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L. Informacje o kandydacie

1. Imie i Nazwisko.

Katarzyna Wiktorska (nazwisko paniefiskie: Skupiriska)

A Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i
roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

26.06.2008r. - doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, Instytut Medycyny
Pracy im. Prof. J. Nofera w Lodzi.

Rozprawa doktorska pt. Izotiocyjaniany jako blokery metabolizmu wielopierécieniowych
weglowodoréw aromatycznych. Promotor, prof. dr hab. Teresa Kasprzycka-Guttman.
Praca wyrézniona przez Rade Naukowa Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w
Lodzi.

29.01.2002r - magister fizyki, Uniwersytet Warszawski, Wydzial Fizyki.

Praca magisterska pt. Badanie oddzialywania wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych z albuming. Promotor, dr Elzbieta Bojarska.

3. Informacje o dotychezasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/

artystycznych.

od 05.2002 Pracownia Mikroskopii Konfokalnej, Zaktad Biologii Komorki,
Narodowy Instytut Lekow

od 01.2009 adiunkt

10.2006-01.2009 asystent
05.2002-10.2006 specjalista d.s. biologii komarki i mikroskopii konfokalnej

od 01.2010 Kierownik Pracowni Mikroskopii Konfokalnej
od 01.2006 Kierownik metody mikroskopii konfokalnej



I1. Wskazanie osiagniecia* wynikajgeego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

1. Tytul osiagnigcia naukowego/artystycznego

Rola sulforafanu i jego analogdw w terapii choréb nowotworowych — badania in vitro.

2. Wykaz publikacji naukowych stanowigeych podstawe habilitacji

1. Matgorzata Milczarek, Irena Misiewicz-Krzemifiska, Katarzyna Lubelska, Katarzyna
Wiktorska*: Combination treatment with 5-fluorouracil and isothiocyanates shows an
antagonistic effect in Chinese hamster fibroblast cells line-V79. Acta Pol Pharm, 68: 331-
342, 2011. [F3py; 0.663, MNiISW 15.

2. Katarzyna Lubelska, Irena Misiewicz-Krzeminska, Malgorzata Milczarek, Jolanta
Krzyszion-Russjan, Elzbieta Anuszewska, Karolina Modzelewska, Katarzyna
Wiktorska*. Isothiocyanate-drug interactions in the human adenocarcinoma cell line
Caco-2. Mol Cell Biochem. 2012, 367:19-29. [F30; 2.329, MNiSW 15.

3. Katarzyna Lubelska, Matgorzata Milczarek, Karolina Modzelewska, Jolanta Krzyszton-
Russjan, Krzysztof Fronczyk, Katarzyna Wiktorska*. The interactions between drugs
and sulforaphane modulate the drug metabolism enzymatic system. Pharm Rep. 2012, 64:
1243-52. TF2012 1.965, MNiSW 25.

4. Piotr Kietbasinski*, Jerzy Luczak, Tomasz Cierpiat, Jarostaw Blaszczyk,Lestaw Sieron,
Katarzyna Wiktorska*, Katarzyna Lubelska, Malgorzata Milczarek, Zdzistaw
Chilmonczyk. New enantiomeric fluorine-containing derivatives of sulforaphane:
synthesis, absolute configurations and biological activity. Eur ] Med Chem 2014, 76: 332-
42, TFa014 3.477, MNISW 40.

5. Lidia Sliwka, Katarzyna Wiktorska*, Piotr Suchocki, Malgorzata Milczarek, Szymon
Mielczarek, Katarzyna Lubelska, Tomasz Cierpiatl, Piotr Kietbasiriski, Anna Jaromin,
Anna Flis, Zdzistaw Chilmonczyk. The Comparison of Indirect and Direct Toxicity Tests
in the Assessment of the Anticancer Agents Interactions. PLOS One 2016;1 1(5):
€0155772. IF3p15 3.057, MNiSW 35.

6. Katarzyna Lubelska, Katarzyna Wiktorska*, Lidia Sliwka, Malgorzata Milczarek, Tlona
Zbroinska-Bregisz, Zdzistaw Chilmonczyk. Sulforaphane regulates different] y Nrf2
dependent induction of phase II and phase III xenobiotics metabolism in normal and
cancer colorectal cells. Nutr Cancer 2016, 03 (5). IFa0;5 2.241. MNiSW 20.



7. Tomasz Cierpiat, Jerzy Luczak, Malgorzata Kwiatkowska, Piotr Kietbasinski*,
LidiaMielczarek, Katarzyna Wiktorska*, Zdzistaw Chilmonezyk, Matgorzata Milczarek,
Katarzyna Karwowska. New organofluorine isoselenocyanate analogs of sulforaphane:
synthesis and anticancer activity ChemMedChem. 2016;11: 2398-2409. [Fsq;5 2.980.
MNiSW 30.

*autor korespondencyjny

Sumaryczny impact factor i punkty MNiSW : 2IF = 16,712, & MNiSW = 180

Ponadto wyniki uzyskane w ramach cyklu habilitacyjnego weszly w sktad dwéch zgtoszeni
patentowych:

8. Mazur M, Krug P, Wiktorska K, Chilmonczyk Z, Sliwka L. Formulacja farmaceutyczna
zawierajgca izotiocyjaniany i doksorubicyne do zastosowania w leczeniu nowotworéw.
Zgtoszenie patentowe PL414021 z dn. 21.09.2015

9. Cierpial T, Kielbasinski P, Luczak J, Wiktorska K, Sliwka L, Chilmonczyk Z, Milczarek
M, Karwowska K. Nowe analogi sulforafanu, ich prekursory, sposdb ich wytwarzania, ich

zastosowanie oraz posta¢ farmaceutyczna. Zgloszenie patentowe: P414576 z dn.
27.10.2015.

Oswiadczenia autora i wspélautoréw dotyczqee udziatu w powstaniu publikacji znajdujq sie
w Zalgezniku 4.

3. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Nowotwory 33 jedng z gtéwnych przyczyn zgondw na $wiecie, a liczba tych
zachorowan wzrasta nieustannie. Skutecznos¢ klasycznej chemioterapii jest niezadowalajaca,
jej efekty uboczne sg powazne i obnizajg komfort Zycia pacjenta. Dlatego istotnym
kierunkiem badan jest poszukiwanie nowych rozwigzan dla terapii nowotworéw, w tym

zwigzkéw, ktdre moglyby samodzielnie stac si¢ lekiem lub udoskonali€ istniejgeg terapig.



Natura jest zrodlem wielu zwiazkéw, ktdre znalazly zastosowanie w terapii
nowotwordw, jak na przykiad paclitaxel wyizolowany z kory cisa zachodniego czy irinotekan
-poisyntetyczny analog naturalnego alkaloidu kamptntecynyl. Natura jest rowniez zrodiem
zwigzkow chemoprewencyjnych, ktérych dzialanie polega na hamowaniu, op6znieniu lub
odwrdceniu procesu kancerogenezy prowadzacego do rozwoju inwazyjnego raka”. Liczne
badania epidemiologiczne wykazaly istnienie zaleznosci pomiedzy spozywaniem diety
bogatej w warzywa z rodziny kapustowatych (Brassicaceae), a zmniejszonym ryzykiem
zachorowania na nowotwory”. W 1992 roku Zhang i Talalay z zespolem zidentyfikowali
zwigzek odpowiedzialny za wiasnosci chemoprewencyjne brokutéw (Brassicaoleracea L. var.

italica Plenck)".

Sulforafan (1-izotiocyjaniano-4-metylosulfinylobutan) jest zwiazkiem z grupy
izotiocyjanianoéw o wlasnosciach chemoprewenyjnych i przeciwnowotworowych. Jego
naturalnym Zrodtem sg warzywa kapustowate: brukselka, czerwona kapusta, a w
szezegolnosei brokuty i kietki brokutu. Sulforafan powstaje w wyniku katalizowanej przez
enzym f-tioglukozydazg (mirozynaza) hydrolizy metabolitu wtérnego roslin — glukorafaniny
(glukozynolan 4-metylosulfinylobutylu) (Rys. 1). Mirozynaza w tkance roélinnej jest
przestrzennie oddzielona od glukorafaniny. Podczas niszczenia tkanki roélinnej, np. w trakcie
zucia dochodzi do ich kontaktu i zapoczatkowania reakcji hydrolizy. Proces ten jest
wykorzystywany przez rosliny do ochrony przed patogenami i insektami, kidre niszczac
tkanke roslinng uruchamiaja produkeje sulforafanu wykazujacego toksycznosé wobec nich.
Reakeja hydrolizy glukorafaniny moze takze przebiega¢ bez udziatu B-tioglukozydazy w
srodowisku mikroflory jelitowej (Rys. 1). Obecnie na rynku sulforafan dostepny jest réwniez

w postaci suplementu diety.
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Rys. 1. Hydroliza glukorafaniny do sulforafanu’.

' Dall'Acqua S. Curr Top Med Chem. 2014;14(20):2272-85.

*Sporn MB. Cancer Res.1976;36:2699-2702.

¥ Bertram JS, Kolonel LN, Meyskens FL Jr. Cancer Res, 1987;47(11):3012-31.

4 Zhang Y, Talalay P, Cho CG. Posner GH. Proc Natl Acad Sei U S A, 1992:89(6):2399-403,
5 Boddupalli S, Mein JR. Lakkanna S, James DR. Front Genet. 2012:3:7.



Chemoprewencyjne wlasnosci sulforafanu sa zwiazane z jego zdolnoscia do
pobudzania mechanizméw cytoprotekcyjnych, co prowadzi miedzy innymi do zwiekszania
ochrony komérkowej przed szkodliwymi substancjami w tym kancerogenami. Zdolnosé
sulforafanu do hamowania rozwoju kancerogenezy zostata potwierdzona w badaniach in vivo.
Liczne badania wskazuja, ze sulforafan hamuje powstawanie indukowanych chemicznie
nowotwor6éw, m.in skory i gruczotu sutkowego w modelach zwierzecych.*”® Powszechnie
uwaza sig, ze ta aktywnos¢ wynika z wptywu sulforafanu na funkcjonowanie enzyméw

biorgeych udzial w metabolizmie ksenobiotykéw, w tym kancerogendw.

Sulforafan indukuje wzrost aktywnosdci enzyméw detoksykacyjnych i
antyoksydacyjnych nalezgcych do II fazy metabolizmu ksenobiotykéw. Sulforafan jest silnym
induktorem enzyméw z rodziny S-transferaz — glutationowych (ang. glutathione S-
transferases, GST) czy dehydrogenazy NAD(P)H, chinon 1 (ang. NAD(P)H quinone
dehydrogenase 1, NQO1). GST jest rodzing enzymow katalizujacych reakcje sprzegania
zwigzkow elektrofilowych z glutationem, natomiast NQO!1 odpowiada za redukcje

reaktywnych chinonéw do mniej toksycznych hydrochinonéw (Rys. 2).
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Rysunek 2. Funkcje wybranych enzymow bioracych udzial w metabolizmie ksenobiotykéw: rodziny
S-transferaz — glutationowych (GST), reduktazy NAD(P)H:chinon 1 (NQO1) i rodziny biatek
transportowych zwigzanych z opornoscia wielolekowa (MRP). X, (X=0) — ksenobiotyk. (chinon:);
GSH — glutation (forma zredukowana); NADP", NAD(P)H- fosforan dwunukleotydu
nikotynamidoadeninowego (forma utleniona i zredukowana)™'°

¢ Zhang Y, Kensler TW, Cho CG, Posner GH, Talalay P. Proc Natl Acad Sci U § A. 1994:91(8):3147-50.

"Kalpana Deepa Priya D, Gayathri R, Gunassekaran GR, Murugan S, Sakthisekaran D. Pharm Biol. 2013;51(5):621-8.
# Xu C, Huang MT, Shen G, Yuan X, Lin W, Khor TO, Conney AH, Kong AN. Cancer Res. 2006:66(16):8293-6.
*SunT, Zhang Y5, Pang B, Hyun DC, Yang M, Xia Y. Angew Chem Int Ed Engl. 2014;53(46):12320-64..

'” Hine CM, Mitchell JR. J Clin Exp Pathol, 2012:S4(4). pii: 7329.



Szezegdlng role w indukeji systemu detoksykacji przez sulforafan odgrywa czynnik
jadrowy 2 (ang. nuclear factor, erythroid 2 -like 2, NRF2, NFE2L2)'"'?. W warunkach
fizjologicznych poziom NRF2 w cytoplazmie jest regulowany poprzez wigzanie z biatkiem
wigzacym NRF2 (ang. Kelch -like ECH associated protein 1, KEAP1), ktore umozliwia
biatku Cul3 (kullina3) ubikwitynacje NRF2 i degradacje przez proteasom. W warunkach
stresowych np. na skutek ataku sulforafanu na kompleks NRF2-KEAP1, NRF2 translokuje do
jadra, gdzie tworzy heterodimer z biatkiem sMaf (mate biatko Maf, ang. small
musculoaponeurotic fibrosarcoma) i wiaze sig z DNA w regionach ARE (element odpowiedzi
antyoksydacyjnej ang. antioxidant respone element). W nastepstwie dochodzi do indukcji
gendw kodujacych biatka cytoprotekcyjne, zawierajacych w czesei promotorowej sekwencije
ARE wtym NQO1 i GST (Rys 3).
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Rysunek 3. Wplyw sulforafanu na system NRF2-ARE. Nrf2 - czynnik jadrowy 2 (ang. nuclear factor,
erythroid 2 -like 2); Ub — ubikwityna (ang. ubiquitin); Cul3 — kullina 3 (ang. cullin 3): Keapl — biatko
sensorowe/wigzace Nrf2 (ang. Kelch -like ECH associated protein 1):SFN - sulforafan; sMaf — mate
biatko Maf (ang. small musculoaponeurotic fibrosarcoma); ARE — element odpowiedzi
antyoksydacyjnej (ang. antioxidant response element)'>'*,

:; Xu T, Ren D, Sun X, Yang G. Anticancer Agents Med Chem. 2012:12(9):1132-42.

