXP pochodzace od srednio- i dlugotancuchowych kwasow wielonienasyconych takich
jak DHA (8 i 8m) i arachidonowego (13m), ale takze 5 - weglowego kwasu sorbowego
potaczonego z CXP (2) dzialaly najskuteczniej i wykazywaly nawet 8—16-krotnie wigksza
aktywno$¢ niz referencyjne tuberkulostatyki. Nasze ustalenia dotyczgce mechanizmow
dziatania antybakteryjnego zaréwno prowadzone in vitro jak i in silico wskazaty jednoznacznie
na odmienne punkty uchwytu badanych koniugatow niz hamowanie kluczowych enzymow
bakteryjnych: gyrazy DNA i topoizomerazy IV. W zwiazku z tym dalsze planowane badania
nad potencjalnymi mechanizmami dziatania przeciwdrobnoustrojowego koniugatow, pozwola
na identyfikacje optymalnej modyfikacji oraz nowych stabych punktow w metabolizmie
bakterii, ktore mogg si¢ sta¢ celem terapeutycznym w antybiotykoterapii. Jednak jak si¢
okazuje, samo dziatanie przeciwdrobnoustrojowe jest rowniez wpisane w ogolne dzialanie
przeciwnowotworowe. Wiele badan potwierdzito udziat mikroflory obecnej w guzie w jego
progresji. Dlatego antybiotykoterapia prowadzita do zmniejszenia wielko$ci guza in vitro, a
takze tlumita lekoopornos¢. Obiecujace wydaja si¢ wyniki badania klinicznego
moksyfloksacyny w grupie pacjentek z rakiem piersi (BC). Zastosowanie tego fluorochinolonu
w polaczeniu z rutynowym leczeniem spowodowalo zmniejszenie wielkosci guza we
wszystkich podtypach BC z wyjatkiem potrdjnego negatywnego raka piersi (TNBC) [12]. Tym
bardziej wydaje si¢, ze zastosowanie preparatu o podwojnym, cytotoksycznym dziataniu na
komorki zard6wno nowotworowe jak i bakteryjne moze przynie$s¢ wiecej korzysci w terapii
onkologicznej.

Publikacja H4 - Ustalenie mechanizmow dzialania przeciwnowotworowego dla
wyselekcjonowanych, najbardziej aktywnych koniugatoéw moksyfloksacyny oraz ich wptyw na
profil metaboliczny w komodrkach nowotworu jelita grubego i prostaty

Wstepne, obiecujace wyniki aktywnosci przeciwnowotworowej nowych koniugatow
moksyfloksacyny (H3) pozwolity na wyselekcjonowanie optymalnych potaczen i
zaplanowanie badan nad mechanizmami ich cytotoksycznego dziatania. W tym celu
wybrali$my koniugaty MXF (2m, 4m, 5m, 8m, 10m, 11m, 16m) z najnizszym st¢zeniem 1C50
i najwyzszym wskaznikiem Sl i przetestowaliSmy ich wptyw na apoptozg, uwalnianie I1L-6, jak
rowniez na aktywnos$¢ kaspaz 3 i 7, czynnika transkrypcyjnego NF-xB oraz na zmiany
metaboliczne w pierwotnej (SW480) i przerzutowej (SW620) linii komdrkowej nowotworu
jelita grubego i prostaty (PC3). Wykonany w poprzednim badaniu test MTT potwierdzilismy
testem zywotno$ci TB (trypan blue). Najlepsze wlasciwosci cytotoksyczne posiadaty koniugaty
4m i 16m z kwasem oleinowym i stearynowym w linii PC3 (zywotno$¢ ok. 40%), chociaz byty
one réwniez skuteczne w linii SW620 (zywotno$¢ ok. 60%). Pozostate koniugaty o dos¢ silnej
cytotoksycznosci to byty potaczenia z kwasem sorbowym, elaidynowym, DHA, hept-6-
enowym i linolowym w linii komérkowej PC3, natomiast w SW620 z wylaczeniem koniugatu
z kwasem hept-6-enowym, ktory wykazywat jedynie aktywnos$¢ cytostatyczng. Testowane
zwigzki mialy znacznie mniejszy wptyw cytotoksyczny w linii komoérkowej SW480 i dopiero
modyfikacja kwasem linolowym obnizyta zywotno$¢ pierwotnej linii komorkowej raka jelita
grubego do okoto 60%. Niezmodyfikowana moksyfloksacyna wykazywata stabg aktywnos¢
przeciwnotworowa z wyjatkiem linii PC3, gdzie data umiarkowang aktywno$¢ cytostatyczna.
To réwniez potwierdzaja inne badania prowadzone na komorkach raka trzustki czy tez
biataczki, gdzie wolna MXF byta skuteczna tylko w wysokich dawkach (400 pg/ml) i dawata
efektywnos¢ zahamowania proliferacji rzedu 20% [41, 42]. Duzym atutem noOwo
zsyntetyzowanych bioaktywnych amidow MXF jest nietoksycznos¢ w stosunku do zdrowych
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komorek HaCaT (zywotno$¢ powyzej 80%). Jak juz zostalo to zasygnalizowane wczesniej,
bardzo pozadang cecha zwiazkéw ograniczajacych rozwoj nowotworu jest zmniejszenie
stezenia cytokiny IL-6 w komorkach nowotworowych. Z tego wzgledu dokonalismy analizy
stezen tej interleukiny po potraktowaniu testowanych linii nowotworowych zaréwno
nieskoniugowang MXF jak i jej koniugatami i co ciekawe zaobserwowalismy najbardziej
wyrazng redukcje jej wydzielania w komodrkach SW480. Bazujac na wynikach
cytotoksycznosci, gdzie ta linia pierwotnego raka jelita grubego byta stabo podatna na dziatanie
koniugatow, byto to dos$¢ zaskakujace odkrycie. Istotne réznice w hamowaniu uwalniania
interleukiny-6 zaobserwowano rowniez w komorkach PC3, zwlaszcza w przypadku
koniugatow z kwasem sorbowym (2m), oleinowym (4m), linolowym (11m) i stearynowym
(16m), jednak w tej linii komorkowej wolna forma MXF nie wykazywala potencjatu
hamujacego. Uzyskane wyniki z badania komorek SW620 wykazaly, ze jedynie pojedyncze
potaczenia z kwasem oleinowym (4m) i stearynowym (16m) wykazywaly podobny efekt
ttumigcy wydzielanie cytokiny. Pozostate koniugaty, w tym niezmodyfikowana
moksyfloksacyna, nie zmieniaty stezenia IL-6. Réwniez komodrki kontrolne HaCaT
pozostawaly niecaktywne w stosunku do koniugatow oraz wolnej MXF. Innym oczekiwanym
wynikiem badania przesiewowego in vitro lekéw przeciwnowotworowych jest indukcja
apoptozy. W naszym badaniu dzialanie proapoptotyczne badanych koniugatéw zostato
potwierdzone metoda cytometrii przeptywowej 1 wzrostem aktywnosci kaspaz 3 1 7.
Najbardziej nasilony efekt proapoptotyczny byt widoczny w przerzutowych komorkach raka
okreznicy SW620 i prostaty PC3. Co ciekawe, komorki PC3 zostaly wprowadzone przede
wszystkim we wczesng lub p6zng apoptoze w obecnosci zwigzkow 4m i 16m, podczas gdy
reszta koniugatow raczej w umiarkowany sposob indukowata p6zng apoptoze lub nekroze.
Tymczasem w komorkach raka jelita grubego z przerzutami (SW620) potaczenia z kwasem
sorbowym i  stearynowym  charakteryzowaly = si¢  najsilniejszym  potencjatem
proapoptotycznym, ale réwniez amidy z kwasem oleinowym, DHA, linolowym i hepta-6-
enowym w duzym stopniu indukowaty pdzna apoptoze lub nekroze. Najsilniejszym induktorem
wcezesnej oraz podznej apoptozy i nekrozy w komorkach SW480 byl koniugat z kwasem
stearynowym, jednakze modyfikacje z kwasem oleinowym, DHA, linolowym i hepta-6-
enowym do$¢ silnie indukowaly p6zng apoptoze i nekroze. Ten proapoptyczny mechanizm
dziatania testowanych zwigzkow zostat potwierdzony aktywacja kaspaz 3 i 7. Na tym etapie
badan postanowiliSmy zawezi¢ grupe badanych koniugatéw tylko do najsilniej dziatajacych.
Zgodnie z uzyskanymi wczes$niej wynikami testu MTT (H3) i zastosowanych w obecnym
badaniu analiz wybrano najskuteczniejsze amidy moksyfloksacyny 4m i 16m, ktoére to
charakteryzowaly si¢ wysoka cytotoksycznoscia i selektywnoscia, silng zdolnoscig do
indukowania apoptozy i hamowania uwalniania IL-6. Oba amidy stymulowaty aktywacje
kaspazy 3 i 7, ale wréznym przedziale czasowym. Koniugat z kwasem stearynowym
aktywowat te proteazy po 12 i 24 godzinach, natomiast koniugat z kwasem oleinowym po 48
godzinach w linii pierwotnego nowotworu jelita (SW480). W komorkach raka prostaty (PC3)
schemat aktywacji byl podobny dla obu substancji co ciekawe, nawet nieskoniugowana
moksyfloksacyna znaczaco wyzwalata aktywacje kaspaz 3 1 7 po 12 godzinach, podczas gdy w
przerzutowym raku jelita grubego amid 16m aktywowat proteazy po 24h, a efekt ten byt nawet
silniejszy po 48 godz., kiedy to réwniez koniugat 4m indukowat kaspazy. W zdrowych
keratynocytach HaCaT poddanych dziataniu pochodnej 4m i 16 m oraz niezmodyfikowanej
MXF aktywno$¢ kaspaz pozostawala przez caty czas trwania badania na poziomie tej w
komorkach kontrolnych. Poniewaz indukcja apoptozy jest czesto poprzedzona zmianami w
cyklu komorkowym sprawdziliSmy réwniez jak wybrane zwigzki w stezeniu %2 IC50 i IC50
wplywajg na schemat cyklu komoérkowego. Analiza cyklu komoérkowego w pierwotnym i
przerzutowym nowotworze jelita SW480 i SW620 wykazata, ze oba badane amidy 4m i 16m
znacznie zwigkszyly odsetek komorek w fazie sub-Gl i GO/Gl co wskazuje na ich

19



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n.med. Alicji Chrzanowskiej

preferencyjne dziatanie antyproliferacyjne jak i w mniejszym stopniu cytotoksyczne. Natomiast
ekspozycja komorek raka prostaty PC3 na badane koniugaty data najwyzszy procentowy wzrost
komorek w fazie sub-G1, co potwierdza glownie ich cytotoksyczny efekt. Nieskoniugowana
MXF wplywata w duzo mniejszym stopniu, a nieznaczny efekt byt widoczny jedynie przy
wyzszych stezeniach. Co wazne, zar6wno moksyfloksacyna jak i amid 4m nie wplywaty
istotnie na prawidlowy przebieg cyklu komorkowego w zdrowych komorkach HaCaT, jedynie
zwiazek 16m w wyzszym stezeniu indukowal zatrzymanie cyklu komérkowego 1 zwigkszony
procent komorek w fazie sub-Gl. Kolejng pozadang cechg skutecznego leku
antynowotworowego jest hamowanie aktywacji czynnika NF-xB, ktory to konstytutywnie
indukowany w wielu typach nowotworow m.in. prostaty odgrywa kluczowa role w regulacji
docelowych gendéw zaangazowanych w proliferacj¢, blokowanie apoptozy, indukowanie
angiogenezy i przerzutowanie [43]. Moksyfloksacyna i jej pochodne 4m i 16m preferencyjnie
w pierwotnych komoérkach SW480 hamowaty aktywacj¢ NF-kB prawie o 50%, natomiast w
przerzutowych SW620 o 40%. Co byto dla nas zaskakujace, najstabiej zarcagowaty komorki
prostaty PC3, gdzie potencjal hamowania aktywnosci tego biatka spadt jedynie o 30% w
poroéwnaniu do kontroli. W prawidtowych komoérkach HaCaT ten spadek byl najnizszy i
wynosil okoto 20%.

Wzbogacenie macierzystych fluorochinolonéw o czasteczke lipidowa, jak réwniez
potwierdzony udziat metabolitow pochodzacych z przemian lipidow w progresji nowotwordéw,
staly si¢ inspiracjg do przeprowadzenia analizy metabolomicznej pochodnych lipidow. Na
podstawie naszego poprzedniego, ale i obecnego badania zaobserwowaliSmy, ze optymalnym
potaczeniem dla obu badanych fluorochinolonow byt kwas oleinowy nalezacy do grupy
jednonienasyconych kwasow ttuszczowych (MUFA - monounsaturated fatty acids). Ta
kombinacja byta bardzo skuteczna glownie przeciwko komérkom raka prostaty, a jednoczesnie
dane literaturowe wskazuja na preferencyjny wychwyt jednonienasyconych kwasow
thuszczowych przez komoérki nowotworowe, gdyz wiaczenie MUFA do kluczowego lipidu
wewnetrznej blony mitochondrialnej — kardiolipiny powoduje skuteczne wigzanie cytochromu
C i moze zapobiega¢ apoptozie [3]. W znacznym stopniu nowotworowy metabolizm lipidow
zmienia si¢ na korzy$¢ wykorzystania lipidow zewnetrznych 1 zwigkszenia metabolizmu
kwasow thuszczowych. W przypadku leczenia raka prostaty ingerencja w szlak
wewnatrznowotworowej syntezy steroidow po lub w trakcie terapii deprywacji androgenow
moze mie¢ duze implikacje terapeutyczne. Zestawienie uzyskanych wynikow wykazato
najbardziej intensywne zmiany metaboliczne w przerzutowej linii SW620, ale takze
interesujacy profil zmian w pierwotnym nowotworze jelita (SW480) jak i komoérkach raka
prostaty (PC3), eksponowanych na dziatanie skoniugowanej MXF z kwasem oleinowym (4m),
jak i jej wolnej formy. ZaobserwowaliSmy zwigkszony poziom eikozanoidéow wiaczajac
prostaglandyny H2, D2, E2, 12 i G2, tromboksan A2 i leukotrieny w pierwotnej linii nowotworu
jelita SW480, natomiast w jego bardziej zaawansowanym stadium - komoérkach SW620
wymienione pochodne kwasu arachidonowego byly na niskim poziomie. Podobnie w
przerzutowym nowotworze prostaty PC3 odnotowalismy zmniejszenie tych aktywnych
biolipidow wspdlnie z pochodnymi kwasu arachidonowego, takimi jak 5-HETE i 11,12,15 i
11,14,15 TETA. Wiadomo, Ze te prozapalne metabolity moga zwigkszac progresje nowotworu
poprzez wpltyw na adhezje, migracje i inwazje komorek nowotworowych [44]. W komorkach
nowotworu jelita grubego zauwazyliSmy rowniez wzrost ilosci hormondéw steroidowych.
Poziom progesteronu, pregnenolonu i kortyzonu wzrastat w komoérkach SW480 i to zarowno w
obecnosci koniugatu jak 1 wolnej MXF natomiast w przerzutowym typie tych komorek
(SW620) wzrosto stezenie estronu i testosteronu natomiast intensywno$¢ progesteronu,
glukuronidu androsteronu, aldosteronu i kortyzonu zmniejszyta si¢. Wplyw hormonéw na
progresj¢ nowotworu okreznicy jest zroznicowany, bo jakkolwiek estrogen i glikokorykoidy
mogg by¢ zaangazowane we wzmocnienie procesu nowotworowego tak androgeny i

20



Autoreferat — postepowanie habilitacyjne dr n.med. Alicji Chrzanowskiej

progesteron mogg dziata¢ supresyjnie [45]. Kontrowersyjne jest rowniez dzialanie
progesteronu w nowotworze prostaty, gdyz moze on sta¢ si¢ kluczowym prekursorem de novo
steroidogenezy androgenowej, ale takze aktywowac nieprawidlowy receptor dla tego typu
hormondéw. Ostatnie doniesienia podkreslaja jednak inng role tego steroidu dzialajacego jako
inhibitor tagodnego rozrostu gruczolu krokowego i progresji PCa. Podobnie funkcja
estrogenéw moze by¢ dwojaka I moga one zarowno stymulowaé, jak i hamowac ekspansje
nowotworu poprzez hamowanie androgenowego wplywu na rozrost nieprawidtowych komorek
[46]. Dziatanie koniugatu 4m na komorki raka prostaty PC3 skutkowalo wzrostem estronu
natomiast spadkiem dihydrotesteronu, podczas gdy wolng MXF obejmowato zwigkszenie
stezenia progesteronu przy jednoczesnym spadku kortyzonu, aldosteronu, dihydrotestosteronu
i glukuronidu testosteronu. Wiadomym jest, ze intensywnie proliferujagce komorki
nowotworowe potrzebuja nadmiaru cholesterolu, a takze intermediatéw uczestniczacych w
jego biosyntezie. Nadmiar tego steroidu moze blokowaé réwniez infiltracje efektorowych
komoérek T, co moze ostabi¢c immunoterapi¢ i dlatego niekorzystny moze by¢ wzrost
intensywnosci siarczanu cholesterolu w komoérkach SW480 po dodaniu samej MXF [47].
Wydaje si¢, ze zwigkszenie metabolitow triacylogliceroli (TG) 1 nasilenia syntezy
nienasyconych kwasow thuszczowych i cholesterolu po dodaniu koniugatu 4m do
przerzutowych komoérek SW620 moze tworzy¢ sprzyjajace warunki do rozwoju nowotworu. W
przeciwienstwie do raka jelita grubego w komorkach PC3 zaobserwowalismy zmniejszenie
intensywnosci potproduktéw do syntezy cholesterolu po podaniu koniugatu. Udowodniono, ze
wyciszenie szlaku mewalonianu moze hamowac¢ wzrost i progresj¢ guza. Zmiany metaboliczne
w prawidtowych keratynocytach byly zaniedbywalne w poréwnaniu do kontroli zaréwno po
podaniu koniugatu MXF jak i jej nieskoniugowanej formy. Przeprowadzenie wyzej opisanych
badan byto mozliwe dzigki wspotpracy z dr Andrzejem Ciechanowiczem z Zaktadu Medycyny
Regeneracyjnej.

Podsumowujac, nasze badanie potwierdzity silny potencjal cytotoksyczny koniugatow
moksyfloksacyny, ktory byt duzo wyzszy niz wolnej formy fluorochinolonu, a jednocze$nie
amidy pozostawaty bezpieczne dla prawidtowych komoérek HaCaT. Podobnie jak w przypadku
CXP to komorki raka prostaty PC3 byty bardziej wrazliwe na koniugaty MXF niz komorki raka
okreznicy. Najbardziej obiecujgcg aktywnos¢ cytotoksyczng wykazywaty koniugaty 4m i 16m
z kwasem oleinowym i stearynowym, ktoére nie tylko skutecznie zmniejszaty zywotnos¢
przerzutowych komorek PC3 i SW620, ale rowniez silnie indukowaty w tym typie komorek
kaspazy 3/7 i pdzna apoptozg. Kontrowersyjnym rezultatem byto najbardziej nasilone
hamowanie aktywacji NF-«xB i wydzielania IL-6 zaobserwowane w pierwotnej linii SW480,
ktora okazata si¢ najmniej wrazliwa w pozostatych testach cytotoksyczno$ci. Bardzo waznym
whnioskiem wyciggnietym na podstawie analizy metabolicznej jest identyfikacja optymalnego
profilu metabolomicznego w komorkach raka prostaty PC3, ktory moze shuzy¢ supresji
nowotworu. Tymczasem wzrost aktywnych biolipidow w komodrkach SW480 i intermediatow
biosyntezy TAG oraz cholesterolu korzystnych dla progresji nowotworu w komérkach SW620
moze skutkowac¢ gorsza odpowiedzig na dziatanie koniugatow 1 dawac stabszy efekt w testach
cytotoksycznosci. Nasze odkrycia jednoznacznie wykazaly potencjal koniugatow
moksyfloksacyny, ktory moze by¢ wykorzystany w terapii onkologicznej ze wzgledu na
udowodnione przez nas dziatanie cytotoksyczne i przeciwzapalne.

6.3. PODSUMOWANIE

Wyniki prac stanowigcych osiggniecie naukowe sg nie tylko zrodtem nowych danych
na temat potencjalu cytotoksycznego cyprofloksacyny i1 moksyfloksacyny, a takze ich
koniugatow wzbogaconych o czgsteczke lipidows, ale rowniez stanowig pionierskie badania
identyfikujace zmiany w profilu proteomicznym i metabolicznym w przemianach lipidow, jakie
zaszly pod ich wptywem. Przedstawione cele naukowe maja charakter interdyscypilnarny i
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taczg kompetencje kilku zespotéw badawczych. Badania potencjatu cytotoksycznego nowo
zsyntetyzowanych koniugatow pozwolily na wybranie tych, ktére bioaktywno$cia moga
konkurowa¢ z wiodgcymi cytostatykami np. cisplatyng. Identyfikacja profilu dziatania okresla
dalszy kierunek poszukiwan potencjalnych substancji leczniczych, jak i wytycza nowe cele
terapeutyczne w walce z chorobami nowotworowymi, a zwlaszcza z zaawansowang postacig
nowotworu prostaty. Jednoczesnie identyfikacja optymalnych modyfikacji dla wzmocnienia i
rozszerzenia aktywnosci antybakteryjnej wskazuje na potrzebe prowadzenia dalszych badan
nad metabolizmem lipidow w komorkach bakteryjnych i wykorzystaniem go w walce z
mikroorganizmami chorobotworczymi.

Najwazniejsze osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac (wnioski)

1.

10.

Zaplanowanie utworzenia serii koniugatéw dwodch fluorochinolonow z kwasami
tluszczowymi o zroznicowanej aktywno$ci biologicznej, w zaleznosci od rodzaju
uzytego kwasu (stopnia nasycenia i dtugosci tancucha)

Potwierdzenie lepszej bioaktywnosci dla formy skoniugowanej flurochinolonu z
kwasem tluszczowym niz podczas zastosowania sktadnikow oddzielnie w mieszaninie,
jak réwniez wigkszego potencjatu cytotoksycznego koniugatow MXF w poréwnaniu do
CXP.

Ustalenie mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego oraz przeciwbakteryjnego
poprzez badania in vitro i in silico, a takze potwierdzenie bezpieczenstwa stosowania
nowych zwigzkow poprzez wykazanie braku cytotoksycznego dziatania na ludzkie
komorki prawidtowe.

Wyselekcjonowanie optymalnych potaczen macierzystego fluorochinolonu - CXP
z kwasem sorbowym, OA, EA i DHA, oraz MXF z kwasem OA i STA jak rowniez
potwierdzenie ich silnego supresyjnego dzialania na rozwdj nowotworu Z
preferencyjnym dziataniem na raka prostaty

Zidentyfikowanie roznic we wrazliwosci komoérek nowotworowych raka prostaty w
zaleznosci od typu i zaawansowania i ustalenie najlepszej skutecznosci koniugatow dla
hormono-niewrazliwego raka o najwyzszym stopniu inwazyjnosci.

Wskazanie koniugatow o dwukierunkowym dzialaniu, ktére dziataja silnie
cytotoksycznie zard6wno na komorki nowotworowe jak 1 bakteryjne, co moze
wzmacnia¢ dziatanie supresyjne na guza w warunkach in vivo.

Uzyskanie w grupie pochodnych CXP i MXF zwigzkéw o wysokim potencjale
przeciwgruzliczym, poréwnywalnym lub silniejszym niz Systemowo stosowane
tuberkulostatyki.

Potwierdzenie zmienionego metabolizmu lipidow w komodrkach nowotworowych ze
wzmozong intensywnoscig biatek transportujacych i magazynujacych lipidy, jak
rowniez syntezg kwasow tluszczowych de novo oraz jednoczesnie ich zwigkszonym
katabolizmem.

Redukcja intensywnos$ci biatek zaangazowanych w progresj¢ nowotworu przez
koniugaty CXP z kwasem sorbowym, OA i EA.