McWalter GK, Higgins LG, McLellan LI, Henderson CJ, Song 1., Thornalley PI, Ttoh K, Yamamoto M. Hayes ID, J Nutr.
2004:134:34995-35068S,
4 Ahn YH, Hwang Y. Liu H, Wang XJ, Zhang Y, Stephenson KK, Boronina TN, Cole RN, Dinkova-Kostova AT, Talalay P,
Cole PA. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107(21):9590-3.



W 2005 roku Maher'® i wsp6tpracownicy wykazali, ze NRF2 reguluje rowniez
aktywnos¢ rodziny biatek transportowych zwiazanych z opornoscia wielolekowa (ang.
multidrug resistance proteins, MRP) odpowiedzialnych za wydalanie zwigzkéw przez btone
komorkowa (Rys. 2). Wplyw sulforafanu na aktywnoé¢ tych biatek, zaliczanych do III fazy
metabolizmu ksenobiotykéw jest nie do konca poznany. Dane literaturowe s3 nadal nieliczne i
nie pozwalajg na wyciagniecie uogélnionych wnioskéw. Juz w 2001 roku Payen'® i
wspoipracownicy wykazali, ze sulforafan moze podnosi¢ ekspresje MRP2 w prawidtowych
ludzkich hepatocytach, jednak w przypadku komérek nowotworowych wyniki badan
wskazuja, ze mozliwa jest zaréwno indukcja jak i supresja'"'®. W 2008 roku opublikowana
zostala obszerna praca przegladowa, w ktérej wskazano, ze rola NRF2 i szlakow
sygnatowych od niego zaleznych w rozwoju i terapii choroby nowotworowej jest
dwuznaczna. Indukcja NRF2 odgrywa istotna rolg w chemoprewencji nowotwordw, z drugiej
strony pacjenci z podwyzszonym poziomem NRF2 maja gorsze rokowania i sg oporni na

chemioterapie'’.

Rola sulforafanu na tym polu jest bardzo istotna dla oceny jego przydatnosci w terapii
choréb nowotworowych. Indukcja systemu detoksykacyjnego w komorkach prawidlowych
bedzie prowadzi¢ do ochrony ich przed toksycznym dziataniem lekéw i skutkowaé
niwelowaniem dziatan niepozadanych. Jednoczeénie w komorkach nowotworowych wzrost
aktywnosci enzymoéw detoksykacyjnych wiaze si¢ z powstaniem zjawiska opornoéei
wielolekowej (ang. multidrug resistance, MDR), dlatego korzystne byloby obnizaé aktywnosé
tego systemu. W roku 2010 Quazi® | wspétpracownicy wykazali, ze sulforafan hamowal
aktywnos¢ biatek transportowych MRP i jednoczeénie zwiekszal zdolnosé paclitaxelu do

hamowania wzrostu komorek gruczolaka przetyku (BEAC).

Mozliwosé modulowania tego systemu poprzez suplementacje lub dostarczanie
sulforafanu z dietg moze mie¢ istotne skutki dla efektywnoéci i bezpieczenstwa chemioterapii.
W obecnych czasach ma to szczegdIne znaczenie, poniewaz dane epidemiologiczne

wykazuja, ze ponad 50% pacjentéw onkologicznych stosuje suplementy diety'. Ponadto

" Krzysztofiak A. Postepy Hig Med Dosw 2015; 69: 140-152

'* Maher IM, Cheng X, Slitt AL, Dieter MZ, Klaassen CD, Drug Metab Dispos. 2005;33(7):956-62.

' payen L, Courtois A, Loewert M, Guillouzo A. Fardel ©. Biochem Biophys Res Commun, 2001:282(1):257-63.

'" Harris KF, Jeffery EH. J Nutr Biochem. 2008;19(4):246-34.

'® Maher IM, Cheng X, Slitt AL, Dieter MZ, Klaassen CD. Drug Metab Dispos. 2003:33(7):956-62.

" Lau A, Villeneuve NF, Sun Z, Wong PK, Zhang DD, Pharmacol Res. 2008;538(5-6):262-70,

* Qazi A, Pal J, Maitah M, Fuleiniti M, Pelluru D, Nanjappa P, Lee 5, Batchu RB, Prasad M, Bryant CS, Rajput 3, Gryaznov
S, Beer DG, Weaver DW, Munshi NC, Goyal RK, Shammas MA. Transl Oncol. 2010;3(6):389-99.

' Alsanad SM, Williamson EM, Howard RL. Phytother Res. 2014:28(12):1749-53.



czgsto pacjenci spozywajg jednoczeénie leki przepisane lub nieprzepisane przez lekarza®.

Badan nad wptywem interakcji sulforafanu z lekami na funkcjonowanie enzyméow

metabolizmu komérkowego. pomimo wagi tego zagadnienia, nie prowadzono.

Nadal w literaturze brak jest réwniez wyczerpujacych badaf poréwnawezych
prowadzonych w komérkach prawidlowych i nowotworowych nad regulacja NRF2 —
zaleznych $ciezek sygnatowych regulujgcych biatka cytoprotekeyjne. Praca opublikowana
przez Hunakova™ i wspolpracownikéw dopiero w 2014 roku wskazuje, ze sposdb w jaki
sulforafan wplywa na NRF2 zalezne szlaki sygnalowe moze determinowaé rodzaj interakcji
sulforafanu z cisplatyna w komdrkach raka jajnika. Poznanie mechanizméw dziatania i
wplywu sulforafanu i jego ewentualnych interakeji z lekami na aktywnosé NRF2-zaleznego
systemu detoksykacji w komorkach prawidlowych i nowotworowych ma szczegélne
znaczenie w przypadku komérek uktadu pokarmowego, poniewaz jest on bezposrednio
narazony na kontakt ze spozywanymi substancjami. Spoérod nowotwordw ukladu

pokarmowego, rak jelita grubego jest najczestsza przyczyna zgondw w Polsce i na éwiecie.

Sulforafan wykazuje w badaniach in vitro zdolno$é do hamowania wzrostu komérek
nowotworowych miedzy innymi piersi, jelita, prostaty, skéry czy pecherza moczowego.
Istniejg réwniez dane literaturowe wskazujace, ze sulforafan powoduje ograniczenie tempa
wzrostu guzéw w modelach zwierzecych®”°. Badania wykazaly, ze konsumpcja brokutéw
(200 umol ITC) wystarczy do indukcji odpowiedzi komérkowej u ludzi, miedzy innymi
indukeji NQO1 i inhibicji deacetylaz histonéw (ang. histone deacetylase, HDAC)?. Pomimo
obiecujgcych wiasnosei wykazanych w badaniach in vitro wyniki badan klinicznych, ktére
oceniaty skuteczno$¢ sulforafanu w terapii nowotworu piersi i prostaty nie sg na tyle

znaczgce, aby sulforafan mégt by¢ obecnie uznany za efektywny cytostatyk?®27,

Izotiocyjaniany, w tym sulforafan swoja aktywno$¢ zawdzieczaja ugrupowaniu -NCS,
ktérego centralny, elektrofilowy atom wegla fatwo wehodzi w reakeje z nukleofilami w

komoéree i w ten spos6b wiacza wiele wewnatrzkomérkowych szlakéw sygnatowych (Rys. 4)

“Hanigan MH, Dela Cruz BL, Thompson DM, Farmer KC, Medina PJ. ] Oncol Pharm Pract. 2008:14(3):123-30.
“Hunakova L, Gronesova P , Horvathova E , Chalupa I , Cholujova D , Duraj ], Sedlak J. Toxicol Lett. 2014:230(3):47986.
:;‘ Myzak MC, Tong P. Dashwood WM, Dashwood RH, Ho E. ExpBiol Med (Maywood). 2007:232(2):227-34.

Kanematsu S, Yoshizawa K, Uehara N, Miki H, Sasaki T. Kuro M, Lai YC, Kimura A, Yuri T, Tsubura A. Oncol Rep.
2011;26(3):603-8.
* Cornblatt BS, Ye L, Dinkova-Kostova AT, Erb M, Fahey TW, Singh NK, Chen MS, Stierer T, Garrett-Mayer E, Argani P,
Pavidson NE, Talalay P, Kensler TW, Visvanathan K. Carcinogenesis. 2007:28(7):1485-00.
1 Alumkal JJ, Slottke R, Schwartzman J, Cherala G, Munar M, Graff IN, Beer TM, Ryan CW, Koop DR, Gibbs A. Gao L,
Flamiatos JF, Tucker E, Kleinschmidt R, Mori M, Invest New Drugs. 2015:33(2):480-9.
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Rysunek 4. Tworzenie si¢ koniugatéw sulforafanu z biatkami®.

Wykazano, ze nawet niewielka zmiana w strukturze czasteczki prowadzi do zmian jej
aktywnosci biologicznej. Dlatego zasadne jest prowadzenie badan zmierzajacych do
okreslenia jakie zmiany w strukturze czasteczki sulforafanu zwickszg jego skutecznosé. W
przypadku sulforafanu wykazano, ze wprowadzenie grupy karbonylowej w miejsce
sulfinylowej, czy zwigkszanie odleglodci pomigdzy grupa -NCS i grupa sulfinylowa poprzez
wydiuzenie tancucha weglowego podniosto NRF2 zalezne wiasnosci chemoprewencyjne i

aktywno$¢ przeciwnowotworows sulforafanu®®*",

Innym podejsciem do wykorzystania potencjatu zwigzkdéw pochodzenia naturalnego w
terapii nowotworéw jest tgczenie ich z lekami. Znaczenie maja tu interakcje mogace
doprowadzi¢ do synergii efektu przeciwnowotworowego leku i adjuwanta. Dopiero na
przestrzeni ostatnich 10 lat pojawity sie prace opisujace dziatanie synergistyczne sulforafanu i
klasycznych terapeutykéw 5-fluorouracylu, oxaliplatyny, tamoxifenu, czy zwigzkow o

431323334 Podejmuje sie

przewidywanej aktywnosci przeciwnowotworowej np. PR-10
rowniez proby taczenia kilku zwigzkow pochodzenia naturalnego jak np. genisteiny z
kurkumina® czy sulforafanu z kwercetyna i galusanem epigal]okatechiny3 ® w nadziei na
uzyskanie silnego synergizmu dziatania przeciwnowotworowego. Jest to o tyle korzystne, ze
zwiazki te charakteryzuja sie w poréwnaniu do cytostatykow nizsza toksyeznodeia uktadows.
Pomimo intensyfikacji tych badan jak do tej pory Zadne z tych polaczen z sulforafanem nie

weszto w faze badan klinicznych. Brak jest rowniez wystarczajacej literatury na temat

* Zhao L, Lee JY, Hwang DH. Nutr Rev. 2011;69(6):310-20.

*Elhalem E, Recio R, Werner S, Lieder F, Calderén-Montafio JM, Lopez-Lazaro M, Fernandez |, Khiar N. Eur J Med Chem.
2014;87:552-63.

“Misiewicz I, Skupinska K, Kasprzycka-Guttman T, Pharmacol Rep. 2007;59(1):80-7.

*'Wang XF, Wu DM, Li BX, Lu YJ, Yang BF. Phytother Res. 2009;23(3):303-7.

K aminski BM, Weigert A, Briine B, Schumacher M, Wenzel U, Steinhilber D, Stein J, Ulrich 8. Cancer Chemother
Pharmacol. 2011:67(5):1167-78.

j‘i‘awlik A, Stominska-Wojewddzka M, Herman-Antosiewicz A. Eur J Nutr, 2016;55(3):1165-80,

¥*Erzinger MM, Bovet C, Hecht KM, Senger S, Winiker P, Sobotzki N, Cristea S, Beerenwinkel N, Shay JW, Marra G,
Wollscheid B, Sturla SI. PLoS One. 2016:11(3):e0150219.

¥ Chen QH, Yu K, Zhang X, Chen G, Hoover A, Leon F, Wang R, Subrahmanyam N, Addo Mekuria E, Harinantenaina
Rakotondraibe L. Bioorg Med Chem Lett. 2015;25(20):4553-6.

3 Appari M, Babu KR, Kaczorowski A, Gross W, Herr L Int J Oncol. 2014:45(4):1391-400,

10



mechanizmu dziatania i interakeji sulforafanu z cytostykami w komérkach prawidtowych.
Takie badania pozwolityby jednoznacznie stwierdzié, czy sulforafan moze dzialaé
cytoprotekcyjnie w trakcie terapii. Dopiero dane opublikowane w 2015 roku wskazuja, ze
sulforafan moze pehni¢ taka rolg obnizajac kardiotoksyczno$é doksorubicyny w

kardiomioblastach ssaczych®”.

W momencie rozpoczynania przeze mnie badaf, ktére wehodza w zakres
przedstawianej rozprawy habilitacyjnej przeglad literatury pozwolit stwierdzié, Ze nawet
niewielka modyfikacja struktury sulforafanu istotnie zmienia jego aktywnosé biologiczng oraz
ze zwigzek ten moze oddzialywac ze zwiazkami bedacymi lekami, w tym cytostatykami,
zmieniajgc takze ich efektywnoséé w komérkach rakowych. Ponadto istniaty przestanki
literaturowe wskazujace, ze sulforafan w komérkach nowotworowych moze inaczej niz w
komoérkach prawidlowych regulowaé funkcje czynnika transkrypeyjnego NRF2, ktory jest
regulatorem systemu detoksykacji odpowiedzialnego za eliminacje lekéw z komérki. Dlatego
celem podjetych przeze mnie badan bylo zbadanie zaleznoéci aktywnosci izotiocyjanianow od
ich struktury, okreslenie wptywu nowych potaczen sulforafanu z lekami na funkcjonowanie
komorek nowotworowych, w szczegoélnoscei na funkcjonowanie sytemu detoksykacii i
okreslenie cytoprotekeyjnych whasnosci sulforafanu wobec komérek prawidtowych.
Obiektem dzialania tych zwiazkéw i ich potaczen mialy byé w szczegdlnosci komérki

prawidlowe i nowotworowe jelita grubego .