Potwierdzenie optymalnego profilu metabolicznego dla regresji  procesu
nowotworowego w raku prostaty pod dziataniem koniugatu 4m oraz wyjasnienie
mozliwych mechanizméw stabszej odpowiedzi na leczenie koniugatami komorek
pierwotnych i przerzutowych raka jelita grubego.
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7. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

7.1. Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Moja dziatalno$¢ naukowa byta od poczatku zwigzana z Katedrg i Zaktadem Biochemii,
gdzie trafitam do zespotu pani Prof. Zofii Porembskiej, zaangazowanego w pracg nad badaniem
aktywno$ci arginazy u pacjentow z chorobami nowotworowymi. Ten kluczowy enzym cyklu
mocznikowego poza udzialem w procesie detoksykacji amoniaku uczestniczy w syntezie
bioaktywnych zwigzkéw. Ze wzgledu na wspotzawodnictwo z syntazg tlenku azotu o L-
argining oraz udziat w syntezie proliny i glutaminianu, arginaza odgrywa istotng rol¢ w takich
schorzeniach jak urazy, stany zapalne oraz udary, natomiast jej udzial w szlaku syntezy
poliamin i regulacji uktadu odpornosciowego sprawia, ze moze by¢ rowniez zaangazowana w
proces kancerogenezy. Efektem poszukiwan materialu badawczego bylo rozpoczecie
wspotpracy z dr Grzegorzem Luboinskim z Kliniki Chirurgii Onkologicznej Centrum
Onkologii w Warszawie, w wyniku ktorej badaliSmy krew pacjentek pod katem oznaczania
aktywnosci arginazy. Okazalo si¢, ze aktywno$¢ tego enzymu jest wyzsza u pacjentek z rakiem
piersi, niz U zdrowych dawcow krwi, a ponowny wzrost po leczeniu sugerowat albo rozwijajace
si¢ przerzuty albo niecatkowite usunigcie zmiany pierwotnej. Ponadto, wzrost aktywnosci
arginazy u kobiet z tagodnymi nowotworami piersi mogt by¢ sygnatem rozwijajacego si¢ raka.

Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w nastgpujacych artykutach:

e Porembska Z, Luboinski G, Chrzanowska A, Mielczarek M, Magnuska J, Baranczyk-
Kuzma A. Arginase in patients with breast cancer. Clin Chim Acta. 2003; 328:105-11.
IF=1,633

e Porembska Z, Chrzanowska A, Scibior D, Czeczot H, Ashamiss F, Luboinski G.
Usefulness of postoperative assay of arginase activity in blood serum of women after
breast cancer resection. Pol Merkur Lekarski. 2004;17(102):583-5.

Mozliwos$¢ wykorzystania 0znaczania aktywnosci arginazy jako testu diagnostycznego
data podstawy do bardziej zaawansowanych badan nad tym enzymem, majgcych na celu
identyfikacje jego izoenzyméw. Wiadomo, ze U ssakoéw arginaza wystgpuje w postaci dwoch
izoenzymow — Al i All, a ich ekspresja ulega zmianie w zaleznosci od potrzeb metabolicznych
komorki. Ze wzgledu na to, Ze chcieliSmy rozszerzy¢ zakres badan rowniez o tkanki
nowotworowe 1 prawidlowe, rozpoczeliSmy kolejne wspotprace z Klinikami Chirurgii. W
grupie badanej znalezli si¢ pacjenci z Kliniki Chirurgii Ogélnej i Transplantacyjnej oraz Kliniki
Chirurgii Ogoélnej, Transplantacyjnej i Watroby WUM, a eksperymenty byty prowadzone na
tkankach (watrobie marskiej, guzach watroby, guzach jelita grubego i przerzutach) oraz
ptynach ustrojowych (surowica, z6t¢). Celem zaplanowanych eksperymentow byto poréwnanie
aktywnos$ci arginazy w tkankach zdrowych i nowotworowych pobieranych §rodoperacyjnie
oraz w surowicy Kkrwi pobieranej w roznych odstgpach czasu, a takze identyfikacja jej
izoenzymoOw 1 proba okreslenia ich roli w patogenezie i diagnostyce badanych schorzen. Do
realizacji tych zatozen wykorzystaliSmy rdézne metody biologii molekularnej (badanie
aktywnos$ci enzymatycznej, chromatografi¢ jonowymienna, Western — blot, PCR)

Przeprowadzone badania wykazaty, ze aktywnos$¢ arginazy w surowicy chorych z
rakiem jelita grubego byta kilkukrotnie wyzsza, a u chorych z przerzutami tego nowotworu do
watroby nawet kilkunastokrotnie wyzsza w porownaniu do grupy kontrolnej. Test arginazowy
okazat si¢ rowniez przydatny do monitorowania pacjentow po resekcji chirurgicznej, po ktorej
nastepowat spadek aktywno$ci enzymu, z wyjatkiem przypadkéw pacjentow z guzami
nieresekcyjnymi lub z rozsianym procesem nowotworowym, u ktorych nie doszto do
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doszczetnego usunigcia zmiany nowotworowej. Analiza wynikow z 3-letnich obserwacji
aktywnos$ci arginazy w surowicy pacjentow operowanych z powodu raka jelita grubego i/lub
przerzutow do watroby wskazywala na to, ze pojawiajgca si¢ i/lub utrzymujgca si¢ wysoka
aktywno$¢ arginazy mogta wigzac¢ si¢ z wigkszym ryzykiem i szybszym nawrotem choroby. Z
kolei aktywno$¢ arginazy w guzach pierwotnych i przerzutowych raka jelita grubego i
pacjentdw z przerzutami raka jelita grubego do watroby byta znacznie wicksza w porownaniu
z niezmieniong nowotworowo tkanka jelita (oceniona histopatologicznie tkanka pobrana z
marginesu okalajacego guz).

Ponizej przedstawiam najwazniejsze publikacje dotyczace tego tematu:

e Mielczarek M, Chrzanowska A, Scibior D, Skwarek A, Ashamiss F, Lewandowska K,
Baranczyk-Kuzma A. Arginase as a useful factor for the diagnosis of colorectal cancer
liver metastases. Int J Biol Markers. 2006;21(1):40-4. IF= 0.966

e Mielczarek- Puta M, Chrzanowska A, Baranczyk-Kuzma A. Arginase and arginine in
diagnostics of patients with colorectal cancer and patients with colorectal cancer liver
metastases. Contemp Oncol. 2008;12(2):51-55.

Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢ arginazy w watrobie, a takze brak danych
dotyczacych udziatu izoform arginazy w chorobach watroby, cieckawym wydawat si¢ temat
zbadania zmian aktywnosci i ekspresji izoenzymow arginazy w marskosci i raku watrobowo-
komoérkowym. Dlatego moje badania skupily si¢ na badaniu surowicy, z6lci oraz tkanek
pochodzacych od pacjentéw z tymi schorzeniami, a wyniki tych do§wiadczen staly si¢ tematem
rozprawy doktorskiej obronionej w roku 2008 jak rowniez kilku publikacji i komunikatow
zjazdowych. Zaplanowanie i realizacja badan byta tez mozliwa dzigki uzyskaniu finansowania
z trzech projektow, w ktérych pelitam role kierownika lub glownego wykonawcy
(IWK/3E125, IWK/WP3/07 oraz 0779/P05/2005/29).

Wykazatam, ze aktywnos¢ arginazy w surowicy krwi pacjentow z marskoscig i rakiem
watrobowo-komorkowym wzrastala kilkukrotnie (silniej u pacjentdw z nowotworem),
a w okresie pooperacyjnym (przeszczepienie watroby, resekcja guza) u wigkszosci chorych
obnizata si¢ do wartosci kontrolnych, wskazujac na prawidlowe dzialanie przeszczepionej
tkanki lub potwierdzajac catkowite usunigcie guza. Identyfikacja izoenzymow potwierdzita
fakt, ze w surowicy osob zdrowych jest obecna tylko izoforma kationowa Al, natomiast w
surowicy pacjentow z marskoscig i rakiem watrobowo-komorkowym pojawia si¢ dodatkowa,
anionowa izoforma All. Wzrost aktywnosci arginazy stwierdzitam rowniez w z6lci pacjentow
z przeszczepiong watroba. Bezposrednio po transplantacji aktywnos¢ byta kilkukrotnie wyzsza
niz 14 dni po zabiegu, chyba ze przeszczep zostal odrzucony, wtedy z 2-3 dniowym
wyprzedzeniem pojawiatl si¢ wzrost aktywnosci enzymu. Obecna w zolci arginaza mogla
pochodzi¢ z hepatocytow uszkodzonych podczas przechowywania/transportu watroby lub z
cytotoksycznej reakcji uktadu immunologicznego biorcy. W zo6lci bezposrednio po
transplantacji watroby, stwierdzitam obecno$¢ obu izoform arginazy, przy czym wigkszos$¢
aktywnosci byla zwigzana z izoformg All, co moglo wynika¢ z wigkszej wrazliwosci
hepatocytow okotozylnych (lokalizacja All) na niedotlenienie i martwice¢ niz hepatocytow
okotowrotnych (lokalizacja AlI), natomiast po 14 dniach profil izoenzymatyczny ulegat
odwrdceniu na korzys¢ izoformy Al.

Badania nad aktywnoscia i profilem enzymatycznym arginazy obecnym w tkankach
przyniosty réwniez wiele ciekawych odkry¢. Odnotowatam trzykrotne obnizenie aktywnosci
enzymu w tkance marskiej, ktore postepowato wraz z obnizeniem wydolno$ci watroby
(ocenianej wg 3-stopniowej klasyfikacji Childa-Pugha), a ten spadek byt duzo wigkszy (8-14
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razy) w raku watrobowo-komorkowym, ale nie w guzach tagodnych. Takie obnizenie
aktywnosci arginazy w tkance marskiej moze by¢ przyczyna hiperamonemii, natomiast w raku
watrobowo-komorkowym mozliwe jest dzialanie protekcyjne przed nadmierng hydrolizg
argininy niezbednej do progresji nowotworu, tym bardziej, ze jest to nowotwor auksotroficzny
wzgledem tego aminokwasu. W watrobie zdrowej badanie profilu izoenzymatycznego
wskazywalo na dominujgca izoformg Al, natomiast w watrobie marskiej stwierdzitam
obnizenie aktywnosci izoformy Al i jednoczesny wzrost aktywnos$ci izoformy All, ktora to
izoforma stawala si¢ przewazajacg w nowotworze watroby. Zmiany aktywnosci byty efektem
zmian ekspresji poszczegdlnych izoform na poziomie mMRNA i biatka. Wydaje sie, ze zmiana
rozktadu izoform w watrobie marskiej stuzyta uruchomieniu mechanizméw kompensacyjnych
w strefie okotozylnej w celu zobojetnienia amoniaku, ktéry nie ulegl detoksykacji przez
niesprawnie dziatajacy w strefie okotowrotnej cykl mocznikowy (spadek ekspresji Al) jak
réwniez dostarczaniu proliny do wzmozonej syntezy kolagenu podczas rozwoju procesu
marskiego. Z kolei wysoka aktywnos$¢ arginazy AIl w raku watrobowo-komorkowym mogta
by¢ zwigzana ze zwigkszonym zapotrzebowaniem tkanki nowotworowej na duze ilosci
ornityny wykorzystywanej do syntezy poliamin, proliny oraz glutaminianu - zwigzkoéw
bioragcych udziat w intensywnej proliferacji i ekspansji komorek nowotworowych.

Efektem wyzej opisanych badan byty nastepujace publikacje:

e Chrzanowska A, Mielczarek-Puta M, Skwarek A, Krawczyk M, Baranczyk-Kuzma A.
Serum arginase activity in patients with liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
Wiad. Lek. 2007; 60: 215-218.

e Chrzanowska A, Krawczyk M, Baranczyk-Kuzma A. Changes in arginase isoenzymes
pattern in human hepatocellular carcinoma. Biochem Biophys Res Commun.
2008;377(2):337-340. IF=2,648

Podsumowujac, badania naszego zespotu nad arginaza daly solidne podstawy do
wykorzystania jej jako pomocnego testu w diagnostyce chorob nowotworowych. Oznaczanie
arginazy charakteryzowato si¢ wieksza czuto$cig i swoisto$cig niz markery nowotworowe CEA
i Cal9-9 - powszechnie stosowane w diagnostyce raka jelita grubego, jak i biatko AFP -
rutynowo oznaczane w nowotworach watroby. Pomimo tego, ze podwyzszona aktywno$¢
arginazy nie jest roznicujgca dla rodzaju nowotworu, gdyz odnotowali§my jg w raku piersi,
jelita grubego, watroby, zotadka i trzustki, to jednak u chorych z przerzutami osiaggneta wartosci
nawet kilkadziesigt razy wyzsze od wartosci kontrolnych. Ponadto badanie profilu
izoenzymatycznego moze dawac¢ dodatkowe informacje na temat lokalizacji guza.
Jednoczesnie test arginazowy wydaje si¢ by¢ przydatny w monitorowaniu pacjentow
nowotworowych po resekcjach chirurgicznych, jak rowniez po przeszczepieniu watroby.