Hipoteza badawczg jakg przyjetam jest to, ze sulforafan lub jego analogi maja duzy
potencjat aby zwigkszy¢ skutecznoé¢ i bezpieczenstwo terapii przeciwnowotworowej. Aby

zweryfikowac te hipoteze za cel postawitam sobie odpowiedzie¢ na nastepujace pytania:

1. Jaki wplyw ma sulforafan, jego analogi oraz ich interakcje z innymi lekami na NRF2-
zalezne enzymy cytoprotekcyjne komérek nowotworowych i prawidlowych jelita
grubego;

2. Czy sulforafan moze pelnié role adjuwanta w chemoterapii nowotwordw — zwiekszaé
ochrong komorek prawidlowych i uwrazliwiaé komérki nowotworowe na dziatanie
lekdéw i zwigzkéw przeciwnowotworowych:

3. Czy nowe modyfikacje czasteczki sulforafanu pozwola uzyska¢ zwiazek o lepszych
wiasnosciach przeciwnowotworowych i jednoczesnie o niskiej toksycznosei wobec

komorek prawidtowych?

3 Singh P, Sharma R, McElhanon K, Allen CD, Megyesi JK, Bene H. Singh SP. Free Radic Riol Med. 2015;86:90-101.
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Omoéwienie wynikow

1. Jaki wptyw ma sulforafan, jego analogi oraz ich interakcje z innymi lekami na NRF2-
zalezne enzymy cytoprotekeyjne komérek nowotworowych i prawidtowych jelita
grubego [H2, H3, H7]?

Najnowsza literatura coraz wigcej uwagi po$wigca roli czynnika NRF2 w prewencji i
terapii nowotwordéw. Wykazano, Ze jego nadekspresja zwiazana jest ze ztymi rokowaniami i
wigkszym ryzykiem niepowodzenia terapii przeciwnowotworowej na skutek wzrostu
lekoopornosei komérek nowotworowych, zwigzane]j z podwyzszona ekspresja NRF2-
zaleznych genéw detoksykacyjnych. Z kolei w komérkach z obnizonym poziomem NRF2

obserwowano wzrost efektywnosci lekdéw przeciwnowotworowych.

W pracy H7 opisatam badania nad wplywem sulforafanu na czynnik jadrowy NRF2 i
wybrane sciezki sygnatowe, prowadzone jednoczesnie w komérkach prawidtowych i
nowotworowych jelita grubego. Nowotwory jelita grubego stanowia powazny problem
zdrowotny, czgsto rozpoznawane w poznym stadium sg jedna z najezestszych przyczyn
zgonow w Polsce i na $wiecie. Poniewaz Zrodlem sulforafanu jest dieta, moze on wehodzié w
bezpoéredni kontakt z tkankg jelita. Jako model badawczy postuzyty komérki jelita grubego:
prawidlowe — CRL-1790 oraz najczesciej badane linie komdrkowe nowotworowe

reprezentujgce gruczolakoraki HT-29 i Caco-2.

Wyniki opisane w pracy H7 wskazuja, ze wplyw sulforafanu na sciezke sygnatowa
NRF2-ARE byt inny w komérkach nowotworowych i prawidtowych. W komarkach
nowotworowych obserwowano translokacje NRF2 do jadra, co jest zgodne z klasyczng teorig
zaktadajaca translokacje NRF2 do jadra uwolnionego z kompleksu NRF2-KEAP. W
komérkach prawidlowych natomiast obserwowano jednoczesnie wzrost ekspresji genu
kodujacego biatko NRF2 (Rys. 5). To zjawisko jest zgodne z nowa hipoteza, ktora zaklada, ze
nastepuje synteza nowej puli biatka NRF2 i to ono translokuje do jadra.

12



37

2.
1

o .
|
24
.5’I . i 2
"25 5 1 25 5 10 25 5

y
05
0 10 pM

CRL1720 HT-29 Caco-2

lontala .
25 5 10 25 s 10 25 5 10

CRL1720 HT-29 Caco-2

HM

Rysunek 5. Wplyw sulforafanu (2.5-101M) na regulacje czynnika transkrypeyjnego NRF2 w
komoérkach nowotworowych (Caco-2 i HT-29) i prawidiowych (CRL-1790) jelita grubego. (A)
Krotno$¢ zmian ekspresji genu kodujgcego biatko NRF2 w stosunku do prébki kontrolnej, * - wyniki
statystycznie istotnie roézne od probki kontrolnej (p<0.05). (B) Obrazy mikroskopowe przedstaiwajgce
wplyw sulforafanu na lokalizacjg i poziom bialka NRF2. Zielona fluorescencja odpowiada
wyznakowanemu fluorescencyjnie biatku NRF2. Komérki kentrolne: widoczne puste jadra,
fluorescencja w cytoplazmie. Po 1 godzinie inkubacji: komérki nowotworowe — widoczny sygnal
fluorescencji w jadrze komérkowym, komérk prawidlowe - widoczny sygnat fluorescencji w jadrze
komérkowym, wzrost intensywnodci fluorescencji w cytoplazmie [H7].

W komérkach nietransformowanych CRL-1790 translokacja biatka NRF2 do jadra
powigzana byta z indukeja regulowanych przez nie gendw enzyméw NQO! i nalezacych do
rodziny MRP izoform MRP1 i MRP2. Izoformy te biora udziat w wydalaniu z komérki wielu
lekow przeciwnowotworowych np. winkrystyny czy daunorubicyny w postaci zwigzanej z
glutationem®. W komérkach nowotworowych sulforafan indukowat wzrost ekspresji genéw
NQOI i MRP2. Brak indukeji MRP1 obserwowany w komérkach nowotworowych przez
sulforafan nalezy uzna¢ za korzystny, poniewaz biatko to Jjest jednym z kluczowych dla
rozwoju opornoéci wielolekowej. Wykazatam, ze w tym aspekcie sulforafan wykazuje

selektywnosé.

** Leslie EM, Deeley RG, Cole SP. Toxicol Appl Pharmacol. 2005;204(3):216-37.
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze w komérkach jelita nietransformowanych
nowotworowo CRL-1790 sulforafan zwigkszyt aktywnos$é NRF2-zaleznych enzyméw
reprezentujgcych II i 11T fazg metabolizmu ksenobiotykéw, odpowiednio NQO1 i MRP.
Istotnym czynnikiem dla efektywnosci procesu detoksykacji jest wspétdziatanie tych obu faz,
a w szczegolnoscei ich jednoczesna indukcja. Wyniki opisane w pracy H7 wskazuja, ze
sulforafan wykazuje doskonate wiasnosci eytoprotekeyjne. Jest to bardzo istotne dla
prewencji nowotworow, z drugiej strony w przypadku chemoterapii moze wskazywaé na
potencjalne mozliwodci stosowania sulforafanu jako adjuwanta, ktéry redukowatby dziatania
niepozgdane terapii w komdrkach prawidlowych. Potwierdzaja to badania opisane w
publikacji H1, ktore wskazuja, ze sulforafan moze wykazywaé dziatanie antagonistyczne z 5-

fluorouracylem w komérkach prawidtowych.

Wyniki otrzymane dla komérek nowotworowych wskazuja, e sulforafan indukuje
aktywnos$¢ enzymu NQOIT w komérkach HT-29, a biatek transportowych MRP w komérkach
Caco-2. Cho¢ efekt ten nie obejmuje obu faz jednoczesnie moze byé odpowiedzialny za
powstawanie zjawiska opornosci wielolekowej, zwigzanej z przyspieszong eliminacja

cytostatykow z komaorki.

Poziom biatka NQO1 jest wyzszy w wielu typach nowotworéw niz w zdrowej tkance.
Obecnie w tym zjawisku upatruje sig szansy na opracowanie terapii wykorzystujacej NQO|1
do aktywacji prolekéw takich jak mitomycyna C czy pozyskany z kory drzewa lapacho B-
lapachon. W tym aspekcie wyniki opisane w H7 dla sulforafanu w komérkach HT-29 sa
bardzo obiecujgce, w szczegdlnodcei biorac pod uwage, ze poziomy aktywnosci NQO1
wyjsciowy i po dodaniu sulforafanu byly istotnie wyzsze niz w komérkach
nietransformowanych CRL-1790. Ponadto sulforafan nie wplywal na aktywnoé¢ biatka
transporotowego MRP w komérkach nowotworowych, a znaczgeo zwiekszal jego aktywnosé

w komoérkach prawidlowych zwiekszajac efektywnos¢ ich systemu detoksykacji.

Wyniki te wskazujg na wysoka selektywnos¢ sulforafanu w aspekcie wspomagania
takich terapii. Poszukiwanie zwigzkow, ktére moglyby selektywnie wspomagac dziatanie
cytostatykow ma ogromne znaczenie dla medycyny. Biorac pod uwage ze sulforafan jest
zwiazkiem dobrze przebadanym i dostarczanym od zawsze z dietg wyniki te moga mie¢

aspekt praktyczny.

Obecnie istotnym problemem zyskujacym coraz wigcej uwagi jest zjawisko interakcji

miedzy lekami, czy lekami i skfadnikami diety. W przypadku sulforafanu badania nad jego
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interakcjami dotycza gléwnie oddzialywan z substancjami pochodzenia naturalnego. Celem
badan opisanych w publikacjach H2 i H3 bylo okreélenie czy sulforafan lub jego analog z
dodatkowsg grupg -CH; moga wchodzié w interakcje z powszechnie przyjmowanymi lekami,
co w efekcie moze prowadzi¢ do zmiany aktywnodci wybranych enzyméw regulowanych
przez czynnik NRF2 bioracych udzial w metabolizmie ksenobiotykdw. Taki efekt moze mied

istotny wplyw na biodostepnos$é, a zatem efektywnosé dziatania lekow.

Do badan wybratam trzy leki nalezace do réznych klas BSC (Sysytem Klasyfikacji
Biofarmaceutycznej) — werapamil (Klasa I ), ketoprofen (klasa 1) i furosemid (klasa IV).
Werapamil, bloker kanatéw wapniowych, jest stosowany w leczeniu choréb
kardiologicznych. Lek ten jest tez blokerem transporteréw blonowych PGP i MRP.
Ketoprofen stosowany w reumatoidalnym zapaleniu stawéw w badaniach in vitro wykazat
zdolno$¢ do blokowania aktywnosci MRP2. Réwniez w przypadku furosemidu istnieja
doniesienia literaturowe Swiadczgce, ze znosi on oporno$¢ wielolekows poprzez wptyw na

funkcjonowanie PGP.

Do badan opréez sulforafanu wprowadzitam jego analog posiadajacy dhizszy taficuch
weglowy o jedng grupg -CH; (alyssin, Rys. 7), poniewaz w poprzednich badaniach zespotu

wykazano, ze wykazuje on obiecujace wiasnoéci chemoprewencyjne.

Pierwszym etapem badan bylo okreslenie wptywu badanych lekéw i ich podania z
izotiocyjanianami na wewnatrzkomorkows lokalizacje czynnika NRF2. Wéréd badanych
lekéw tylko furosemid i werapamil indukowaty translokacje czynnika NRF2 do jadra.
Sulforafan, ktéry jest uznanym induktorem translokacji NRF2 do jadra w obu przypadkach
powodowat zmniejszenie intensywnosci translokacji NRF2, co wskazuje na wystepowanie
antagonistycznych interakcji, ktére prowadzg do ostabienia efektu wywotanego przez leki. W

przypadku alyssinu nie obserwowano tak istotnego wptywu na lokalizacje NRF2.

Wyniki uzyskane dla NQO1 wskazuja na wystgpowanie addytywnych interakcji
migdzy werapamilem i ketoprofenem a sulforafanem w wyzszych stezeniach oraz si Inych
antagonistycznych interakeji w przypadku nizszych stezen sulforafanu (Rys. 6). Najnowsza
literatura okresla czasteczke sulforafanu jako zwiazek o wlasnoéciach hormetycznych, ktéra
kieruje komérke na droge $mierci lub promuje przezycie w zaleznodei od stezenia®”. Wyniki
opisane w pracy H3 wskazujg, Ze te hormetyczne wlasnosci odnosza sie réwniez do innych

parametréw komérkowych na przyklad NQO1.

* Pal 8, Konkimalla VB, Mini Rey Med Chem. 2016:16(12):980-95.
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W pozostatych przypadkach obserwowano tylko oddziatywania antagonistyczne -
pomigdzy furosemidem a sulforafanem niezaleznie od jego stezenia oraz pomiedzy
furosemidem i werapamilem a wyzszym stezeniem alyssinu. W kazdym z tych przypadkéw
obserwowano obnizenie aktywnodci NQO1, ktéra byta podwyzszana przez te leki.
Zeekpudsa® i wspoipracownicy wykazali, ze brak aktywnoéci NQO1 prowadzi do
zwigkszenia wrazliwosci komérek na terapeutyki w tym 5-fluorouracyl czy doksorubicyne.
W tym swietle wyniki uzyskane w pracy H2 i H3 nalezy uzna¢ za korzystne z punktu

widzenia uwrazliwiania komérek nowotworowych na terapie.

O bez SFN
& 825 uMSFN
010 uM SFN

200
180

140 . T L
120 o

2
|__:I__| BE-
1
[ —

8
=1

[ p]
[
i
|

[ B
o o9
I g
Fol
|

Aktywnost NQO1 w stosunku do kontroli (%)
=
|
]
m

A A A A P
kontrola  veraparil ketoprofen  furosemid

=

Rysunek 6. Wplyw sulforafanu (SFN) na aktywnosé¢ NQO1. * - wynik istotnie statystycznie rézny od
grupy kontrolnej, p<0.05, A- wynik dla komérek inkubowanych z lekiem i SFN istotnie statystycznie
rozny od wyniku uzyskanego dla samego leku (p=<0.05) [H3].

Kolejnym etapem badania byto okreslenie wptywu sulforafanu i jego analogu na
poszczegolne izoformy enzyméw z rodziny GST, ktdre katalizujg reakcje przytaczenia GSH
do elektrofilowych czasteczek, w tym lekdw i izotiocyjaniandw, ktore w tej formie sg
transportowane przez biatka MRP poza komarke. Do badan wybratam izoformy, ktorych
ekspresja wedtug danych literaturowych jest modyfikowana przez sulforafan - GSTMI1 i
GSTA3.

4 Zeekpudsa P, Kukongyiriyapan V., Senggunprai L, Sripa B, Prawan A. ] Exp Clin Cancer Res. 2014:33:11.
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Wyniki uzyskane w pracach H2 i H3 wskazujg na istnienie antagonistycznych
interakcji migdzy lekami a izotiocyjanianami, co prowadzi do niwelowania efektu lekéw
obnizajgcych ekspresj¢ GSTA3. Poziom ekspresji GSTMI jest czynnikiem determinujacym
oporno$¢ komorki na cytostatyki. Obserwowatam obnizenie poziomu ekspresji tego enzymu
przez sulforafan i jego analog w przypadku podania z ketoprofenem i furosemidem, co jest
efektem pozgdanym. Przeciwnie, alyssin indukowat wzrost ekspresji tego enzymu w
szczegdlnosei w przypadku werapamilu, co moze prowadzi¢ do zwigkszenia efektywnosdci

metabolizmu lekéw 1 szybszego wydalania ich z komérki.

Szybkod¢ wydalania ksenobiotykéw z komérki zalezy tez od funkcjonowania
enzymow III fazy metabolizmu ksenobiotykéw — biatek transportowych, w szczegélnosci
MRP ktore sg odpowiedzialne za transport koniugatéw z GSH poza komérke. Do badan
wlgczylam rowniez istotny z punktu widzenia opornosci wielolekowej transporter PGP, ktory
nie jest regulowany przez czynnik NRF2. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze
sulforafan i alyssin oddziatujac antagonistyczne z werapamilem i ketoprofenem wykazuja
wysoce niepozgdane wiasnosci poniewaz podnosza poziom ekspresji MRP1, ktéry jest silnie
obnizany przez te leki. W efekcie opornos¢ komoérek na dziatanie lek6w zostaje zwiekszona.
W przypadku PGP nie wykazano aby izotiocyjanany i badane leki wywieraty istotny wptyw

na jego funkcje.

Opisane w publikacjach H2 i H3 wyniki wskazuja na mozliwo$¢ istnienia
nieopisanych dotad interakeji spozywanego z dieta sulforafanu i jego analogu alyssinu z
powszechnie stosowanymi lekami. Oddziatywania te majg charakter najczescie
antagonistyczny, ale ich znaczenie jest rozne w zaleznosci od typu enzymu, oraz stezenia
izotiocyjanianu. Interakcje pomigdzy sulforafanem, jego analogiem a lekami w komérkach
nowotworowych jelita grubego Caco-2 moga zmienic¢ efektywnosé badanych oraz innych
przyjmowanych lekéw, poprzez zmiang tempa ich metabolizmu, co ma szczegdlne znaczenie
w przypadku opornosei na terapig przeciwnowotworows. Poréwnujac dwa badane
izotiocyjaniany nalezy stwierdzi¢, ze modyfikacja czasteczki prowadzi do zwigkszenia

efektow cytoprotekeyjnych, ktére w komérkach nowotworowych sa niepozadane.
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2. Czy sulforafan moze pehnic rolg adjuwanta w chemoterapii nowotworéw jelita
grubego — zwigksza¢ ochrong komérek prawidtowych i uwrazliwiaé komorki

nowotworowe na dziatanie lekéw i zwigzkéw przeciwnowotworowych [H1, H6, H8]?

Jedng ze strategii terapii przeciwnowotworowych jest poszukiwanie zwigzkow, ktére
dzialatyby synergistycznie ze znanym lekiem przeciwnowotworowym. W efekcie zwickszona
zostataby efektywnoéé jego dziatania i mozliwe byloby obnizenie dawki leku, co
zmniejszyloby jego dzialania niepozadane. Dodatkowo zwiazek o wiasnogciach
cytoprotekeyjnych wzgledem komorek prawidtowych dodatkowo umozliwiatby obnizenie

toksycznego wptywu lekéw przeciwnowotworowych na tkanke zdrowa.

Istniejg nieliczne doniesienia literaturowe opisujace synergistyczne oddziatywania
sulforafanu z lekami przeciwnowotworowymi, co pokazuje, ze ta grupa zwiazkéw moze mieé
takie potencjalne zastosowanie®'. Nadal sa poszukiwane nowe obiecujgce kombinacje, w
ktorych jedng z substancji aktywnych jest sulforafan lub jego analog. Brak jest w
pismiennictwie danych dotyczacych wptywu takich kombinacji na komérki prawidtowe.
Dlatego celem moich badan bylo sprawdzenie, czy sulforafan i jego analogi zmniejszaja
cytotoksycznos¢ innych zwigzkéw przeciwnowotworowych wobec komérek prawidlowych
oraz czy bedg wzmacniad ich dziatanie w komérkach nowotworowych. Zwiazek wykazujacy
takie dziatanie bylby doskonatym kandydatem na adjuwant do stosowania w terapii

nowotworow.

Aby stwierdzi¢, czy sulforafan i jego analogi wykazuja takie wiasnosci
przeprowadzitam badania nad wplywem sulforafanu i jego analogéw podanych w kombinagji
ze zwigzkami przeciwnowotworwowymi na wzrost i funkcjonowanie komérek
nowotworowych i prawidlowych. Typ interakcji zwigzkéw byl wyznaczany za pomocg
metody efektu mediany Chou-Talalaya®, w ktérej wyznaczony wspétezynnik CI (ang.
Combination Index, indeks kombinacji) pozwala oceni¢ rodzaj interakcji pomiedzy badanymi
zwigzkami: Cl| >1 oznacza antagonizm, CI <1 wskazuje na istnienie synergizmu, wartosci
posrednie oznaczaja wystgpowanie oddziatywan addytywnych. Wedtug definicji synergia lub
antagonizm to oddzialywanie, ktére powoduje, ze obserwowany efekt wspélnego podania

zwigzkow jest odpowiednio wigkszy lub mniejszy niz prosty addytywny efekt oczekiwany na

il Tseng E, Kamath A, Morris ME. Pharm Res. 2002:19(10):1509-15.
2 Chou TC, Talalay P, Adv Enzyme Regul. 1984;22:27-55.
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podstawie znajomosci efektu pojedynczych zwiazkéw™. Kharif* i wspotpracownicy
wskazali, ze antagonistyczne interakcje w komérkach prawidtowych sa wysoce pozadane

poniewaz maja charakter protekcyjny.

W pracy HI opisano wplyw sulforafanu i jego dwoch analogéw weglowych (Rys. 7)
na cytotoksycznosé 5-fluorouracylu wobec komérek prawidlowych. W badaniu wykorzystano

komérki modelowe - fibroblasty ptuc chomika chifiskiego V-79.

1

(':ls) N j; N N
HiCT 0 "Cag  HaC™ TG 0oy HeCT M TGS
1 2 3
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- alyssin (1-izotiocyjaniano-5-metylosulfinylopentan) 1
- izotiocyjanian-2-oksoheptylu 2
- izotiocyjanian-2-oksoheksylu 3

Rys.7. Struktury badanych analogéw sulforafanu.

5-fluorouracyl jest lekiem od lat stosowanym w terapii nowotworéw takich jak rak
Jelita grubego, piersi czy zotadka. Nalezy do grupy antymetabolitéw, jego mechanizm
dzialania polega na hamowaniu aktywnosci syntetazy tymidylowej oraz na trwatym
wbudowywaniu si¢ do DNA lub RNA. Posiada wiasciwosci proapoptotyczne oraz blokuje
fazg S cyklu komérkowego. Stosowanie 5-fluorouracylu jest jednak ograniczone przez jego
dziatania niepozadane: uszkodzenie szpiku kostnego, btony $luzowej ukiadu pokarmowego i

odrodkowego uktadu nerwowego.

W przypadku kombinacji 5-fluorouracylu z pochodnymi sulforafanu wykazatam, ze
cho¢ obserwowano nieznaczne spadki ilodei komérek zywych w populacii, catkowita liczba
komorek nie réznita sig w spos6b istotny od liczby komérek po podaniu samego cytostatyku,
a byla wyzsza niz po podaniu samego izotiocyjanianu. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
kombinacja 5-fluorouracylu z sulforafanem powoduje akumulacje komérek w fazie S, tak jak
w przypadku podania samego cytostatyku, podczas gdy podanie samego sulforafanu prowadzi
do nagromadzenia komorek w fazie G2/M. W przypadku najkorzystniejszej kombinacji — 5-
fluorouracylu z izotiocyjanianem — 2- oksoheptylu podanie jednoczesne tych dwéch

zwigzkow powodowato akumulacje komérek w fazie S i fazie G2/M., podcezas gdy podanie

* Foucquier J, Guedj M. Pharmacol Res Perspect. 2015:3(3):¢00149.
* Khafif A, Schantz SP, Chou TC, Edelstein D, Sacks PG, Carcinogenesis. 1998;19(3):419-24,
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pojedyncze 5-fluorouracylu i izotiocyjanianu prowadzito do akumulacji komérek w fazie S.
Obserwowana akumulacja komérek w fazach S i G2/M wskazuje na zwigkszenie tempa
proliferacji komérek, co wyjasnia dlaczego obserwowane efekty cytotoksyczne kombinacji

zwigzkow sg slabsze niz spodziewany efekt faczny (antagonizm dziatania tych zwiazkéw).

Otrzymane w pracy H1 wyniki wskazuja, ze sulforafan i badane analogi wykazuja
antagonistyczne interakcje w podaniu tagcznym z 5-fluorouracylem (CI=1), co prowadzi do
redukeji cytotoksycznych efektdw tacznego podania tych zwigzkow. Sposrod zwigzkow
najkorzystniejsze wyniki otrzymano dla analogu sulforafanu - izotiocyjanianu-2-oksoheptylu
(Rys. 8). Takie wlasnosci sg bardzo pozadane z punktu widzenia obnizania dziatan

niepozadanych terapii przeciwnowotworowych.
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Rysunek 8. Zaleznos¢ indeksu kombinacji (CI) dla 5-fluorouracylu i sulforafanu lub jego analogdw w
zaleznosci od wplywu kombinacji na zywotnoé¢ komérek prawidtowych pluca chomika chifiskiego V-

79 (frakcja komorek martwych). Indeks kombinacji (CI): =1 — antagonizm, <1 — synergizm, Cl=1 —
addytywizm.

W pracy H6 badatam efektywnos¢ sulforafanu i jego analogéw w kombinacjach ze
zwigzkiem o wiasnosciach przeciwnowotworowych w komorkach nowotworowych jelita
grubego HT-29. Do badan wybrano obiecujgcy polski preparat, o podobnym mechanizmie
dziatania do sulforafanu. Selol jest mieszaniana seleninotriglicerydow zawierajacych w swej

strukturze selen (IV). W badaniach in vivo wykazano, ze charakteryzuje si¢ niska
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toksycznoscia uktadowa®. Liczne badania in vitro nad mechanizmem dziatania wykazaly, ze
indukuje on stres oksydacyjny selektywnie w komérkach nowotworowych, konsekwencja
czego jest skierowanie komdrek na droge apopozy poprzez szlak zalezny od mitochondriéw*.
Selol ma zatem podobny mechanizm dziatania jak sulforafan, co stwarza nadzieje na

spotggowanie ich dzialania przeciwnowotworowego po podaniu tacznym.

Jednoczesnie celem prowadzonych badan bylo okreélenie przydatnoécei standardowo
stosowanych metod w badaniach cytotoksycznosci — MTT i CVS do badania interakeji
metodg Chau-Talalaya. Metoda MTT oparta jest o pomiar aktywnosci metabolicznej komérek
(dehydrogenaz wewnatrzkomorkowych). Zasada metody CVS to pomiar iloéci DNA poprzez

detekcje zwigzanego z nim barwnika.

Wyniki uzyskane metoda MTT dla kombinacji selolu z izotiocyjanianami wskazuja na
wystepowanie antagonistycznych interakcji, w szezegdlnodci dla analogéw sulforafanu —
izotiocyjanianu-2-oksoheptylu i izotiocyjanianu-2-oksoheksylu. Jednak wyniki uzyskane
metodg CVS, ktora jest niezalezna od aktywnosci metabolicznej komérek wskazuja na
wystgpowanie migdzy selolem a analogami sulforafanu interakcji o charakterze addytywnym
a w przypadku sulforafanu — synergistycznym. Wyniki uzyskane metodg CVS, wskazuja, ze
mieszaniny selolu i izotiocyjanianéw mozna uzna¢ jako obiecujace. Dla zwiazk6w takich jak
trastuzumab i genisteina czy zoledronat i docetaksel uzyskanie addytywnych interakeji w
badaniach in vitro przetozyto si¢ na wprowadzenie ich do terapii przeciwnowotworowych
stosowanych w przypadku nowotworéw sutka i prostaty’ ", Za najkorzystniejsza
kombinacje, dla kt6rej wykazano synergizm, a wige wzajemna intensyfikacje

cytotoksycznego dziatania nalezy uznaé mieszanine selolu z sulforafanem.

Powodem rozbieznosci w wynikach uzyskanych tymi dwiema metodami jest wplyw
badanych zwiazkéw na aktywnos¢ metaboliczng komérek, co prowadzi do btednej
interpretacji wynikéw badan otrzymanych metodg MTT. Uzyskane wyniki wskazuja, ze selol
obniza aktywnosci dehydrogenaz wewnatrzkomérkowych, a w przypadku izotiocyjanianow
wykazano, e izotiocyjanian 2- oklsoheptylu powoduje zwiekszanie tej aktywnosci. Te
odmienne wplywy na aktywnodc dehydrogenaz sa powodem, dla ktérego stosujac metode

MTT obserwowano antagonistyczne inetrakcje miedzy selolem i izotiocyjaniani.

:’ Jastrzebski Z, Czyzewska-Szafran H, Fijatek 7, Suchocki P, Fitak BA. Drugs Exp Clin Res. 1995:21(6):217-20.