Obecnie badania nad arginaza, przezywaja reaktywacje ze wzgledu na jej potwierdzony
udziat w immunooporno$ci nowotwordw, co daje perspektywy wykorzystania inhibitorow tego
enzymu w terapii przeciwnowotworowej.

Te wszystkie obiecujace dane jak i to, Ze test arginazowy jest tani, prosty i szybki
W wykonaniu jednak wymagajacy uzycia sporej objetosciowo ilosci odczynnikdw, nasuwajg
pomysl opracowania mikrometody oznaczania aktywno$ci arginazy, ktora jako ,.rapid test”
moglaby zafunkcjonowa¢ w diagnostyce nowotworéw lub badaniach przesiewowych
pacjentoéw z grup ryzyka. Dlatego wspdlnie z Molecular Epidemiology Laboratory Queen Mary
University of London nalezacego do jednostek Cancer Prevention Unit zrodzit si¢ pomyst
stworzenia w 2023 miedzynarodowego projektu i opracowania szybkiego, praktycznego testu
do oznaczania aktywnosci arginazy.
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Moj dorobek przed uzyskaniem stopnia doktora obejmuje 9 publikacji oryginalnych i 2
prace pogladowe, oraz 15 komunikatow prezentowanych na krajowych i migdzynarodowych
konferencjach naukowych. Catkowity IF artykulow opublikowanych przed obrong pracy
doktorskiej wynosi 5,247, a ich warto$¢ odpowiada 109 punktom MEiN.

7.2. Dzialalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych, wraz z naszym zespotem badawczym
postanowilismy kontynuowaé¢ badania nad metabolizmem komodrek nowotworowych
Z uwzglednieniem zmian w bialkach enzymatycznych czy tez metabolitach. Jednak dla
usprawnienia, rozszerzenia i powtarzalno$ci badan, rozpoczeliSmy eksperymenty ,,in vitro” na
liniach komodrkowych, wzbogacajac uklad badawczy o jak najwierniejsze odtworzenie
warunkéw panujgcych w tkance nowotworowej. ZastosowaliSmy komore hipoksyjng, gdzie
mozna ustala¢ odpowiednie stezenia tlenu m.in. warunki normoksji tkankowej 10% lub hipoks;ji
1%. Juz pierwsze wyniki badan pokazaly ogromne réznice w badaniach przeprowadzanych
rutynowo w wigkszosci laboratoriow, czyli w normoksji atmosferycznej (21%), a w warunkach
realnie odtwarzajacych te panujace w guzie (1% i 10% tlenu). Ponizej przedstawiam i opisuje
najwazniejsze publikacje z tego okresu:

e Grabon W, Otto-Slusarczyk D, Chrzanowska A, Mielczarek-Puta M, Joniec-Maciejak
I, Stabik K, Baranczyk-Kuzma A. Lactate Formation in Primary and Metastatic Colon
Cancer Cells at Hypoxia and Normoxia. Cell Biochem Funct. 2016; 34 (7):483-490.
IF=2,186

Powszechnie wiadomo, ze zmiany w metabolizmie komorek nowotworowych wigza si¢
z adaptacjg do warunkow roznej dostgpnosci tlenu i sktadnikow odzywczych, niezbednych do
przezycia i intensywnej proliferacji. To szczegoélnie wysokie tempo namnazania si¢ komorek
prowadzi do ich przejsciowego niedotlenienia z powodu wadliwego i niedostatecznego
wytwarzania nowych naczyn krwionosnych (angiogeneza) zaopatrujacych tkanke
nowotworowa. Zapotrzebowanie na tlen i energi¢ moze rdzni¢ si¢ tez pomiedzy pierwotnymi i
przerzutowymi komorkami nowotworowymi, stwierdzono bowiem, ze komorki przerzutowe
charakteryzuja si¢ lepszym przystosowaniem do mikrosrodowiska guza i bardziej
dynamicznym wzrostem [48]. Wspolng cecha komérek nowotworowych jest rowniez efekt
Warburga, czyli wytwarzanie duzych ilosci mleczanu z glukozy nawet przy dostepie
wystarczajgcej ilosci tlenu. Obecnie wiadomo, ze zréodlem mleczanu moze by¢ nie tylko
glikoliza, lecz takze glutaminoliza, ktéra moze zachodzi¢ w mitochondriach klasyczng droga
zalezng od tlenu, jak réwniez indukowanymi hipoksja drogami alternatywnymi
zlokalizowanymi zardwno w mitochondriach, jak i cytoplazmie [49]. W ten sposob komorki
nowotworowe nabieraja czesciowej niezaleznosci energetycznej od zmiennych stezen tlenu
wystepujacych w obszarze guza. Oba procesy zachodza bardzo intensywnie w rozwijajacym
si¢ nowotworze i oprocz mleczanu dostarczajg aminokwasow takich jak L-seryna (glikoliza) i
L-asparaginian (glutaminoliza), niezbednych do syntezy kwasow nukleinowych. Ciekawito
nas, jak dostepnosc¢ tlenu oraz dwoch kluczowych aminokwasow nukleogennych w intensywnie
rosnagcych komorkach, wptyna na tempo proliferacji, syntez¢ mleczanu, zuzycie glukozy i
ekspresje izoenzymow aminotransferazy asparaginianowej (cytozolowego AST1 i
mitochondrialnego AST 2), kluczowego enzymu w szlakach glutaminolizy. Dowiedlismy, ze
komorki szybciej proliferuja w warunkach hipoksji (1% O2) niz normoksji tkankowej (10%
0O2). Suplementacja L-Ser spowodowala wzrost proliferacji zaréwno pierwotnych jak i
przerzutowych komorek jelita grubego SW480 1 SW620 w normoksji atmosferycznej, ale nie
w hipoksji. Co ciekawe, jedynie w komodrkach przerzutowych jelita grubego SW620 we
wszystkich stezeniach tlenu w medium po hodowli nie byta obecna L-Ser, co wskazywato na
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wicksze zuzycie aminokwasu przez ten rodzaj komorek. Produkcja mleczanu w komoérkach
hodowanych z L-Asp byta bardzo wysoka w 10% tlenie w obu liniach komérkowych, z
przewagg iloSciowg W linii pierwotnej. Wywnioskowali$my, ze efekt Warburga jest bardziej
nasilony w pierwotnych komorkach raka jelita grubego w pordwnaniu do przerzutowych.
UstaliliSmy réwniez, ze w obu liniach komorkowych w hipoksji mleczan powstaje gtéwnie z
glukozy, ale w 10% normoksji rowniez z L-Asp w procesie glutaminolizy, a jego synteza jest
wicksza w pierwotnej linii raka okr¢znicy. Potwierdzili§my, ze hipoksja nie jest czynnikiem
ograniczajacym proliferacj¢ komorek. W tym aspekcie, angiogeneza ma na celu przywrdcenie
dostawy nie tylko tlenu, lecz takze substancji odzywczych i jednocze$nie ma za zadanie usuwac
ze S$rodowiska mleczan, ktéry w wysokim stezeniu hamuje proliferacje komorek
nowotworowych. Udowodnilismy rowniez, ze w szybko proliferujgcych komorkach wzrasta
endogenna synteza jak rodwniez zuzycie tych kluczowych aminokwaséw nukleogennych.
Wazng uwagg jest spostrzezenie, ze normoksja atmosferyczna obecna w hodowli komérkowej
nigdy nie wystgpuje W guzie, stad konieczno$¢ jest prowadzenia badan na komoérkach
w warunkach hipoksji lub normoksji tkankowej.

e Skrzycki M, Czeczot H, Chrzanowska A, Otto-Slusarczyk D. "The level of superoxide
dismutase expression in primary and metastatic colorectal cancer cells in hypoxia and
tissue normoxia.” Pol Merkur Lekarski. 2015; 233:281-286.

Te ciekawe spostrzezenia z poprzedniego badania byly inspiracja do sprawdzenia, jak
zmienne stezenie tlenu wplywa na izoenzymy (SOD1 i SOD2) dysmutazy ponadtlenkowej,
kluczowego enzymu antyoksydacyjnego chronigcego komorki przed stresem oksydacyjnym,
ktory to moze indukowaé kancerogenezg¢. Uktad badawczy stanowily dwa rodzaje komorek
nowotworowych jelita grubego: pierwotne (SW 480) i przerzutowe (SW 620) hodowane
w trzech réznych stezeniach tlenu (1%, 10 % tlenu i 21%). Podobnie jak w poprzednim badaniu,
liczba komorek byla wyzsza w warunkach niedotlenienia (1% tlenu) w poréwnaniu do
normoksji tkankowej (10%). Zmienny profil ekspresji SOD1 i SOD2 w obu liniach
komorkowych wskazywatl na zréznicowang odpowiedZz w zaleznosci od dostgpnosci tlenu.
Najnizsza ekspresje obu izoenzymow SOD obserwowalismy w warunkach hipoksji. Mimo
niskiej ilosci tlenu mitochondrialny tancuch oddechowy jest nadal aktywny w komorkach
nowotworowych i generuje wolne rodniki (RFT), jednak w mniejszym stopniu w poréwnaniu
z normoksja atmosferyczng. Bioragc pod uwage, ze we wszystkich badanych stezeniach tlenu
poziom ekspresji SODI1 jest wyzszy w komorkach linii SW620 niz w SW480, moze to
sugerowaé adaptacje komorek przerzutowych do ataku uktadu immunologicznego, na ktory sa
narazone podczas migracji i inwazji tkanek. W komorkach linii SW480 w warunkach normoksji
atmosferycznej, poziom ekspresji obu izoenzymoéw SOD byl nizszy w pordwnaniu z linig
SW620, a co za tym idzie zapewniat im stabszg obrong antyoksydacyjna, czego potwierdzeniem
byta zmniejszona liczba zywych komorek. Wywnioskowalismy, Zze ogromnie wazne jest
utrzymanie na odpowiednim poziomie aktywnosci i regulacji ekspresji enzymow
antyoksydacyjnych, szczego6lnie izoenzymdw dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1 i SOD2), a
odmienny profil zmian ich ekspresji wskazuje na r6zne mechanizmy przystosowania komoérek
pierwotnych i przerzutowych do stresu oksydacyjnego.

e Mielczarek-Puta M, Chrzanowska A, OttO-Slusarczyk D, Grabon W, Baranczyk-
Kuzma A. "Effect of antioxidants on human primary and metastatic colon cancer cells

at hypoxia and normoxia. Wiad. Lek. 2017;70(5):946-952.