¢ Suchocki P, Misiewicz I, Skupinska K, Waclawek K, Fijalek Z, Kasprzycka-Guttman T. Oncol Rep. 2007;18(4):893-9,
# Ullén A, Lennartsson L, Harmenberg U, Hjelm-Eriksson M, Kilkner KM, Lennerniis B, Nilsson S. Acta Oncaol,
2005;44(6): 644-30.
“® Lattrich C, Lubig I, Springwald A, Goerse R, Ortmann O, Treeck O. Anticancer Drugs. 2011;22(3); 253-61.
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Rownoczesnie badatam zdolnosé izotiocyjanianéw do wzmacniania dziatania
doksorubicyny w komérkach raka sutka MDA-MB-231 [H8]. Doksorubicyna, (8S-cis)-10-
[(3-amino-2,3,6-trideoksy-a-L-/z'foo-heksopiranozylo)--oksy]-7,8,9,10-tetrahydro-6.8,1 I-
trihydroksy-8-(hydroksyacetylo)-l-metoksy-5,12-naftaceno-dion, jest antybiotykiem z rzedu
antracyklin, stosowanym w leczeniu migdzy innymi raka piersi, jajnika, czy prostaty.
Mechanizm jej dziatania obejmuje interkalacje do DNA, co powoduje zatrzymanie podziatéw
komérkowych oraz wzrost poziomu wolnych rodnikéw, co indukuje proces apoptozy.
Mechanzim ten jest wige podobny do mechanizmu dziatania sulforafanu i jego analogéw co
wskazywalo, ze taka kombinacja moze wykazywaé zwiekszona aktywnoéé

Przeciwnowotworows.

Dzieki wspotpracy z dr hab. Mazurem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego, mieszaniny doksorubicyny z sulforafanem badz jego analogami udato sie
zamkng¢ w lecytynowych noénikach lekéw. Badania biologiczne tak opracowanych
formulacji bedacych przedmiotem zgloszenia patentowego [H8] wykazaty istnienie
korzystnych interakeji — synergistycznych (CI<1) w przypadku sulforafanu i addytywnych
(Cl= 1) w przypadku izotiocyjanianu-2-oksoheptylu, co wskazuje, ze te izotiocyjaniany
zwigkszajg efekt przeciwnowotworowy doksorubicyny (Rys 9). Ponownie okazalo sie, ze

najkorzystniejsze wlasnoéci sposrdd badanych zwiagzkéw wykazuje sulforafan,
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Rysunek 9. Zaleznosc¢ indeksu kombinacji (CI) dla doksorubicyny i (A) sulforafanu lub (B)
izotiocyjanianu 2-oksoheptylu zamknietych w liposomach w zaleznosci od wplywu kombinacji na
zywotnos¢ komérek raka piersi MDA-MB-231(frakcja komérek martwych). Indeks kombinacji (CI):
>1 — antagonizm, <1 — synergizm, Cl=1 — addytywizm [HS8].
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3. Czy nowe modyfikacje czasteczki sulforafanu pozwola uzyskac zwiazek o lepszych
wiasnosciach przeciwnowotworowych i jednoczesnie o niskiej toksycznogdci wobec
komarek prawidlowych [H1, H2, H3, H4, H5, H6]

Prowadzone przeze mnie badania na liniach nowotworowych jelita HT-29 i Caco-2
dla sulforafanu i jego trzech analogdw alyssinu, izotiocyjanianu-2-oksoheksylu i
izotiocyjanianu-2-oksoheptylu wykazaty, ze analogi w szczegéInosci posiadajace w swej
strukturze atom wegla zamiast siarki: izotiocyjanian-2-oksoheksylu i izotiocyjania-2-
oksoheptylu wykazuja zdecydowanie silniejsze wiasnoéci przeciwnowotworowe. Zmiana
struktury polegajaca na wydtuzeniu fancucha weglowego (alyssin) spowodowata tylko
nieznaczny wzrost aktywnosci biologicznej powstalej czasteczki [H2, H3, H5]. Wyniki te
wskazujg, ze wprowadzenie atomu wegla zamiast siarki w czasteczce sulforafanu wzmacnia
cytotoksyczne wiasnosci zwigzku, natomiast wydfuzenie faficucha weglowego nie odgrywa

tak znaczacej roli.

Aby ocenié, czy zwigzki wykazujg pozadane wilasnosci w perspektywie ich
przydatnosci dla terapii uznatam, ze konieczne jest okreglenie ich dziatania wobec komérek
prawidlowych. Badania takie dla wyzej opisanych analogéw sulforafanu prowadzitam
wykorzystujac fibroblasty pochodzace z ptue chomika chinskiego (V-79) standardowo
stosowane w tego typu badaniach [H1]. Wyniki tych badari pozwolity stwierdzi¢, ze
cytotoksycznos¢ sulforafanu jest porownywalna do efektu jaki na komérki prawidtowe
wywiera stosowany w lecznictwie cytostatyk 5-fluorouracyl, ktéry jest terapeutykiem o
szerokim spektrum dziafan niepozadanych. Pochodne o najwigkszej aktywnodci
przeciwnowotworowej wykazuja wigksza niz sulforafan cytotoksycznoé wzgledem komérek
prawidfowych. Wyniki te wskazuja ze sulforafan i jego pochodne zawierajace atomy wegla
charakteryzuje brak selektywnosci — wykazuja one cytotoksycznosé zaréwno wobec komérek
nowotworowych jak i prawidtowych. Zwigzkéw tych nie mozna zatem traktowaé jako

obiecujacych dla terapii przeciwnowotworowych.

Nastegpne badania majace na celu poszukiwanie czgsteczki selektywnej prowadzitam
we wspolpracy z zespotem prof.dr hab. Piotra Kietbasinskiego z Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi [H4, H6]. Znanym jest fakt, ze

wprowadzenie atomu fluoru do czasteczki sulforafanu podnosi jej aktywnoé¢ biologiczng ™,

* Hagmann WK. ] Med Chem. 2008:51(15):4359-69.
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Wiele zwiazkow stosowanych w terapiach przeciwnowotrworowych posiada fluor w swej
czgsteczee (np. S-fluorouracyl). W zespole profesora Kietbasiniskiego zsyntetyzowano trzy
analogi sulforaafnu w formie enancjomeréw. Nowo zsyntetyzowane zwiazki réznity sie od
czasteczki sulforafanu wprowadzeniem podstawnika fluorowego w miejsce metylowego jak

rowniez ilodcig grup CH, w faficuchu weglowym (Rys.6).
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Rys. 10. Struktury badanych fluorowych pochodnych sulforafanu.

W badaniach biologicznych prowadzonych przez mnie fluorowe analogi sulforafanu
byly testowane w komarkach czerniaka — nowotworu, ktéry jest najezestszg przyczyna
zgondw wsrod nowotwordw ztosliwych skory. Poszukiwanie rozwigzan pozwalajacych na
efektywne leczenie tego nowotworu, w szezeg6lnodci w p6zniejszych stadiach choroby ma
istotne znaczenie, zwazywszy na to, ze w ostatnich dziesiecioleciach obserwuje sie

gwattowny wzrost zachorowalnosci na tego typu nowotwory.

Podstawg przyjetej przeze mnie strategii bylo nie tylko wykonanie badan
przesiewowych okreslajacych efekt przeciwnowotworowy zwigzkow, ale rowniez ocena ich
cytotoksycznego wplywu na funkcjonowanie komérek prawidlowych — a wige okre$lenie
selektywnosci dziatania. Ten aspekt badan jest czesto pomijany w badaniach przesiewowych.
ktére skupiaja si¢ jedynie na ocenie zdolnosci zwigzku do blokowania wzrostu komérek
nowotworowych. Jako model badawczy wybratam komarki czerniaka MALME-3M i
fibroblasty MALME-3 pobrane ze skéry tego samego pacjenta. W celu okreélenia wiasnoéci
fluorowych pochodnych sulforafanu cytotoksycznosé zwigzkdw byta oceniana jednoczesnie
w obu liniach komérkowych.
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Rysunek 11. Wartosci wspélezynnika IC50 (stezenie zwigzku, dla ktérego zywotnosé komérek spada
o potowe) dla sulforafanu (1) i jego analogéw (2-4) w komérkach czerniaka MALME-3M i
fibroblastach skéry MALME-3, _ - brak efektu cytotoksycznego, *, *** - wyniki statystycznie istotnie
rézme (p<0.05,p<0.001) [H4].

Wyniki badan uzyskane po 48 godzinach inkubacji wskazuja, ze wprowadzenie
atomow fluoru do czgsteczki sulforafanu podniosto aktywnodé przeciwnowotworowa,
natomiast po dtuzszym czasie inkubacji aktywnos¢ analogéw byta poréwnywalna z
sulforafanem (Rys. 11). Zaobserwowatam natomiast, ze wydluzenie czasteczki poprzez
wprowadzenie grupy metylenowej wzmocnito przeciwnowotworowe wlasnodci zwigzku, co
bylo juz wezeéniej sygnalizowane w literaturze’ D.Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja
rowniez, ze cho¢ w przypadku sulforafanu konformacja absolutna jest czynnikiem
decydujgeym o aktywnosci biologicznej czasteczki, to oba izomery analogéw sulforafanu
wykazuja podobng aktywno$é. Powyzsze wyniki wskazuja. ze mechanizm dziatania i cele
molekularne sulforafanu i jego analogéw moga byé rézne. W przypadku komérek
prawidlowych obserwowatam taka samg zalezno$¢ aktywnosci zwigzku od jego struktury.
Tylko sulfotlenek 4-izotiocyjanianobutylowo 2°2°2’-trifluoroetylowy (3) wykazat stabszy
efekt wobec komérek prawidtowych, niz w stosunku do komérek nowotworowych i ten

zwigzek mozna uznaé za najbardziej obiecujacy analog, w odniesieniu do komérek czerniaka.

* Lui VW, Wentzel AL, Xiao D, Lew KL, Singh SV, Grandis JR. Carcinogenesis. 2003;24(10):1705-12.
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W trakcie planowania dalszej wspotpracy powstata koncepcja nowych analogéw
sulforafanu posiadajacych w swej strukturze atom selenu. Wyniki badan prowadzonych
przeze mnie nad oddziatywaniem analogéw sulforafanu i zwigzkiem selenu — selolem
wskazywaty, ze taka modyfikacja czasteczki sulforafanu moze okazaé sie korzystna. Zwiazki
selenu, w tym izotiocyjaniany sg znane jako efektywne przeciwutleniacze, wskazuje sie, ze
moga mie¢ réwniez dzialanie przeciwnowotworowe®', Ponownie, zespot prof.
Kietbasinskiego zsyntetyzowat serig nowych analogéw sulforafanu, w ktérych w miejsce
ugrupowania izotiocyjanianowego wprowadzono ugrupowanie izoselenocyjanianowe, a w
miejsce podstawnika S-metylowego wprowadzono ugrupowanie fluororganiczne (Rys.12).
Analogi sulforafanu posiadajace w swej strukturze zaréwno atomy selenu jak i fluoru nie byty

dotychczas przedmiotem badan.
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Rys.12. Struktury badanych fluorowych pochodnych izoselenocyjanianéw.

! Selenius M, Rundléf AK, Olm E, Fernandes AP, Bjtirnstedt M. Antioxid Redox Signal. 2010;12(7):867-80.
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Ponownie zajetam sig¢ przeprowadzeniem badan biologicznych. Bazujac na wynikach
badan wtasnych do badan zdecydowatam si¢ wprowadzi¢ dodatkowo linie komorkowe raka
sutka. Wybratam linie komérkowe reprezentujgce dwa podtypy. Jako model raka wrazliwego
na terapi¢ wybratam komoérki linii nowotworowej Mcf7 reprezentujace Typ luminalny A,
charakteryzujacy si¢ ekspresja receptoréw estrogenowych i progesteronowych, brakiem
nadekspresji receptora HER-2 (ludzki nabtonkowy czynnik wzrostu) oraz niska wartoscia
markera proliferacji Ki-67. Druga linia komérkowa MDA-MB-231 to model raka opornego
na terapig - potréjnie negatywny rak sutka (basal-like) charakteryzujacy sie brakiem
receptorow estrogenowych i progesteronowych oraz brakiem nadekspresji receptora HER-2.
Dodatkowo dla wybranych zwiazkéw przeprowadzono jak poprzednio badania na linii
czerniaka MALME-3M. Linia fibroblastéw jelitowych CRL-1790 stanowila model tkanki

zdrowe;j.

W przypadku pochodnych sulforafanu zawierajacych atomy selenu i fluoru
uzyskatam bardzo obiecujgce wyniki. W liniach komérkowych MALME-3M cytotoksyczno$é
zwiazkow byla dwu, a nawet trzykrotnie wyzsza w poréwnaniu do pochodnych
zawierajacych tylko atomy fluoru. Ponadto okazato sie, Zze pochodne te wykazuja silniejsze
wilasnosci przeciwnowotworowe wobec komorek raka sutka, niz w przypadku komérek

czerniaka.

Badane pochodne wykazywaly rézng aktywno$¢ biologiczng w zaleznodci od
struktury. Wraz ze zwigkszajacg sie liczbg atomow fluoru w czasteczee zwieksza sie jej
aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Dodatkowo zaobserwowatam, ze utlenienie siarki oraz
wprowadzenie dodatkowej grupy -CH; zwigkszyty aktywnos¢ powstatych czasteczek. Takie
wnioski dla izotiocyjanianéw zawierajacych w swej strukturze dodatkowy atom selenu
uzyskat réwniez Crampsie™ i wspétpracownicy w badaniach na liniach komorkowych
réznych nowotworéw. Wyniki wiasnych badan wskazuja jednak, ze wzrost cytotoksycznosei
zwigzku w nastgpstwie wprowadzenia do jego struktury grupy CH, byl réwniez obserwowany
w komérkach prawidtowych, co wskazuje ze ten kierunek modyfikacji czasteczki

izotiocyjanianu nie jest korzystny w kontekscie jego selektywnoéei.

Selektywnos¢ wedlug wielu badaczy jest najwazniejsza cecha w badaniach
rozwojowych leku. Wyniki badari opisane w H4 i H6 wskazuja, e sulforafan wykazywat

niska selektywnos¢. Natomiast wyniki otrzymane dla analogéw wskazuja, ze wprowadzenie

* Crampsie MA, Pandey MK, Desai D, Spallholz J, Amin S, Sharma AK. Chem Biol [nteract. 2012;200(1):28-37.
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do czgsteczki sulforafanu atoméw fluoru i selenu istotnie poprawilo selektywnogé zwigzku.
Najwigkszg selektywnoscia (indeks selektywnosci > 10) cechowat sig sulfotlenek 4—
izoselenocyjanianobutylowo—4'—fluorobenzylowy (8i). Co istotne zwiazek ten charakteryzuje
sig silniejszym dziataniem wobec komérek raka suka tréjnegatywnego MDA-MB-231 niz
wobec komérek lekowrazliwych Mcf7. Wstepne badania nad mechanizmem dziatania tego
analogu wykazaty, ze zwigzek ten redukuje liczbe komérek i indukuje proces apoptozy w
wigkszym stopniu w komérkach MDA-MB-231 niz Mcf7 (Rys 13). Wyniki tych badan
stanowily podstawg zgloszenia patentowego [H9]

Komdrki kontrolne

CRL-1790

Mcf7

MDA-MB-231

Rysunek 13. Zdjgcia mikroskopowe przedstawiajace wptyw sulforafanu (SFN) i jego analogu (8i) na
wzrost komérek prawidtowych (CRL-1790) i nowotworowych (Mcf7 i MDA-MB-231) oraz indukcje
apoptozy (fluorescencja zielona - fosfataydyloseryna po zewnetrznej stronie blony komérkowej jako
marker wezesnej apoptozy, fluorescencja czerwona — jodek propidyny barwiacy jadra martwych
komorek) [H6].

Uzyskane dane sa szczegolnie istotne z punktu widzenia terapii potrdjnie negatywnego
raka sutka. W przypadku tego typu nowotworu nie jest mozliwe wdrozenie terapii
hormonalnej lub celowanej. Stosowane sa leki toksyczne takie jak doksorubicyna czy

tamoksyfen, ktore cechuja si¢ powaznymi dziataniami ubocznymi. W badaniach in vitro w
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komorkach raka sutka indeks selektywnosci dla tych lekéw wynosi ponizej 27 jest wiec 5
razy gorszy niz dla badanych przeze mnie pochodnych sulforafanu. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze analogi sulforafanu zawierajace selen i fluor, w szczegdlnosci sulfotlenek 4—
izoselenocyjanianobutylowo—4"—fluorobenzylowy moga by¢ obiecujacymi kandydatami na

leki stosowane w terapii raka sutka, w tym réwniez potréjnie negatywnego.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazuja, ze charakter dziatania sulforafanu i jego
pochodnych nie jest jednoznaczny. Obserwowane w trakeie badan niekorzystne wiasnosci
sulforafanu w komérkach nowotworowych - zdoIno$¢ do aktywacji systemu detoksykacji i
niepozgdane interakcje z lekami wskazuja, ze powinno wprowadzi¢ sie wytyczne dla jego

bezpiecznego stosowania w trakeie terapii. Jednocze$nie uzyskane wyniki pozwalaja

stwierdzi¢, ze sulforafan lub jego analogi weglowe moga byé rozpatrywane jako kandydaci na

adjuwant w chemioterapii, a jego wybrane analogi zawierajace selen i fluor jako potencjalne,

nowe leki przeciwnowotworowe.

Najwazniejsze osiagniecia i wnioski z przeprowadzonych badan:

I Sulforafan wykazuje doskonale whasnodci cytoprotekeyine w komérkach

prawidlowych jelita grubego — zwicksza aktywnosci zaleznych od NRF2 enzymow 2 i

3 fazy metabolizmu ksenobiotykéw.

2. Sulforafan w sposdb selektywny wplywa na aktywnos¢ biatka transportowego MRP]

petnigcego kluczows role w eliminacji ksenobiotykéw komérki i rozwoju zjawiska

opornosei lekowej — podnosi jego ekspresje tylko w komérkach prawidlowych jelita

grubego.

* Weldon DJ, Saulsbury MD, Goh J, Rowland L, Campbell P, Robinson L, Miller C, Christian J, Amis L, Taylor N, Dill C,

Davis W Jr. Evans SL, Brantley E. Bioorg Med Chem Lett. 2014:24(15):3381-4.

* Badisa RRB, Darling-Reed SF, Joseph P, Cooperwood IS, Latinwo LM, Goodman CB. Anticancer Res. 2009:29(8):2993-

6.
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Wiasnosci sulforafanu w komérkach nowotworowych jelita grubego sa
niejednoznaczne i zalezg od badanej linii komérkowej. Indukeja aktywnosci MRP w
komorkach Caco-2 moze prowadzi¢ do zwiekszenia opornosci komarek na
chemioterapig. wzrost aktywnosci NQO1 i brak wptywu na aktywnosé MRP w
komérkach HT-29 moze sugerowac, ze sulforafan maglby znalezé zastosowanie w
innowacyjnych terapiach onkologicznych wykorzystujacych aktywno$é enzymu

NQOI, do przeksztalcania prolekéw w aktywne metabolity.

. Wykazano istnienie w komérkach nowotworowych jelita grubego Caco-2
nieopisanych dotad interakeji sulforafanu i jego analogu z wydluzonym tancuchem
weglowym z powszechnie stosowanymi lekami, prowadzgeych do zmiany aktywnosci
NRF2-zaleznych enzymo6w biorgcych udziat w metabolizmie lekéw. Oddziatywania te
maja charakter najczedciej antagonistyczny, ale ich znaczenie jest rézne w zaleznosci
od typu enzymu, oraz stgzenia izotiocyjanianu. Modyfikacja czasteczki sulforafanu
prowadzi do zwigkszenia wlasnoéci cytoprotekcyjnych, ktére w komorkach

nowotworowych sa niepozadane.

Sulforafan i jego weglowe analogi wykazuja w modelu komérek prawidlowych
antagonistyczne interakcje w podaniu tacznym z 5-fluorouracylem, co prowadzi do

redukeji cytotoksycznych efektéw tacznego podania tych zwigzkow.

. Interakcje miedzy sulforafanem, a doksorubicyng i selolem majg charakter synergizmu
i prowadza do zwigkszenia efektu przeciwnowotworowego kombinacji w komérkach
nowotworowych jelita grubego i sutka. Zgloszona zostata do Urzedu Patentowego RP

nowa strategia dla chemioterapii, w ktérej sulforafan petni rolg adjuwanta

Analogi sulforafanu zawierajace selen i fluor, w szczegdlnodei sulfotlenek 4—
1zoselenocyjanianobutylowo—4’—fluorobenzylowy moga byé kandydatami na nowe,
potencjalne leki stosowane w terapii raka sutka, w Fir~ o
szczegoblnoscei potrdjnie negatywnego. To rozwiazanie \Q-’E‘H;N“‘cqgﬂ

zostafo zgtoszone do Urzedu Patentowego RP. 8i
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IT1. Oméwienie pozostalych osiagnieé naukowo - badawezych (artystycznych).

1. Wykaz publikacji

a. Przed doktoratem

Badanie wlasnosci izotiocyjaniandw jako blokeréw metabolizmu wielopierécieniowych

weglowodoréw aromatycznych (tematyka doktoratu):

Skupinska K, Misiewicz I and Kasprzycka-Guttman T. Polycyclic aromatic
hydrocarbons: physicochemical proprieties, environmental appearance and impact on
living organisms. Acta Pol Pharm-Drug Research. 2004:61(3):233-240.

Skupinska K, Zylm M, Misiewicz | and Kasprzycka-Guttman T. Interaction of
anthracene and its oxidative derivatives with human serum albumin. Acta Biochim Pol.
2006;53(1):101-112.

Skupinska K, Misiewicz [, Kasprzycka-Guttman T. A comparison of the concentration-
effect relationships of PAHs on CYP1A induction in HepG2 and Mcf7 cells. Arch Tox.
2007:81(3):183-200.

Badanie wiasnosci proapoptotycznych i detoksvkacvinveh sulforafanu:

4,

6.

Misiewicz I, Skupinska K and Kasprzycka-Guttman T. Sulforaphane and 2-oksoheksyl
isothiocyanate induce cell growth arrest and apoptosis in L-1210 leukemia and ME-18
melanoma cells. Oncol Rep. 2003;10(6):2045-2050.

Misiewicz I, Skupiriska K, Kowalska E, Lubinski J, Kasprzycka-Guttman T.
Sulforaphane-mediated induction of phase 2 detoxifying enzyme NAD(P)H: quinone
reductase and apoptosis in human lymphoblastoid cells. Acta Biochim Pol.
2004:;51(3):711-721.

Misiewicz I, Kozar A, Skupifiska K, Kowalska E, Lubinski J. Kasprzycka-Guttman T.
Inhibition of cell cycle and induction of apoptosis by suforaphane in cell lines carrying
various inherited BRCA1 mutations. Oncol Rep. 2005;13(4):659-665.

Misiewicz I, Kozar A, Skupiniska K, Kowalska E, Lubinski J, Kasprzycka-Guttman T.
Inhibition of cell eycle and induction of apoptosis by 2-oxoheksyl isothiocyanate and
alyssin in cell lines carrying various inherited BRCA 1 mutations. Drug Dev Res.
2005:65(2):84-92.
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8. Misiewicz I, Skupifiska K and Kasprzycka-Guttman T. Differential response of human
healthy lymphoblastoid and CCRF-SB leukemia cells to sulforaphane and its two
analogues: 2-oxohexyl isothiocyanate and alyssin. Pharmacol Rep. 2007;59(1):80-87.

Badanie mechanizmu dziatania lekdw 1 zwiazkow przeciwnowotworowvch:

9. Suchocki P, Misiewicz I, Skupinska K, Waclawek K, Fijalek Z, Kasprzycka-Guttman T.
The activity of Selol in multidrug-resistant and sensitive human leukemia cells. Oncol
Rep. 2007;18(4):893-899.

10. Gruber BM, Anuszewska EL, Bubko I, Kasprzycka-Guttman T, Misiewicz I, Skupiniska
K, Priebe W, Fokt I. Constitutive activation of transcription factor NFkB as a possible
marker of sensitivity of neoplastic cells to anthracyclines. Acta Pol Pharm-Drug
Research. 2005:62(1):17-23.

11. Gruber BM, Anuszewska EL, Bubko I, Kasprzycka-Guttman T, Misiewicz I, Skupifiska
K, Fokt I, Priebe W. NFkB activation and drug sensitivity in human neoplastic cells
treated with anthracyclines. Acta Pol Pharm-Drug Research. 2008;65(2):267-271.

b. Po doktoracie (poza cyklem habilitacyjnym)

Badanie wlasnosci izotiocvianiandéw jako blokeréw metabolizmu wielopierécieniowyveh

weglowodoréw aromatycznych (tematvka doktoratu):

I, Skupinska K, Misiewicz-Krzeminska [, Lubelska K, Kasprzycka-Guttman T. The effect
of isothiocyanates on CYP1A1 and CYP1A2 activities induced by polycyclic aromatic
hydrocarbons in Mcf7 cells. Toxicol In Vitro, 2009;23(5):763-771.

2. Skupinska K, Misiewicz-Krzeminska I, Stypulkowski R, Lubelska K, Kasprzycka-
Guttman T. Sulforaphane and its analogues inhibit CYP1A1 and CYP1A2 activity
induced by benzo[a]pyrene. J Biochem Mol Toxicol. 2009;23(1):18-28.

Badania nad nowvmi nosnikami lekow:

4. Kijewska K, Glowala P, Wiktorska K, Pisarek M, Stolarski J, Kepinska, D, Gniadek M,
Mazur M. Bromide-doped polypyrrole microcapsules modified with gold nanoparticles.
Polymer. 2012;53(23):5320-5329.

5. Kijewska K, Jarzebinska A, Kowalska J, Jemielity J, Kepinska D, Szczytko J, Pisarek M,
Wiktorska K, Stolarski J, Krysinski P, Twardowski A, Mazur M. Magnetic-Nanoparticle-
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Decorated Polypyrrole Microvessels: Toward Encapsulation of mRNA Cap Analogues.
Biomacromolecules, 2013;14(6):1867-1876.

Kijewska K, Glowala P, Kowalska J, Jemielity J, Kaczynska K, Janiszewska K, Stolarski
J, Blanchard GJ, Kepinska D, Lubelska K, Wiktorska K, Pisarek M, Mazur M. Gold-
decorated polymer vessel structures as carriers of mRNA cap analogs. Polymer.
2015:57:77-87.

Badania nad nowymi lekami i terapiami przeciwnowotworowvmi:

T

10.

1.

13.

14.

Misiewicz-Krzeminska I, Skupinska K, Graczyk A, Kasprzycka-Guttman T. Influence of
protoporphyrin IX amino acid substituents on affinity to human breast adenocarcinoma
MCEF-7 cells. Biotech Histochem. 2009;84(1):17-23.

Suchocki P, Misiewicz-Krzeminska I, Skupinska K, Niedzwiecka K, Lubelska K, Fijalek
Z, Kasprzycka-Guttman T.: Selenitetriglicerydes affect CYP1A1 and QR activity by
involvement of reactive oxygen species and Nrf2 transcription factor. Pharm Rep.
2010;62(2): 352-336.

Nowak-Stepniowska A, Wiktorska K, Matecki M, Romiszewska A, Padzik-Graczyk A.
Cytotoxicity of PP(Arg)(2)- and Hp(Arg)(2)-mediated photodynamic therapy and early
stage of apoptosis induction in prostate carcinoma in vitro. Acta Biochim Pol.
2011:58(4):497-505.

Nowak-Stepniowska A, Matecki M, Wiktorska K, Romiszewska A, Padzik-Graczyk A.
Inhibition of cell growth induced by photosensitizer PP(Arg)2-mediated photodynamic
therapy in human breast and prostate cell lines. Part I. Photodiagnosis Photodyn Ther.
2011;8(1):39-48.

Krogul A, Cedrowski J, Wiktorska K, Ozimifiski WP, Skupiniska J, Litwinienko G.
Crystal structure, electronic properties and cytotoxic activity of palladium chloride
complexes with monosubstituted pyridines. Dalton Trans. 2012:41(2):658-666.

. Nowak-Stgpniowska A, Wiktorska K, Malecki M, Milczarek M, Lubelska K, Padzik-

Graczyk A. Cytotoxicity of PP(Arg)2- and PP(Ala)2(Arg)2-based photodynamic therapy
and early stage of apoptosis induction in human breast cancers in vitro. Acta Biochim
Pol. 2012;59(4):603-611.