Kompensacja stresu oksydacyjnego przez komorki nowotworowe nasungta pytanie
0 dziatanie antyoksydantow i sprawdzenie, czy bedg one hamowa¢ proliferacj¢ i indukowaé
apoptoze. Wykorzystalismy do tego celu naturalnie wystepujace antyoksydanty, w tym dwa
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flawonoidy: kwercetyne i epigalusan epigallokatechiny (EGCG), ale rowniez nasycony kwas
tluszczowy a-liponowy (ALA) oraz kwas hydroksycytrynowy (HCA). Warto podkresli¢, ze
zwiazki te odgrywaja istotng role w szlaku glikolizy 1 glutaminolizy. Wiadomym jest, ze
naturalne antyoksydanty spozywane w zbilansowanej diecie oraz ich suplementacja powoduje
osigganie we krwi st¢zen o potwierdzonym dziataniu profilaktycznym. Dlatego celem obecnej
pracy byla ocena dzialania wybranych antyoksydantéw na proliferacje i przezywalnosé
ludzkich komorek raka pierwotnego i przerzutowego jelita grubego w ilosciach osiggalnych w
surowicy krwi czlowieka oraz poziomu tlenu wystepujacego in vivo. Okazalo sig¢, ze
fizjologiczne stezenia badanych antyoksydantow nie wykazuja cytotoksycznego dziatania na
komoérki pierwotnego i przerzutowego raka jelita grubego, a najsilniejsze dziatanie
cytostatyczne wykazano w obecno$ci mieszaniny badanych zwiazkow, co potwierdzito
mozliwo$¢ ich synergistycznego dzialania. W 1% hipoksji pod wplywem nizszych stezen
EGCG i HCA uzyskano dziatanie cytostatyczne, natomiast w normoksji tkankowej jedynie pod
wpltywem EGCG. W normoksji atmosferycznej nie wykazali$my roznic istotnych statystycznie
jedynie pod wplywem nizszego stgzenia HCA. Odmienne rezultaty jakie otrzymalismy z
hodowli prowadzonych w 10% i 21% st¢zeniu tlenu wskazuja, ze tlen jest istotnym czynnikiem,
ktéry musi by¢ brany pod uwage w badaniach wplywu antyoksydantow na komorki
nowotworowe.

e Mielczarek-Puta M, Otto-Slusarczyk D, Chrzanowska A, Filipek A, Grabon W.
Telmisartan Influences the Antiproliferative Activity of Linoleic Acid in Human Colon
Cancer Cells. Nutr Cancer. 2020;72(1):98-109. 1IF=2,9

Dazenie naszego zespotu do jak najwierniejszego odtworzenia warunkow panujacych
in vivo w hodowlach komorkowych, zwrocito naszg uwage na niefizjologiczne, Sztuczne
parametry jakie sa utrzymywane w wyniku rutynowo stosowanych mediow hodowlanych
pozbawionych egzogennych kwasow tluszczowych (PUFA) (poza niskimi stgzeniami
pochodzacymi z FBS). Prowadzi to do syntezy lipidow niezawierajacych PUFA, co moze
skutkowa¢ mniejszg wrazliwo$cig na peroksydacje bton komorkowych i1 w rezultacie
niedoszacowaniem dzialania cytotoksycznego zwiazkoéw generujagcych RFT w komorkach
nowotworowych. Z tego wzgledu badane komorki byty hodowane z kwasem linolowym (LA)
oraz palmitynowym i oleinowym — gtéwnymi wolnymi kwasami tluszczowymi osocza, w
stezeniach odpowiadajacych wystepujacym w $rodowisku nowotworu. Oprocz kwasu
linolowego, ktory jest znanym agonista receptora PPARgamma o potencjale
przeciwnowotworowym, podobne dziatanie, jako czg¢$ciowy agonista tego receptora, wykazuje
lek hipotensyjny telmisartan. Cytotoksyczny efekt LA zostat juz odnotowany w réznych
badaniach dla wysokich, nieosiggalnych fizjologicznie stgzen przy krotkim czasie hodowli.
Jednak zasadg poprawnej suplementacji jest wlasnie dtugi okres jego stosowania, a zatem i
dziatania, natomiast czas standardowo prowadzonej hodowli komdrkowej wynosi najczesciej
od 24 do 72 godzin. W naszych badaniach postanowili$my ten czas wydtuzy¢ do 8 tygodni,
zeby obserwowac dtugotrwale dziatanie obu zwigzkow. Okazalo sie, ze fizjologiczne stezenie
LA (20 uM) nie miato wplywu ani na wzrost, ani zywotno$¢ zarowno komorek raka okreznicy,
jak 1 prawidlowych keratynocytow, natomiast LA w stezeniach osiggalnych w surowicy krwi
przy intensywnej suplementacji (60 pM) wptywat cytotoksycznie wytacznie na komorki
nowotworowe. Z Kkolei telmisartan w stezeniu farmakologicznym (0,2 uM) nie zmniejszat
zywotnosci komorek SW480 jak i SW620. Zaskakujacy byt fakt, ze krotkoterminowe
podawanie skojarzone telmisartanu i LA chronilo komorki nowotworowe przed
cytotoksycznym dziataniem LA w stezeniu 60 uM. Natomiast dtugotrwate podawanie 60 uM
LA zmniejszato zywotnos$¢ komorek nowotworowych juz po tygodniu, podczas gdy telmisartan
opozniat wystgpienie tego efektu do ponad dwodch tygodni. Tak wiec nie zaobserwowalisSmy
spodziewanego, synergistycznego dziatania LA i telmisartanu jako agonistoéw receptora
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PPARgamma. R6zne dane literaturowe donosza jednak o dwuznacznym dzialaniu receptora,
ktory w zaleznosci od czynnikéw fizjologicznych i osobniczych moze funkcjonowac jako
supresor lub onkogen. Te sprzeczne dane wskazuja na potrzeb¢ dodatkowych badan majace na
celu okreslenie roli PPARgamma w nowotworach. Podsumowujac, nasze badania pokazuja, ze
nie ma korzysci klinicznych z jednoczesnego podawania telmisartanu i LA, ale jednocze$nie
potwierdzaja dziatanie cytotoksyczne kwasu linolowego pod warunkiem prowadzenia
dhugotrwatej 1 intensywnej suplementac;ji.

Sama praca byta réwniez impulsem do zainteresowania si¢ kwasami thuszczowymi, a
niektore z nich jak wiadomo sg chetnie pobierane przez komoérki nowotworowe. Kwasy te w
istotny sposob wptywaja na fizykochemiczne wtasciwosci bton komoérkowych. Na bazie tych
ustalen powstat pomyst modyfikacji chemoterapeutykow przez koniugowanie wiasnie z
kwasami thuszczowymi, ktory stat si¢ tematem przewodnim mojego cyklu habilitacyjnego.

Obecnie poszukiwanie mozliwosci monitorowania hodowli komérkowych pod katem
ich zywotnosci, cytotoksycznosci, adhezji, morfologii, a takze zmieniajacych si¢ warunkow
metabolicznych zapoczatkowaly wspolprace z zespotem dr hab. Mateusza Smietany z
Politechniki Warszawskiej oraz lek. Krzysztofem Bartnikiem z II Zaktadu Radiologii WUM.
Projekt ten skupia si¢ nad wykorzystaniem sensoréw $swiattowodowych nowej generacji do
bezznacznikowego monitorowania komoérek w czasie rzeczywistym, co moze dostarczaé
informacji na temat zmian w metabolizmie niemozliwych do uchwycenia podczas rutynowo
prowadzonej hodowli. Ten rodzaj czujnikow ma istotng przewage nad obecnie
wykorzystywanymi rozwigzaniami, ze wzgledu na oceng w czasie rzeczywistym, miniaturowe
rozmiary sensora, bezznacznikowy pomiar, niewrazliwo$¢ na czynniki zakldcajace (np.
promieniowanie jonizujace) czy tez pasywny charakter pomiaru.

W roku 2012 nasza Katedra i Zaktad Biochemii potaczyty si¢ z Zaktadem Chemii
Medycznej WUM tym samym zyskujac ogromny materiat do badan, gdyz pr¢znie rozwijajaca
si¢ chemia medyczna dostarcza ciekawych zwigzkow, ktore w zaleznosci od budowy czy tez
modyfikacji zyskujg aktywnos¢ biologiczna, wykorzystywana w terapiach réoznych choréb. Ze
wzgledu na zakres moich wczesniejszych badan zostatam zaproszona do wspotpracy z réznymi
osrodkami naukowymi, gdzie mogltam zaplanowaé i zrealizowac przesiewowe badania
cytotoksycznosci NOWO zsyntetyzowanych zwigzkow, a dla najbardziej bioaktywnych
przedstawicieli badanej grupy  dokona¢  analizy =~ mechanizméw  dzialania
przeciwnowotworowego. Pierwsza grupg zwigzkow byly pochodne tiomocznika, ktory jest
strukturag o duzym potencjale i wielokierunkowej aktywnosci, a jego pochodne sg réwniez
postrzegane jako jedne z najbardziej obiecujgcych klas lekow przeciwnowotworowych.
Badania nad ich pochodnymi zostaly opublikowane w sze$ciu kolejnych pracach, a
najistotniejsze cele i wnioski zostaty przedstawione ponizej.

e Bielenica A, Sanna G, Madeddu S, Giliberti G, Stefanska J, Koziot A, Savchenko O,
Strzyga-Lach P, Chrzanowska A, Kubiak-Tomaszewska G, Struga M. Disubstituted 4-
chloro-3-nitrophenylthiourea Derivatives: Antimicrobial and Cytotoxic Studies.
Molecules. 2018; 23(10):1-18. IF=3,06

Tiomocznikowe pochodne 1,2,4-triazolu zostaty opisane jako substancje cytotoksyczne
i indukujace apoptoze. Wprowadzenie dodatkowego podstawnika o wysokiej elektroujemnosci,
takiego jak atom halogenu, miato zwigkszy¢ bioaktywnos¢ dipodstawionej pochodnej. Dlatego
zostaly zaprojektowane i zsyntetyzowane pochodne 4-chloro-3-nitrofenylotiomocznika i dla tej
grupy ustalili$my profil cytotoksycznosci zaréwno w stosunku do komorek bakteryjnych, jak
I nowotworowych. Wigkszo$¢ z tych zwigzkow wykazywata silng lub umiarkowang aktywno$¢
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przeciwdrobnoustrojowa, a reprezentatywne arylo-tiomoczniki byly nawet bardziej aktywne
wobec wybranych Klinicznych szczepow gronkowcow niz referencyjna cyprofloksacyna.
W celu uzupehienia profilu biologicznego nowo zsyntetyzowanej serii tiomocznikow
oceniono ich aktywno$¢ przeciwwirusowg w komorkach MT-4, a takze cytotoksyczng w
ludzkich liniach komorek biataczkowych 1 guzéw litych: czerniaka 1 prostaty.
Wyselekcjonowane zwigzki okazaly si¢ cytotoksyczne w niskim zakresie stezen rzedu ponizej
<10 uM (CC50). Przeprowadzone badania na linii komoérkowej ludzkich keratynocytow
(HaCaT), wykazaly, ze sa one umiarkowanie selektywne, dlatego wymagaja szerszych i
bardziej zaawansowanych badan w Kierunku bezpieczenstwa ich stosowania.

e Szulczyk D, Bielenica A, Glogowska A, Augustynowicz-Kope¢ E, Dobrowolski M,
Roszkowski P, Stepien K, Chrzanowska A, Struga M. Development of (4-
methoxyphenyl) -1H-tetrazol-5-amine regioisomers as a new class of selective
antitubercular agents. Eur J Med Chem. 2020;186:1-14. IF=6,514

Kolejne modyfikacje tiomocznika to szereg fluorowcowanych regioizomeréw (4-
metoksyfenylo) -1H-tetrazolo-5-aminy (1a-9a, 1b-9b) ktére zsyntetyzowano z ich
odpowiednich analogdéw, a ktore okazaly si¢ selektywnie aktywne wobec pratkéw gruzlicy.
Najwigkszy potencjat terapeutyczny nalezal do izomerycznych N-(bromofenylo) tetrazoli,
ktore dziataty 8-16 razy silniej na wielolekooporne szczepy Mycobacterium tuberculosis Spec.
210, niz leki pierwszego wyboru w schemacie leczenia gruzlicy. Badania mogty by¢ wykonane
dzigki wspolpracy z zespotem Prof. dr hab. Ewy Augustynowicz-Kope¢ z Zaktadu
Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Chordb Pluc w Warszawie. Stwierdzono synergistyczne
oddziatywanie migdzy wyselekcjonowanym zwigzkiem 9a a streptomycyng, a takze
addytywno$¢ obu 8a i 9a w parach z izoniazydem, ryfampicyng i etambutolem. Zaden z
badanych zwigzkow nie wykazywat wilasciwosci antybakteryjnych ani cytotoksycznych w
stosunku do normalnych i nowotworowych linii komérkowych, co wskazywato na ich wysoce
selektywne dziatanie przeciwpratkowe.

e Strzyga-Lach P, Chrzanowska A, Podsadni K, Bielenica A. Investigation of the
Mechanisms of Cytotoxic Activity of 1,3-Disubstituted Thiourea Derivatives.
Pharmaceuticals. 2021;14(11):1-17. 1F=5,863

Jedng z najbardziej pozadanych strategii w dziedzinie projektowania lekow jest
potaczenie dwoch bioaktywnych czesci. Szkielet (tio)mocznika jest sktadnikiem kilku lekow o
profilach przeciwnowotworowych, takich jak sorafenib natomiast (hetero)arylowe kofcowe
fragmenty ugrupowania tiomocznika, wzbogacone podstawnikami elektroujemnymi, moga
zapewnia¢ roznorodng odpowiedz biologiczng m.in. przeciwutleniajaca, cytotoksyczng czy tez
przeciwzapalng. Wydawato si¢, ze zmodyfikowanie szkieletu (trifluorometylo)
fenylotiomocznika grupami terminalnymi wyciagajacymi elektrony zwigkszy ich whasciwosci
cytotoksyczne. Celem wybrania najbardziej atrakcyjnych przeciwnowotworowo zwiazkow i
wyjasnienia mechanizmu tej aktywnosci, zaplanowali$my zbadanie ich na komorkach biataczki
K-562 oraz raka jelita grubego (SW480, SW620) i prostaty (PC3). Analiza wynikow wykazata,
ze wybrane dihalogenofenylo- i para-podstawione tiomoczniki byly wysoce cytotoksyczne i
selektywne w stosunku do patologicznych linii komérkowych (IC50 < 10 uM) w poréwnaniu
do referencyjnej cisplatyny. Identyfikacja mechanizmow dziatania cytotoksycznego in vitro
najbardziej bioaktywnych zwigzkoéw wykazata najsilniejszy efekt aktywujacy pdzng apoptoze
w liniach komérkowych SW480, SW620 1 co jest rzadka, a tym samym pozadang cechg
antynowotworowych zwigzkéw, w komodrkach biataczki K-562. Najmniej wrazliwa na badane
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zwiazki okazata si¢ linia komodrkowa raka prostaty PC-3. Testowane pochodne wykazaty
réwniez aktywnos¢ blokujaca wydzielanie prozapalnej 1 uczestniczacej w progresji nowotworu
interleukiny IL-6 w pierwotnych i wtérnych komoérkach raka okreznicy. Wysoka bioaktywnosé¢
zaobserwowana po modyfikacji strukturalnej koncowych ugrupowan tiomocznika wylonita
dihalogenofenylowa pochodng, jej izomer 1 para-podstawiony analog jako zwiazki z duzym
potencjatem przeciwnowotworowym, ktore zostaly zakwalifikowane do bardziej
zaawansowanych badan biologicznych.

e Drzewiecka-Antonik A, Rejmak P, Klepka M, Wolska A, Chrzanowska A, Struga M.
Structure and anticancer activity of Cu (1) complexes with (bromophenyl)thiourea
moiety attached to the polycyclic imide. J Inorg Biochem. 2020;212:1-14. 1F=4,155

Ciekawym potgczeniem, ktore moze stanowi¢ alternatywe dla wysoce skutecznych, ale
i tez bardzo toksycznych lekow na bazie platyny jest miedz, ktora jako fizjologicznie istotny,
endogenny metal jest kluczowym sktadnikiem wielu enzymow i biatek. Wykazano, ze miedz
odgrywa rowniez wyjatkowa role w angiogenezie, ktora jest procesem krytycznym dla wzrostu
i przerzutowania guza. Wspoéltpraca z dr Aleksandrg Drzewiecka-Antonik z Instytutu Fizyki
PAN w Warszawie, przyniosta kolejna grupe bioaktywnych zwiazkow. Opisane juz wczesniej
pochodne tiomocznika posiadaja réwniez inne wilasciwosci, otéz moga dziata¢ jako silne
chelatory metali, co zostalo wykorzystane przy projektowaniu kompleksow. WykorzystaliSmy
w naszych badaniach znany fakt, Ze aktywno$¢ biologiczna kompleksow miedzi z
tiomocznikiem moze by¢ wyzsza niz macierzystych ligandow i skupiliSmy si¢ na ocenie
dziatania przeciwnowotworowego kompleksow Cu (II) i (bromofenylo)tiomocznika
przytaczonego do roznych cyklicznych imidow. Nowe kompleksy wraz z dwoma dobrze
znanymi chemoterapeutykami: cisplatyng 1 doksorubicyng zostaly ocenione pod katem
dziatania cytotoksycznego na pierwotnych i wtornych nowotworach okreznicy SW480 |
SW620 oraz gruczotu krokowego (PC3) jak i rowniez na prawidtowej linii komorkowej —
HaCaT. Zaobserwowalismy, ze kompleksy Cu (II) nie tylko zmniejszaja tempo proliferacji
komorek nowotworowych, ale takze obnizajg ich zywotno$¢, co potwierdza ich cytotoksyczne
dziatanie. Dwa wyselekcjonowane, najskuteczniejsze kompleksy indukowaty p6zng apoptoze
gtownie w komorkach SW480, ale rowniez w komorkach PC3. Uzyskane przez nas dane
wskazaty rowniez, ze jeden z mozliwych mechanizmow tlumigcych rozwoj nowotworu moze
wynika¢ z redukcji uwalniania IL-6, ktora byta najbardziej wyeksponowana w przypadku linii
komorkowej raka prostaty. Wszystkie te wyniki sugeruja, ze Cu (Il) tworzy kompleksy z
bromofenylem przytaczonym do ugrupowania tiomocznika, utrzymujac optymalng geometrie,
zarowno w stanie staltym jak i w roztworze DMSO/H>O wykorzystanym do badan
komorkowych co daje solidne podstawy w kierunku opracowania nowych skutecznych lekéw
w leczeniu raka okrg¢znicy i prostaty.

e Chrzanowska A, Drzewiecka-Antonik A, Dobrzynska K, Stefanska J, Pietrzyk P,
Struga M, Bielenica A. The Cytotoxic Effect of Copper (II) Complexes with
Halogenated 1,3-Disubstituted Arylthioureas on Cancer and Bacterial Cells. Int J Mol
Sci. 2021;22(21): 1-25. IF=5,924

Obiecujace wyniki jakie otrzymali$my badajgc kompleksy Cu (II) byly inspiracjg do
zaprojektowania i zsyntetyzowania serii chelatow miedzi (Il) z 3-(4-chloro-3-nitrofenylo)
tiomocznikiem. W celu poréwnania uzyskanych wynikow uktad badawczy z trzema liniami
patologicznymi (SW480, SW620, PC3) i1 jedng kontrolng (HaCaT) pozostal taki sam.
RozszerzyliSmy jednak zakres badan ze wzgledu na ciekawe doniesienia dotyczace
regulujacego wptywu komplekséw organicznych z metalami na poziom ROS, ktory to moze
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indukowac¢ autofagie i/lub apoptoze. Chceielismy rowniez sprawdzi¢ czy uzyskane wlasciwosci
cytotoksyczne beda tez zachowane w stosunku do komorek bakteryjnych. Oba testy
cytotoksycznosci MTT oraz LDH daty sp6jne wyniki. Wybrane kompleksy byty cytotoksyczne
dla badanych komorek nowotworowych w niskim zakresie mikromolarnym i uwalniaty
dehydrogenaz¢ mleczanowg we wszystkich badanych liniach komérek nowotworowych, ale
pozostawaly nietoksyczne dla komorek prawidtowych. Rowniez testy genotoksycznosci
potwierdzity  bezpieczenstwo  stosowania  komplekséw. Nowo  zsyntetyzowane,
wyselekcjonowane chelaty wprowadzaty komorki nowotworowe, a zwlaszcza komorki SW480
i PC3 w stan wczesnej apoptozy. Dodatkowsg ich zaletag bylo zahamowanie sekrecji znanej
cytokiny prozapalnej IL-6, ktorej stezenie po zastosowaniu wyselekcjonowanych kompleksow
spadalo nawet dwukrotnie, co dawalo wynik lepszy od referencyjnej doksorubicyny.
PoprowadziliSmy rowniez pionierskie badania wplywu najbardziej obiecujacych kompleksow
Cu (II) na intensywno$¢ detoksykacji ROS przez biatka enzymatyczne komorek
nowotworowych takich jak: transferaza i reduktaza glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa
czy tez peroksyredoksyny. Nasze wstepne badania wykazaty ogdlng tendencje badanych
zwigzkow do zaburzania systemoéw antyoksydacyjnych i detoksykujacych w komdrkach
nowotworowych. Sugeruje to, ze moze to by¢ jeden z mechanizméw cytotoksycznosci.
Wykazali§my rowniez dzialanie cytotoksyczne wszystkich koniugatow miedzi (II) na
standardowe i szpitalne szczepy bakteryjne. Aktywnos¢ antybakteryjna wigkszosci z nich byta
umiarkowana, ale znalazty si¢ ws$rdod nich roéwniez zwigzki o  potencjale
przeciwgronkowcowym, 64 razy silniejszym w poréwnaniu z antybiotykiem referencyjnym,
cyprofloksacyna.

W ramach naszych badan nad opracowaniem biologicznie aktywnych 1,3-dipodstawionych
tiomocznikow zaobserwowaliSmy ich wlasciwosci cytotoksyczne, prooksydacyjne i
przeciwdrobnoustrojowe. Waznym aspektem naszych badan jest to, ze wykazany tlumiacy
wplyw na obron¢ antyoksydacyjng komoérek nowotworowych moze wspomagac dziatanie
innych czynnikow prooksydacyjnych, w tym w procesie lekoopornosci, jak réwniez
wspomagac leczenie radioterapia.

Ostatnig, najnowszg pracg dotyczacg kompleksow Cu (1) jest publikacja:

e Drzewiecka-Antonik A, Struga M, Glogowska A, Augustynowicz-Kope¢ E,
Dobrzynska K, Chrzanowska A, Wolska A, Rejmak P, Klepka M, Wrzosek M,
Bielenica A. Synthesis, Structural Characterization and Biological Activity Evaluation
of Novel Cu (Il) Complexes with 3 (trifluoromethyl)phenylthiourea Derivatives. Int J
Mol Sci. 2022;23(24):1-19. 1F=6,208

Zsyntetyzowano kompleksy miedzi z 1,3-dipodstawionymi pochodnymi tiomocznika,
z ktorych wszystkie zawieraly podstawniki 3-(trifluorometylo)fenylowy z podstawnikiem
alkilo- lub halogenofenylowym. Kolejnym etapem bylo zbadanie potencjatu
przeciwbakteryjnego nowo zsyntetyzowanych kompleksow na panelu standardowych i
klinicznych szczepow bakteryjnych, a takze pratkow. Dimeryczne halogenopochodne
wykazywaty wyzszg aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg w poréwnaniu z kompleksami
alkilofenylotiomocznika, a wérdd nich jeden byl aktywny wobec 19 szczepow gronkowcow
opornych na metycyling (MIC =2 pg/ml). Dodatkowo kompleksy halogenofenylotiomocznika
silnie hamowaty wzrost pratkow izolowanych od pacjentow z gruZzlica, nawet czterokrotnie
silniej niz referencyjny izoniazyd. Celem wyjasnienia mechanizmu aktywnosci
przeciwbakteryjnej, zaplanowano zbadanie wplywu jednego z najsilniejszych kompleks6w na
dwa kluczowe enzymow bakteryjne: topoizomeraze 1V i gyraze¢ DNA. Pochodna ta dzialata
jako podwdjny inhibitor obu enzymoéw wyizolowanych ze Staphylococcus aureus. Ponadto
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okreslilismy  dziatanie cytotoksyczne pochodnych tiomocznika wobec komorek
nowotworowych i prawidtowych keratynocytow. Okazato si¢, ze zwiazki sg selektywne wobec
komorek Dbakteryjnych, gdyz badania cytotoksycznosci prowadzone na komorkach
nowotworowych wykazywaty stabg lub umiarkowang aktywno$¢ cytotoksyczng (w kierunku
SW480, SW620 i PC3), jednoczesnie pozostajgc bezpieczne w stosunku do zdrowych komorek
HaCaT.

Zupekie odmienng grupe bioaktywnych zwigzkoéw przyniosta wspdlpraca z zespotem
dr hab. Anny Wig¢ckowskiej z Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ Collegium Medicum w
Krakowie. Projekt badan dotyczyt bezpieczenstwa stosowania nowo opracowanej serii
zwigzkow pochodnych 5-arylidenohydantoiny z fragmentem arylopiperazyny.

e Czopek A, Bucki A, Kotaczkowski M, Zagdrska A, Drop M, Pawlowski M, Siwek A,
Gluch-Lutwin M, Pe¢kala E, Chrzanowska A, Struga M, Partyka A, Wesotowska A.
Novel multitarget 5-arylidenehydantoins with arylpiperazinealkyl fragment:
Pharmacological evaluation and investigation of cytotoxicity and metabolic stability.
Bioorg Med Chem. 2019;27(18):4163-4173. IF=3,073

Badania receptorowe wyselekcjonowanych zwigzkow wykazaty bardzo wysokie
powinowactwo do receptorow 5-HT1A i 5-HT7 w badaniach in vitro i in silico, a badania
cytotoksycznosci w tescie MTT potwierdzily niskg aktywnos$¢ w stosunku do prawidlowych
keratynocytow.