Krogul A, Cedrowski J, Wiktorska K, Oziminski WP, Skupifiska J, Litwinienko G.
Biological activity of Pd(II) complexes with mono- and disubstituted pyridines-
Experimental and theoretical studies. Bioorg Med Chem Lett. 2013:23(9):2765-2768.

Naumczuk B, Wiktorska K, Lubelska K, Kawecki R, Bocian W, Bednarek E,
Sitkowski J, Chilmonczyk Z. Kozerski L. New generation of camptothecin derivatives
spontaneously alkylating DNA. New J Chem. 2016; 40(9): 7978-7985.
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15

16.

Drozd E, Krzyszton-Russjan J, Marczewska J, Drozd I, Bubko I, Bielak M, Lubelska
K. Wiktorska K, Chilmonczyk Z, Anuszewska E, Gruber-Bzura B. Up-regulation of
glutathione-related genes, enzyme activities and transport proteins in human cervical
cancer cells treated with doxorubicin. Biomed Pharmacother. 2016:83:397-406.

Misiewicz-Krzeminska I, Sarasquete ME, Vicente-Duefias C, Krzeminski P, Wiktorska
K, Corchete LA, Quwaider D, Rojas EA, Corral R, Martin AA, Escalante F, Barez A,
Garcia JL., Sdnchez-Gareia 1, Garcia-Sanz R, San Miguel JF, Gutiérrez NC. Post-
transcriptional Modifications Contribute to the Upregulation of Cyelin D2 in Multiple
Myeloma. Clin Cancer Res. 2016:22(1):207-217.

Inne:

17.

18.

1

Wiktorska K. Mikroskopia konfokalna w naukach farmaceutycznych. Gazeta
Farmaceutyczna. 2010;X1X: 30-33.

Mazur P, Magdziarz T, Bak A, Chilmonczyk Z, Kasprzycka-Guttman T, Misiewicz-
Krzeminska I, Skupiniska K, Polanski J. Does molecular docking reveal alternative
chemopreventive mechanism of activation of oxidoreductase by sulforaphane
isothiocyanates? J Mol Model. 2010:16(7):1205-1212.

Rozdzialy w ksigzkach

Misiewicz I, Skupinska K: Odpady stale, ciekte i gazowe. Zapobieganie, powstawanie,
utylizacja. Wydanie 1. Warszawa: Oficyna Wydawnicza Forest, 2009, 978-83-60450-11-
6. Odpady szpitalne, 155-173.

Zgloszone i uzyskane patenty

Kasprzycka-Guttman T, Fijalek Z, Litwinienko G, Misiewicz I, Skupinska K. Nowe
zwigzki, analogi sulforafanu i srodek farmaceutyczny. PL 209623 B1, ztozony
24.11.2004, przyznano 30.09.2011, WUP 09/11.

Kozerski L, Kawecki R, Naumczuk B, Hyz K, Bocian W, Sitkowski J, Bednarek E,
Wiktorska K, Lubelska K. Derivatives of camptothecin, a method of producing them
and their use. Zgloszenie patentowe: EP2912039 (25.10 2013), US20150266888 (25.10
2013) WO2014064654 (25.10 2013), P401 345 (25.10.2012).
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3. Cierpiat T, Kietbasifiski P, Luczak J, Wiktorska K, Sliwka L, Chilmonczyk Z,
Milczarek M, Karwowska K. Nowe analogi sulforafanu, ich prekursory, sposéb ich
wytwarzania, ich zastosowanie oraz posta¢ farmaceutyczna. Zgloszenie patentowe: P-
414576 (27.10.2015).

4, Wiktorska K, Sliwka L, Krug K, Mazur M, Chilmonczyk Z. Formulacja
farmaceutyczna zawierajgca izotiocyjaniany i doksorubicyne do zastosowania w
leczeniu nowotworow. Zgloszenie patentowe: P. 414021 (25.10.2015).

Kierowanie i udzial w projektach badaweczych

2015/17/N/ST4/03926 Wielofunkcyjne czastki hybrydowe do zastosowar w teranostyce.
NCN, 2016-2018.

N2012/07/N/ST4/01836: Nano- i mikrokapsulki z polipirolu jako potencjalne nosniki w
kontrolowanym dostarczaniu lekéw. NCN, 2013-2016.

2012/05/N/NZ5/02634 Badanie wplywu izotiocyjanianéw na wladciwosci cytostatyczne i
cytotoksyczne 5-fluorouracylu w komorkach nowotworowych in vitro. NCN, 2013-2015.

R13009706: Badania nad opracowaniem metod alternatywnych do badan nad
biodostgpnoécia lekéw. NCBIR, 2009-2012.

N405302236: Badania interakcji pomiedzy sulforafanem a wybranymi lekami na
podstawie badan in vitro na uktadzie modelowym. NCN, 2009-2011. Kierownik

N 404 047 32/1119: Izotiocyjaniany jako blokery metabolizmu wielopierécieniowych
weglowodorow aromatycznych. KBN, 2007-2008. Kierownik

2POSF 01927 Badanie wiasnodci chemoprewentywnych i mechanizmu dziatania
analogéw sulforafanu. KBN, 2004-2007.

2P0SF 05427 Badanie cytotoksycznosci Selololu na komérki wykazujace Opornosé
wielolekowa. KBN, 2004-2007.

Wspdélpraca naukowa

Zakiad Technologii Optoelektronicznych Instytut Optoelektroniki Waojskowa Akademia
Techniczna, prof. dr hab. A. Graczyk, dr A. Stepniewska

— badanie whasnosci antyproliferacyjnych protoporfiryn syntetyzowanych i
opracowanych w WAT (publikacje — I11.1.b: 1,9,10,12)
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L

Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, dr Agnieszka Krogul

— badanie wiasnosci przeciwnowotworowych pochodnych palladu (publikacje — 111.1.b:
11,13)

Wydzial Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, dr hab. M. Mazur

—mikroskopowe badanie jakoéci mikrokapsutek do transportu lekéw, badanie ich
wiasnosci cytotoksycznych i penetracji komérkowej (publikacje — I11.1.b: 4.5.,6, patent
—>» H8).

Wydzial Farmaceutyczny Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, dr hab. P.
Suchocki

— badania wlasnosci przeciwnowotworowych selolu (publikacje — I11.1.a: 9, II1.1.b: 8,

H5), opiekun, promotor pomocniczy prac magisterskich i doktorskich (= punkt I11.2 i
I11.3)

Zaktad Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych (CBMM) PAN w Lodzi,
prof. dr hab. P. Kietbasinski

— badanie wlasnosci przeciwnowotworowych nowych pochodnych sulforafanu
syntetyzowanych w CBMM (publikacje — H4, H7, patent — H9)

Instytut Chemii Organicze], Zakiad Lekéw Sfatszowanych i Uzywek NIL, prof. dr hab.
L. Kozerski

- badanie wiasnosci przeciwnowotworowych pochodnych kamptotecyny
syntetyzowanych w ICHO, (publikacja — I11.1.b: 14, patent — 111.2:2)

Servicio de Hematologia, Hospital Universitario, Salamanka, Hiszpania, dr Irena
Misiewicz-Krzeminska

- mikroskopowa identyfikacja izoform mRNA cykliny D, (CCND2) w szpiczaku
mnogim (publikacja — IIL.1.b: 16).

. Nagrody i stypendia

Best Poster Award — International Conference on Enzyme Technology, Varadero, Cuba
20-23.06.2007

Stypendystka programu Pomost (wsparcie dla kobiet w cigzy), C/28. FNP, 09.2010-
02.2011.
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6. Szkolenia naukowe:

1. The Third International School of Cytometry, Uniwersytet Jagielonski, Krakow. 26-
31.10. 2002

2. Techniki immunocytochemiczne i hybrydyzacji in situ na poziomie mikroskopu,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun. 2 - 4. 02. 2009

3. lst European short course on "Time-Resolved Microscopy and Correlation
Spectroscopy", PicoQuant GmbH, Berlin, Niemcy. 17— 19. 02. 2009.

7. Podsumowanie dorobku

PRZED DOKTORATEM (11) PO DOKTORACIE (25)
IF MNiSW IC IF MNiSW| IC

Oryginalne
pelnotekstowe 11.624 134 117.64| 64.196 641 84,99
prace naukowe
Opisy przypadké6w
Prace poglgdowe i 5 6,97 - 6 4,09
RAZEM 11.624 139 124,61 | 64,196 647 89.08

Lacznie:
[F=75,820; MNiSW = 786; IC = 213,69

LICZBA CYTOWAN z bazy Web of Science z dn. 6.03.2017, (bez autocytowafi) = 204
Indeks Hirscha z bazy Web of Science z dn. 6.03.2017=10

II1. Dzialalno$é dydaktyezna i popularyzatorska

1. Recenzje prac naukowych

3 recenzje (Studies in Natural Products Chemistry, Food and Chemical Toxicology, Disease

Markers)
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Opieka nad doktorantami

Promotor pomocniczy:

L.

mgr Aleksandra Dgbrowska: Nowe zwiazki anty-HIV. Aktywnoé¢ i mechanizm dziatania
—modelowanie molekularne, synteza, badania biologiczne. Wydziat Farmaceutyczny
Warszawski Uniwersytet Medyczny. 2016 -

. mgr Lidia Sliwka. Biologiczne interakcje Selolu z izotiocyjanianmi. Wydziat

Farmaceutyczny Warszawski Uniwersytet Medyczny. 2015 -

Opiekun naukowy:

1

2

. mgr Pamela Krug: Nosniki lekdw antynowotworowych do terapii celowane;.

Migdzywydzialowe Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie w zakresie nauk
Matematyczno-Przyrodniczych. 2015-

Opieka nad studentami

Promotor prac magisterskich:

1.

Karolina Zakrzewska: Badanie interakcji izotiocyjanianéw z 5 — fluorouracylem w linii
komorkowej raka prostaty PC-3, Wydziat Rolnictwa i Biologii SGGW. 2009-2010.

Dominika Rogulska: Wydziat Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu
SGGW. 2016-

Opiekun prac magisterskich:

1.

Monika Zylm: Wyznaczanie stalych wiazania antracenu i jego pochodnych tlenowych z
albuming. (Wydziat Chemii UW), 2004.

Anna Adamiec: Wptyw sulforafanu na aktywnoé¢ enzyméw 1 fazy indukowang
zwigzkami aromatycznymi w komérkach ludzkiej hepatomy. (Wydziat Farmaceutyczny
WUM), 2005.

Rafal Styputkowski: Zastosowanie analogéw sulforafanu jako inhibitoréw aktywnosci
enzymow cytochromu P450. (Wydzial Chemii UW), 2006.

Karolina Wactawek: Ocena cytotoksycznoséci Selolu 5% 1 7% na komérkach linii HL-60,
HL-60/DOX i HL-60/VINC. (Wydziat Farmaceutyczny WUM), 2006

38



5. Marta Kargol: Kompleksy chlorku palladu z podstawionymi pirydynami-aktywnogé
katalityczna i cytotoksyczna (Wydziat Chemii UW), 2008

6. Malgorzata Blaszczyk: Wyznaczanie stalych wiazania izotiocyjanianéw z biatkiem na
przyktadzie albuminy. (Wydzial Chemii UW) 2008

7. Marek Papaj: Badanie wiasciwosci chemoprewentywnych izotiocyjanianéw na linii
komorkowej MDA-MB-231 pozbawionej receptora estrogenowego. (Wydziat
Farmaceutyczny WUM), 2009.

8. Jakub Cgdrowski: Aktywno$¢ przeciwnowotworowa zwiazkéw kompleksowych palladu
(IT) o budowie ptaskiego kwadratu. (Wydziat Chemii UW), 2011

9. Alicja Blichta: Aktywnos¢ antyproliferacyjna i mechanizm dziatania kombinacj
izotiocyjanianow i S-fluorouracylu w komorkach raka piersi. (Wydziat Farmaceutyczny
WUM), 2014

10. Magdalena Wesotowska: Badanie interakcji Selolu 5% z izotiocyjanianami w linii
komorkowej raka jelita grubego HT-29. (Wydziat Farmaceutyczny WUM), 2014

11. Maksym Zegota: Badanie interakeji Selolu z izotiocyjanianami wobec linii
komoérkowych raka jelita grubego Caco-2 oraz raka piersi MCF-7. (Wydziat
Farmaceutyczny WUM),2014

12. Malgorzata Danielak: Badanie interakcji Selolu z izotiocyjanianami wobec linii

komorkowych raka piersi MDA-MB-231 oraz komérek prawidiowych CRL-1790.
(Wydziat Farmaceutyczny WUM), 2015

13. Pamela Krug: Opracowanie i ocena aktywnosci przeciwnowotworowej nognikow
lipidowych zawierajacych nowe potaczenia cytostatykéw z Selolem i izotiocyjanianami.
(Wydzial Chemii UW), 2015

14. Katarzyna Karwowska: Badanie wiasnosci przeciwnowotworowych nowej klasy
zwigzkow siarkowych i fluorowych, pochodnych izoselenocyjanianow. (Wydzial
Farmaceutyczny WUM), 2015

3. Uczestnictwo w konferencjach

Autor i wspétautor ponad 50 doniesieri na 15 konferencjach migdzynarodowych i 11
krajowych:

Konferencje miedzynarodowe:

1. Skupiriska K, Bojarska E, Misiewicz I, Kasprzycka-Guttman T. Determination of the
Affinity of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons toward Serum Albumin. 8th International
Congress on Amino Acids and Protein, Rzym, Wiochy, 5-9 wrzesnia 2003
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10.

11.

13.