Moj dorobek naukowy zawiera réwniez prace pogladowe, ktore okazaty si¢ nowatorskie
I byly/sa ch¢tnie wykorzystywane i cytowane przez inne o$rodki naukowe.

Pierwsza z nich dotyczyla no$nego i przysztosciowego tematu w $wiecie naukowym,
mianowicie egzosomow i procesu angiogenezy.

e Olejarz W, Kubiak-Tomaszewska G, Chrzanowska A, Lorenc T. Exosomes in
Angiogenesis and Anti-angiogenic Therapy in Cancers. Int J Mol Sci. 2020; 21(16):1-
25. IF=5,924

Ilos¢ cytowan wg bazy WoS/Scopus na dzien 2.03.23 r — 63/65

Wiadomym jest, ze nadmierna i nieprawidlowa angiogeneza odgrywa kluczowsa role
w progresji  nowotworu, a komorki nowotworowe wykorzystuja rdzne strategie
komunikowania si¢ z sgsiednimi tkankami m.in. przez sekrecje egzosomoéw, ktore moga
zawiera¢ ,}adunki” takie jak mikroRNA, fragmenty DNA, biatka czy tez lipidy. Zwiazki te
moga przyspiesza¢ proces angiogenezy czy tez ostabia¢ odpowiedz immunologiczng, tym
samym odgrywajac strategicznga role w inwazyjnosci raka. Istnieja dowody na to, ze
niekodujagce RNA, zwlaszcza dilugie niekodujace RNA (IncRNA) 1 mikroRNA, moga
regulowa¢ angiogenezg. Wychwyt egzosoméw pochodzenia nowotworowego (TEX) przez
normalne komorki srodblonka, aktywuje angiogenne szlaki sygnatowe i stymuluje tworzenie
nowych naczyn. Od czasu wprowadzenia pierwszego inhibitora angiogenezy, bewacyzumabu
w leczeniu przerzutowym raka jelita grubego, ingerencja w proces angiogenezy stata si¢
atrakcyjnym celem w terapii antynowotworowej. W naszej pracy przegladowej omawiamy na
jakie putapki jesteSmy narazeni wdrazajgc strategie antyangiogenne. Wynikaja one Z
potencjalnego zaangazowania zbyt wielu czynnikéw proangiogennych, ale tez modulujacych
efektow komorek uktadu odpornosciowego. Lepsze zrozumienie wzajemnego oddziatywania
migdzy komoérkami nowotworowymi, komoérkami $rédblonka i komorkami odpornosciowymi
podczas terapii celowanej w punkty kontrolne uktadu odpornosciowego, moze prowadzi¢ do
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nowych schematéw leczenia skojarzonego. Duze znaczenie bedzie miata tutaj specyfikacja
skladu egzosomow, ktora moze rowniez postuzy¢ jako skuteczna strategia zwigkszania
dhugoterminowej skutecznosci terapii antyangiogennych. W celu przewidywania mozliwych
punktéw uchwytu dla miRNA, mRNA 1 biatek przy uzyciu zasobow baz danych (analiza in
silico) i wyjasnienia mechanizméw molekularnych, dzigki ktérym egzosomalne ,tadunki”
hamuja angiogeneze¢ w komorkach $rddbtonka czy tez prowadza do lekoopornosci, bedzie
mozna korygowac leki wykorzystywane w terapii antynowotworowej. Waznym aspektem tych
badan jest tez znaczenie kliniczne egzosomow u pacjentdw z nowotworem, gdyz pomimo do$¢
intensywnych badan potrzebna jest ciggle walidacja na wigkszej grupie badanej. Reasumujac,
polaczone strategie oparte na immunoterapii i inhibitorach angiogenezy mogg by¢
wykorzystywane w leczeniu nowotworow, ale ich skuteczno$¢ wymaga dalszych badan.

Czas pandemii podsungt kolejny temat, jakim byto poszukiwanie mozliwosci walki
z koronawirusem zespotu ostrej niewydolnosci oddechowej (SARS — COV-2). Publikacja ta
ukazata si¢ na tamach czasopisma Phytotherapy Research i od razu zdobyta ogromna
popularnos¢, a takze jest bardzo chetnie cytowana (36 cytacji na dzien 2.03.23). Na bazie tej
publikacji planowaliSmy réwniez opracowanie sktadu wyrobu medycznego zawierajacego
takze inne sktadniki, ktore miaty na celu zaburzenie réznych etapow infekcji wirusowej od
wnikania poprzez replikacj¢ i namnazanie. Oryginalnym pomystem byta droga podania
preparatu, gdyz miato to by¢ dziatanie miejscowe w blonie §luzowej jamy nosowej i ustnej.

e Chrzanowski J, Chrzanowska A, Grabon W. Glycyrrhizin: An old weapon against a
novel coronavirus. Phytother Res. 2021;35(2):629-636. IF=5,882

Ze wzgledu na duze podobienstwo w budowie i genomie SARS-CoV i SARS-CoV-2,
sposrdéd réznych zwigzkéw pochodzenia naturalnego, ktorych skuteczno$é zostala juz
potwierdzona w czasie epidemii w 2003 roku w Chinach wywotanej SARS-CoV, wybralismy
glicyryzyne (GZ), ktora jest saponing obecng w korzeniu lukrecji. GZ wykazuje dziatanie
przeciwzapalne poprzez zmniejszenie produkcji prostaglandyny E2, TNF-alfa i
wewnatrzkomoérkowych reaktywnych form tlenu (ROS) oraz zmniejszenie ekspresji
cyklooksygenazy-2. Ze wzgledu na podobienstwo budowy chemicznej do hormonow
steroidowych hamuje réwniez fosfolipazg¢ A2, Znana jest tez jej aktywnos$¢ przeciwwirusowa
wobec rodziny Flawirusoéw, a takze HIV, HBV, HCV, HPV i wirusa grypy. Jej dziatanie
antywirusowe jest wielopoziomowe, bo jak wiadomo, moze ona indukowa¢ produkcj¢ tlenku
azotu w makrofagach, wptywac na czynniki transkrypcyjne (czynnik jadrowy NF-kB, biatko
aktywatorowe-1) i szlaki sygnatowe (kinaza kazeiny II, kinaza biatkowa C). Ponadto GZ
posiada wiasciwosci amfifilne i moze bezposrednio wptywa¢ na dwuwarstwowa blong
WIrusowsa i co najwazniejsze, wiaze si¢ z receptorem ACE2, gtéwna droga wnikania wirusa
SARS-CoV-2 do komorki. Wysoka ekspresje ACE2 potwierdzono w drogach oddechowych, a
niezalezne badania wykazaly, ze w jamie nosowej wystepuje wicksze miano wirusa SARS-
CoV-2 niz w jamie ustnej. Odkrycia te sugeruja, ze zastosowanie wirusobojczych wlasciwosci
GZ miejscowo w jamie nosowej moze by¢ korzystne i mogloby zmniejszy¢ potencjat zakazny
zarOwno u pacjentdOw objawowych, jak i bezobjawowych. Badania kliniczne prowadzone na
pacjentach leczonych GZ podczas epidemii w 2003 roku wykazaty, ze objawy suchego kaszlu,
dyskomfortu w klatce piersiowej 1 dusznos$ci ustgpity stosunkowo szybko, a ponadto $redni czas
do pojawienia sie przeciwcial swoistych dla SARS-CoV oraz hospitalizacji ulegly skroceniu.
Podsumowujac dystrybucja receptora ACE2 w organizmie cziowieka oraz udokumentowane
wigzanie GZ z tym receptorem, a takze jej roznorodna aktywnos$¢ przeciwwirusowa sugeruja,
ze GZ jest dobrym kandydatem do stosowania w prewencji i terapii COVID-19.
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Najnowsza praca pogladowa jest kontynuacjag moich dotychczasowych, wiodacych
badan dotyczacych fluorochinolonow.

e Jalbrzykowska K, Chrzanowska A, Roszkowski P, Struga M. The New Face of a Well-
known Antibiotic. A Review of Anticancer Activity of Enoxacin and its Derivatives.
Cancers (Basel). 2022;14(13):1-23. 1F=6,639

Poza CXP i MXF ciekawe wtasciwosci bioaktywne ma réwniez inny fluorochinolon 11
generacji — enoksacyna (ENX), ktora moze regulowa¢ biogeneze miRNA. Ze wzgledu na to,
Ze moja przyszta praca badawcza ma by¢ zwigzana z egzosomami i indukowaniem komorek do
produkcji 1 sekrecji odpowiednich rodzajow miRNA o wtasciwosciach antynowotworowych,
stad pomyst opisania szczegélnych wlasciwosci cytotoksycznych enoksacyny, ktore
wyrdzniajg ja sposrod innych flurochinolonow. ENX ma potencjat do regulacji biogenezy
miRNA poprzez interferowanie z biatkiem PIWIL3 lub helikazg DHX9, cz¢écig kompleksu
wyciszajgcego indukowanego przez RNA (RISC), a takze z biatkami kompleksu tadujacego
DICER i TRBP. Dodatkowo wplywa ona rowniez na apoptoze, cykl komorkowy i proliferacje
i posiada wlasciwosci prooksydacyjne, ktore wzmacniaja jej dzialanie cytotoksyczne. W
publikacji opisalismy réwniez modyfikacje leku macierzystego, ktore silnie indukowaty stres
oksydacyjny, blokowaly cykl komorkowy 1 zaktocaly biosynteze miRNA. Zaobserwowano
rowniez pod ich wplywem hamowanie wigzania V-ATPazy z mikrofilamentem. Reasumujac,
wydaje si¢ nam, ze ENX jest niedocenianym lekiem przeciwnowotworowym o dziataniu
plejotropowym. Ponadto zastosowanie tak szeroko przebadanego chemoterapeutyku, o dobrze
znanej farmakokinetyce i selektywno$ci moze przyczynic¢ si¢ do szybszego jej wykorzystania
w strategii leczenia przeciwnowotworowego.

Niektore zwigzki wykorzystywane w lecznictwie maja wlasciwos$ci regulujace synteze
miRNA, ktory transportowany w egzosomach moze wplywac na sasiadujace lub nawet odlegte
komorki. Dlatego jednym z projektow jaki zostal zaplanowany na najblizszy rok, jest
rozpoczgcie hodowli komorkowej 3D w celu zwigkszenia efektywnosci produkcji egzosomow,
atakze mozliwosci prowadzenia ko-kultur komoérek nowotworowych z komorkami
prawidlowymi. Pozwoli to na okreslenie regulujacego dziatania wyselekcjonowanych,
bioaktywnych zwigzkoéw na sekrecje miRNA i tym samym ich wptywu na metabolizm komorek
nowotworowych i zdrowych.
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arginase in hepatocellular carcinoma and liver cirrhosis XL Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, Lublin, 19-23 1X 2005

e KO9. Mielczarek M, Chrzanowska A, Baranczyk-Kuzma A. Arginase expression in
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e KI13. Chrzanowska A, Mielczarek-Puta M, Baranczyk-Kuzma A. Structure and
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e KI16. Kryczka A, Soin M, Chrzanowska A, Grabon W. Effect of mitochondria
respiration inhibitors on proliferation and metabolism of colon cancer cells under tissue
normoxia and hypoxia. 10th Warsaw International Medical Congress for young
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e K17. Kryczka A, Chrzanowska A, Grabon W. The cytostatic effect of leflunomide on
colon cancer cell lines under tissue normoxia and hypoxia 11th Warsaw International
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11. Udzial w projektach badawczych

W trakcie dotychczasowej pracy naukowej uczestniczytam w realizacji nastepujacych

projektow 1 grantow badawczych:

Projekty finansowane przez AM/WUM

2005-2006, Projekt mlodego badacza (WUM), 1WK/3E125 “Rola izoenzymow
arginazy w patogenezie chorob watroby”; kierownik projektu

2007-2008, Projekt promotorski (WUM), 1WK/WP3/07 “Ekspresja arginazy w
marskosci 1 raku watrobowo-komorkowym”; gléowny wykonawca

2014-2015, Projekt wiasny (WUM) nr IWK/N/2013/2014, “Glutaminoliza jako szlak
kluczowy dla przezycia 1 proliferacji komodrek raka jelita grubego w warunkach
obnizonej dostepnosci tlenu”; wykonawca projektu

Granty KBN/MEiN

2005-2007, Projekt badawczy promotorski nr 0779/P05/2005/29 Komitetu Badan
Naukowych “Changes in arginase activity and expression in cirrhosis and
hepatocellular carcinoma”; kierownik projektu

12. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegollnoSci zagranicznej.

a) Krajowe osrodki naukowe

Pracownia Chemii Zwigzkéw Naturalnych, Wydziat Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego; dr hab. Piotr Roszkowski — w zakresie syntez zmodyfikowanych
zwigzkow bioaktywnych

Zaktad Mikrobiologii Farmaceutycznej WUM; dr hab. Joanna Stefanska — w zakresie
badania aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej zsyntetyzowanych zwigzkdéw
Laboratorium Medycyny Regeneracyjnej WUM; dr Andrzej Ciechanowicz— w zakresie
badan proteomicznych i metabolomicznych

Zaktad Biochemii i Farmakogenomiki, Wydzial Farmaceutyczny WUM; dr hab.
Matgorzata Wrzosek - w zakresie badan molekularnych mechanizmow aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej zwiazkow oraz dr Wioletta Olejarz — w zakresie badan
cytotoksycznosci pochodnych flurochinolonow

Zaklad Immunologii, Uniwersytet Warszawski; prof. dr hab. Nadzieja Drela, dr
Ewelina Kiernozek — w zakresie badan z uzyciem cytometrii przeptywowej

Zaktad Mikrobiologii Instytutu Gruzlicy i Chorob Pluc w Warszawie; Prof. dr hab. Ewa
Augustynowicz-Kopeé, dr Agnieszka Napiorkowska — w zakresie okreslenia
aktywnosci przeciwgruzliczej

Pracownia Teorii Biopolimeréw Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego; dr
hab. Sebastian Kmiecik oraz Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN; dr Michat Kolinski - w zakresie modelowania molekularnego
pochodnych CXP i MXF do biatek enzymatycznych

Instytut Fizyki PAN w Warszawie; dr Aleksandra Drzewiecka-Antonik, dr Pawet
Rejmak — w zakresie badan spektroskopowych i obliczen kwantowo-mechanicznych
kompleksowych pochodnych tiomocznika
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dr hab. Mateusz Smietana Politechnika Warszawska oraz lek. Krzysztof Bartnik z II
Zaktadu Radiologii WUM - w zakresie monitorowania hodowli komérkowych w czasie
rzeczywistym

b) Zagraniczne osrodki naukowe

Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di Microbiologia e Virologia, Universita
degli Studi di Cagliari, Monserrato, Wtochy; Prof. Paolo La Colla, dr Gabriele Giliberti,
dr Giuseppina Sanna — w zakresie okreslenia aktywno$ci przeciwproliferacyjnej i
przeciwwirusowej pochodnych tiomocznika

Molecular Epidemiology Laboratory Centre for Prevention, Diagnosis and Detection
(CPDD). Cancer Prevention Unit (CPU) Wolfson Institute of population Health; dr
Belinda Nedjai, dr Dorota Scibior - w ramach badan molekularnych nad rakiem prostaty
oraz opracowania szybkiego testu do oznaczania aktywnosci arginazy

Department of Medicine Huddinge, Center for Hematology and Regenerative Medicine,
Karolinska Institute, dr Joanna Zawadzka - Pankau— w zakresie udziatu jako cztonek
komisji rekrutacyjnej d/s zatrudnienia pracownikoéw ,,post doc”

13. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

13.1. Recenzje prac naukowych

Funkcja recenzenta prac magisterskich na Wydziale Farmaceutycznym:

2020: Ilosciowa ocena egzosomow u pacjentow z orbitopatiq Graves’a Renaty
Adamkiewicz, kierunek — analityka medyczna

2020: Ocena aktywnosci cytotoksycznej nowych pochodnych alloksantoksyletyny wobec
komorek A549, HTB-140 i Caco-2 Katarzyny Klimczyk, kierunek — farmacja

2021: Wstepne badanie przeciwbakteryjnego dziatania nowych 1,3-dipodstawionych
pochodnych tiomocznika Piotra Suskiewicza — kierunek — farmacja

Funkcja Promotora Pomocniczego przy realizacjach doktoratow

2018 r. lek. Leszek Kraj pt. ,,Zmiany metabolizmu L- argininy u dzieci z astmg
oskrzelowg” Klinika Onkologii UCK WUM

Obecnie:

Kawthar Safi, Szkota Doktorska WUM, The Role of Chemotherapy-induced Exosomes
in Pancreatic Cancer

mgr Paulina Strzyga, Badanie mechanizmow aktywnosci cytotoksycznej pochodnych
tiomocznika, Katedra i Zaktad Biochemii WUM

Recenzent publikaciji w czasopismach miedzynarodowych

Cancers, International Journal of Molecular Sciences, Life, Nutrients, Pharmaceuticals,
Frontiers in Bioscience
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13.2. Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowg

Jestem laureatka 10 Nagréd Naukowych JM Rektora Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego w latach:

2022 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za osiggniecia naukowe badanie
mechanizmow  aktywnosci  cytotoksycznej 1,3-dwupodstawionych pochodnych
mocznika

2022 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za opisanie cytotoksycznego
wplywu komplekséw pochodnych tiomocznika z miedzig na komoérki nowotworowe i
bakteryjne

2022 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za prace przegladowa
omawiajgca zastosowanie gliceryzyny w zapobieganiu zakazeniu oraz w leczeniu
Covid-19

2021 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za publikacj¢ na temat
znaczenia egzosomow w procesie angiogenezy oraz wpltywu terapii antyangiogennej W
zahamowaniu progresji nowotworu

2020 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za publikacj¢ opisujaca nowe
pochodne cyprofloksacyny i kwaséw thuszczowych o dzialaniu przeciwnowotworowym
i przeciwdrobnoustrojowym

2011 r. - nagroda zespotowa naukowa drugiego stopnia za wspdlautorstwo cyklu prac
dotyczacych zaburzen procesow detoksykacji w stanach patologicznych ukladu
pokarmowego i nerwowego czlowieka

2009 r. - nagroda zespotowa naukowa drugiego stopnia za wspoétautorstwo pracy pt.
,,Changes in arginase isoenzymes pattern in human hepatocellular carcinoma”

2007 r. - nagroda zespotowa naukowa trzeciego stopnia za wspoétautorstwo pracy pt:
,yJArginase as a useful factor for the diagnosis of colorectal cancer liver metastases”
2005 r.- nagroda zespolowa naukowa trzeciego stopnia za wspolautorstwo prac pt. -
,»Arginaza jako marker procesu nowotworowego: III. Porownanie aktywnosci arginazy
z CEA i Ca 19-9 w przerzutach raka jelita grubego do watroby” oraz ,,Przydatnosc¢
pooperacyjnego oznaczania aktywnosci arginazy w surowicy kobiet po resekcji raka
sutka”

2004 r. - nagroda zespolowa naukowa drugiego stopnia za wspotautorstwo prac w
jezyku angielskim dotyczacych badan nad arginaza w diagnostyce nowotworow.

Oraz specjalnych nagrod na konferencjach naukowych

Pierwsza nagroda sesji “Basic and Preclinical Sciences” na X Kongresie Naukowym
Mtodych Medykow (Warsaw International Medical Congress for young scientists) oraz
specjalna nagroda z Fundacji Rozwoju Nauki i Biznesu w obszarze Nauk Medycznych
i Scistych za doniesienie naukowe ,,Effect of mitochondria respiration inhibitors on
proliferation and metabolism of colon cancer cells under tissue normoxia and hypoxia”,
Warszawa, 15-18 maja 2014

Specjalna nagroda sesji “Basic and Preclinical Sciences” na XI Kongresie Naukowym
Mtodych Medykoéw (Warsaw International Medical Congress for young scientists) za
doniesienie naukowe ,, The cytostatic effect of leflunomide on colon cancer cell lines
under tissue normoxia and hypoxia”, Warszawa, 7-10 maja 2015

13.3. Kursy i szkolenia/staze naukowe

czerwiec 2003 - czerwiec 2004 - roczny staz apteczny w aptece ogolnodostepne;j
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e 2004, 2006, 2007, 2008; wakacyjne staze programu Ceepus “International Biomedicine
Student’s Council Summer” Zadar, Chorwacja

e 2014 - New methods of cell analysing organizowany przez Merck oraz Technologia
RNA i jej zastosowanie w badaniach biologicznych organizowane przez Abo i TS

e czerwiec/lipiec 2022 —pobyt jako “visiting researcher” w Molecular Epidemiology
Laboratory Centre for Prevention, Diagnosis and Detection (CPDD). Cancer Prevention
Unit (CPU) Wolfson Institute of population Health, London, UK, i poznanie
najnowszych metod badan genetycznych i epigenetycznych w onkologii

13.4. Podsumowanie osiagni¢¢ naukowo-badawczych

Méj dorobek naukowy obejmuje:

publikacje przed doktoratem po doktoracie
Oryginalne 9 21
Pogladowe 2 3
k_omunikaty 15 4
zZjazdowe

punktacja przed doktoratem po doktoracie
IF 5,247 88,811
MEIN 109 1888
Liczba cytowan
(bez 58 314
autocytowan)
Index Hirscha 2 10

Lacznie:
IF =94,058
MEIN = 1997

Liczba cytowan =372

(bez autocytowan)
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14. Dzialalnos¢ organizacyjna, dydaktyczna i popularyzujgca nauke:

14.1.Nagrody i wyréznienia

Medal Komisji Edukacji Narodowej za szczeg6lne zastugi dla oswiaty i wychowania (nr

legitymacji 180702)

14.2. Dzialalno$¢ dydaktyczna

od 11.2000 r. prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych i seminaryjnych z przedmiotu
,Biochemia z elementami chemii” dla studentow II roku I Wydzialu Lekarskiego i
Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego

od 2002-2006 r. prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych i seminaryjnych ze studentami
Wydziatu Nauki o Zdrowiu

od 2006 r. prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych z Biochemii dla studentow II roku
Oddziatu English Division - Medicine oraz English Dentistry Division

od 2012 r. organizacja i prowadzenie zaje¢ ¢wiczeniowych, seminaryjnych a od 2018
réwniez wykladéw z biochemii dla studentow II roku Oddzialu English Division —
Medicine oraz English Dentistry Division

od 2012 r. przygotowanie egzaminu testowego 1 kolokwidow testowych z biochemii dla
studentéw drugiego roku Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego
od 2017 r. przygotowanie egzaminu testowego i kolokwidow testowych z biochemii dla
studentow drugiego roku Oddzialu English Division — Medicine oraz English Dentistry
Division

2017 r. przygotowanie skryptu do ¢wiczen laboratoryjnych z biochemii dla studentow
II roku Wydziatu Lekarskiego oraz studentéw Oddziatu English Division — Medicine
oraz English Dentistry Division

14 3. Dzialalno$¢ organizacyjna

czlonek Izby Aptekarskiej od 2004 roku

cztonek bazy ekspertow NAWA oraz komisji egzaminacyjnej z biologii kandydatéw na
WUM z bloku wschodniego od 2018 roku

cztonek komisji socjalnej WUM w latach 2007-2009 oraz 2012-2015

14.4. Dzialalnos$¢ popularyzujaca nauke:

2004-2014 r - opieka merytoryczna nad pracami badawczymi studentow z Japonii,
Hiszpanii i Chorwacji w ramach wymiany ERASMUS/SOCRATES oraz studentami
kota biochemicznego

pehienie roli recenzenta serii komunikatow zjazdowych sesji “Basic and Preclinical
Sciences” w ramach Kongresu Naukowego Mlodych Medykow (Warsaw International
Medical Congress for Young Scientists) w latach 2018,2019,2021,2022,2023

wyktad na kongresie Colway International, styczen 2022, pt. Sen-niedoceniany
kosmetyk
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