Misiewicz L., Skupinska K. and Kasprzycka-Guttman T.Effect of sulforaphane on human
lymphoblastoid cells. 8th International Congress on Amino Acids and Protein, Rzym,
Wtochy, 5-9 wrzeénia 2003

Misiewicz 1, Skupinska K, Kasprzycka-Guttman T. The influence of BRCA1 mutation on
the response of cells to chemopreventive substances. 30th Congress of the Federation-of-
European-Biochemical-Societies (FEBS)/9th IUBMB Conference, Budapeszt, Wegry, 2-
5 lipca 2005

Skupifiska K, Misiewicz I, Kasprzycka-Guttman T. CYP1A1 and CYP1A2 enzymes
induction in Mcf7 cells after exposure to various polycyclic aromatic hydrocarbons. 5th
Parnas Conference 'Molecular Mechanisms of Cellular Signaling'. Kijéw, Ukraina, 26-29
kwietnia 2005

Misiewicz I, Skupiniska K, Kasprzycka-Guttman T. Differential response of human
healthy lymphoblastoid and ccrf-sb leukemia cells to sulforaphane and its two analogues:
2-oxoheksyl isothiocyanate and alyssin. 5th Parnas Conference 'Molecular Mechanisms
of Cellular Signaling', Kijéw, Ukraina, 26-29 kwietnia 2005

Skupinska K, Misiewicz 1, Kasprzycka-Guttman T. Isothiocyanates inhibit CYP1A1 and
CYP1A2 enzymes induced by polycyclic aromatic hydrocarbon. International Conference
on Enzyme Technology Relatenz 2007, Varadero, Kuba, 20-23 czerwca 2007

Misiewicz 1, Skupiniska K, Kasprzycka-Guttman T. Differences in the mechanism of
phase II induction in lymphocytes and leukemia. International Conference on Enzyme
Technology Relatenz 2007, Varadero, Kuba, 20-23 czerwca 2007

Misiewicz-Krzeminska I, Skupinska K, Kasprzycka-Guttman T. The differences in
chemopreventive activity of structurally-related isothiocyanates. 12th World Congress on
Advanced in Oncology and 10th International Symposium on Molecular Medicine and
Chemoprevention, Hersonissos, Grecja, 11-13 pazdziernika 2007

Skupinska K, Misiewicz I, Kasprzycka-Guttman T. The effect of sulforaphane and its two
synthetic analogues on cyplal and cypla2 activity. 12th World Congress on Advanced in
Oncology and 10th International Symposium on Molecular Medicine and
Chemoprevention, Hersonissos, Grecja, 11-13 pazdziernika 2007

Misiewicz-Krzeminska I, Skupinska K, Lubelska K, Kasprzycka-Guttman T. Molecular
targets of sulforaphane and its analogues .(wystapienie ustne) 13th World Congress on
Advances in Oncology and 11th International Symposium on Molecular Medicine,
Hersonissos, Grecja, 9-11 pazdziernika 2008

Skupinska K, Misiewicz-Krzeminska |, Lubelska K, Kasprzycka-Guttman T. Inhibition
of catalytic activity of cyplal and cypla2 enzymes by isothiocyanates. 13th World
Congress on Advances in Oncology and | Ith International Symposium on Molecular
Medicine, Hersonissos, Grecja, 9-11 pazdziernika 2008

. Skupinska K, Misiewicz — Krzeminska I, Kasprzycka- Guttman T. Detection of

polycyclic aromatic hydrocarbons in live cells. Focus On Microscopy, Krakow, 5-8
kwietnia 2009

Skupinska K, Lubelska K, Misiewicz I, Kasprzycka-Guttman T. Isothiocyanates as
chemopreventive agents against polycyclic aromatic hydrocarbons. Natural Compounds
in Cancer Prevention and Treatment, Smolenice Castle, Stowacja, 13-15 pazdziernika
2009 (wystgpienie ustne)
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23,

24,

Lubelska K, Skupinska K, Misiewicz I, Kasprzycka-Guttman T. Sulforaphane and alyssin
as chemopreventive agents. Natural Compounds in Cancer Prevention and Treatment,
Smolenice Castle, Stowacja, 13-15 pazdziernika 2009

Milezarek M., Misiewicz 1., Skupiniska K., Lubelska K., Kasprzycka-Guttman T.
Analysis of interaction of isothiocyanates witth 5-fluorouracyl in Chinese Hamster Lung
Fibroblasts cell Line. Natural Compounds in Cancer Prevention and Treatment,
Smolenice Castle, Stowacja, 13-15 pazdziernika 2009

Milczarek M, Wiktorska K, Lubelska K, Sliwka L., Matosiuk D, Chilmonczyk Z.
Selective, synergic and additive interaction types between 5-fluorouracil and 2-oxohexyl
isothiocyanate after sequential treatment in colon cancer cell lines. 16th World Congress
on Gastrointestinal Cancer, Barcelona, Hiszpania, 25-28 czerwca 2014

Sliwka L, Lubelska K, Milczarek M, Mielczarek S, Gilbert A, Flis A, Suchocki P,
Wiktorska K. Combined administration of 5-fluorouracil as well as 2-oxohexyl
isothiocyanate with selol give synergistic toxic effect on HT -29 colorectal cancer cell
lines. 16th World Congress on Gastrointestinal Cancer, Barcelona, Hiszpania, 25-28
czerwca 2014.

Lubelska K, Wiktorska K, Sliwka L, Milczarek M, Chilmonczyk Z. Isothiocyanates are
chemopreventive compounds and reduce the MDR phenomenon - study on normal and
colon cancer cells. 16th World Congress on Gastrointestinal Cancer, Barcelona,
Hiszpania, 25-28 czerwca 2014

Sliwka L, Milczarek M, Mielczarek S, Lubelska K, Danielak M, Zegota M, Suchocki P,
Wiktorska K. The synergic and additive interaction between Selol and sulphoraphane in
breast and colon cancer cell lines. 9th International Conference of Anticancer Research,
Sithonia, Grecja, 6-10 pazdziernika 2014.

Lubelska K, Wiktorska K, Milczarek M, Sliwka L. Chilmonczyk Z. New analog of
sulforaphane — ITC 2-oxoheptyl reduce the MDR phenomenon - study on normal and
colon cancer cells. 9th International Conference of Anticancer Research, Sithonia,
Grecja, 6-10 pazdziernika 2014

Milczarek M, Wiktorska K, Sliwka L, Lubelska K. Dabrowska K, Matosiuk D,
Chilmonczyk Z. The mechanism of synergism between 5-fluorouracil and 2-oxohexyl
isothiocyanate in the colon cancer cell Line HT-29. Ninth International Conference of
Anticancer Research. Sithonia, Grecja, 6-10 pazdziernika 2014

Naumeczuk B, Kawécki R, Bednarek E, Bocian W, Sitkowski J, Lubelska K. Wiktorska
K., Kozerski L. NMR monitoring of dna alkylation by camptothecin derivatives, VlIith
Symposium, Nuclear Magnetic Resonance In Chemistry, Physics And Biological
Sciences, Warszawa, 24 — 26 czerwca 2014,

Naumczuk B, Kawécki R, Bednarek E, Bocian W, Sitkowski J. Kozerski L, K. Lubelska,
K. Wiktorska. New camptothecin derivatives alkylating DNA oligomers: the synthesis,
physicochemical data and application as Topo I inhibitors. Euromar 2014, Ziirich,
Szwajcaria, 29 czerwea — 03 lipca 2014,

Misiewicz-Krzeminska |, Sarasquete, ME, Vicente-Duenas C, Krzeminski P. Wiktorska,
K et al. Post-Transcriptional Modifications Explain the Overexpression of CCND2 in
Multiple Myeloma, 56th Annual Meeting of the American-Society-of-Hematology, San
Francisco, USA, 06-09 grudzieri 2014.
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25.

26.

Cierpiat T, Kietbasinski P, Luczak J, Wiktorska K, Chilmonczyk Z, Sliwka L.
Fluorinated isoselenocyanate analogs of Sulforaphane — synthesis and biological Activity.
11th International Conference on Heteroatom Chemistry, Caen, France, 14-19czerwca
2015.

Wiktorska K, Krug P, Lubelska K, Mielczarek L, Milczarek M, Chilmonczyk Z. Anti-
cancer potential of sulforaphane and its analogs. XVIII International Symposium on
“Advances in Chemistry of Heteroorganic Compounds”, £6dz, 25 listopada 2016.

Konferencje krajowe

1.

10.

Il

Skupinska K. Mikroskopia konfokalna w mikrobiologii i farmacji. Mikrobiologia
farmaceutyczna, Zakopane, 15- 17pazdziernika 2009 (wystapienie ustne)

Wiktorska K, Milczarek M, Anuszewska E, Dutkiewicz-Wilczynska J. Confocal
microscopy —a novel tool in drug analysis. VII Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o
Leku, Zakopane, 10-12 maja 2010 (wystapienie ustne)

Lubelska K, Misiewicz-Krzeminska I, Milezarek M, Wiktorska K. The possible effect of
Sulforaphane on the bioavailability of drugs. VII Multidyscyplinarna Konferencja Nauki
o Leku, Zakopane, 10-12 maja 2010

Krogul A, Cedrowski K, Skupinska J, Milczarek M, Lubelska K, Wiktorska K.
Anticancer activity of new coordinative palladium (II) complexes. VII
Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Zakopane, 10-12 maja 2010

Milczarek M, Misiewicz-Krzeminska I, Lubelska K, Wiktorska K. Antiprolfelative and
cytotoxic effect of 5-fluorouracil and sulforaphane in chinese hamster lung fibroblast cell
Line. VII Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Zakopane, 10-12 maja 2010
Wiktorska K, Lubelska K, Milczarek M. Interaction of sulforaphane with drugs. 45th
Meeting of the Polish Biochemical Society, Wista, 20 — 23 wrzesnia 2010

Lubelska K, Modzelewska KB, Sliwka L, Milczarek M, Wiktorska K. Diverse effect of
sulforaphane and 2-oxohexyl on normal andtumor intestinal cells. The 2nd Polish
Congress of Biochemistry and Cell Biology, Krakow, 5-9 wrzeénia 2011

Milczarek M, Lubelska K, Wiktorska K. The combined effect of 5-fluorouracil and
alyssin in normal cellline and prostate cancer cell line. The 2nd Polish Congress of
Biochemistry and Cell Biology, Krakéw, 5-9 wrzesnia 2011

Lubelska K. Milczarek M, Modzelewska KB, Krzyszton-Russjan J, Anuszewska E,
Wiktorska K. Modulation of phase 2 detoxification enzymes by alyssin in Caco-2 cells.
The 2nd Polish Congress of Biochemistry and Cell Biology, Krakéw, 5-9 wrzeénia 2011
Nowak-Stepniowska A, Wiktorska K, Matecki M, Milezarek M, Lubelska K,
Romiszewska A, Padzik-Graczyk A. Cytotoksyczno$é PDT z wykorzystaniem
fotouczulaczy porfirynowych PPArg2, HpArg2 i PPAla2Arg?2 oraz indukcja wczesnej
fazy apoptozy w komoérkach raka sutka i prostaty. 111 Migdzynarodowy Kongres
Polskiego Towarzystwa Medycyny Fotodynamicznej i Laserowej .Swiatlo w
medycynie”, Polczyn Zdrdj, 16-18 paZzdziernika 2011.

Wiktorska K, Lubelska K, Milezarek M. Sulforaphane — a modulator of detoxifying
enzymem can alter medeicines effectiveness. VIII Multidyscyplinarna Konferencja Nauki
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12.

13.

15.

16.

18.

19.

20.

21.

o Leku, Hotel Ossa & Spa k. Rawy Mazowieckiej, 30 maja — 01 czerwca 2012
(wystgpienie ustne)

Lubelska K, Zbroinska I, Milczarek M, Matosiuk D, Chilmonczyk Z, Wiktorska K.
Sulforaphane modulates MRP expression and activity in Caco-2 cells. VIII
Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Hotel Ossa & Spa k. Rawy
Mazowieckiej, 30 maja — 01 czerweca 2012

Wiktorska K, Lubelska K, Milczarek M, Chilmonczyk Z. Formation of Caco-2
monolayer — model for the prediction of intestinal drug absorption; metod validation. V111
Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Hotel Ossa & Spa k. Rawy
Mazowieckiej, 30 maja— 01 czerwca 2012

Milczarek M, Szelggowska A, Lubelska K, Bieriko M, Matosiuk D, Chilmonczyk Z,
Wiktorska K. The combined effect of 5-fluorouracil and sulforaphane im prostate cancer
cell Line. VIIT Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Hotel Ossa & Spa k.
Rawy Mazowieckiej, 30 maja — 01 czerwea 2012

Milczarek M, Wiktorska K, Lubelska K, Sliwka L, Matosiuk D, Chilmonczyk Z.
Comparison of combined effects of 5-fluorouracil and allysin after concurrent treatment
in colon and breast cancer cells lines. W. IX Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o
Leku, Szydtéw, 12-14 maja 2014

Sliwka L, Milczarek M, Lubelska K, Mielczarek S, Gilbert A, Flis A, Suchocki P,
Wiktorska K. Effect of MTT and CVDE evaluation methods of cytotoxic action of
compounds on the results of interaction studies of new, organic selenum compound (IV)
with Alyssin. IX Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Szydiéw, 12-14 maja
2014

Lubelska K, Wiktorska K, Sliwka L, Milczarek M, Gilbert A, Chilmonczyk Z. New
analog of sulforaphane 2-oxoheptyl isothiocyanate as a compound with selective effect
on the normal and colon cancer cells. [X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,
Szydtow, 12-14 maja 2014

Sliwka L, Mielczarek S, Lubelska K, Milczarek M, Suchocki P, Wiktorska K.
Intensification of the cytotoxic effect of Selol by sulforaphane and alyssin observed on
Caco-2 and HT-29 colorectal cancer cell lines, 1st Congress of the Polish Biochemistry,
Cell Biology, Biophysics and Bioinformatics, Warszawa, 9-12 wrzeénia 2014

Lubelska K, Wiktorska K, Sliwka L, Milczarek M, Chilmonczyk Z. Regulation of Nrf2-
dependent pathway in normal and tumor cells of the digestine system by ITC-2-
oxoheptyl. Ist Congress of the Polish Biochemistry, Cell Biology, Biophysics and
Bioinformatics, Warszawa, 9-12 wrzesnia 2014

Milczarek M, Wiktorska K, Lubelska K, Sliwka L, Matosiuk D, Chilmonczyk Z.
Synergic and additive types of interaction between 5-fluorouracil and 2-oxohexyl
isothiocyanate in concurrent treatment in Brest cancer cells and not in colon cancer cells.
Ist Congress of the Polish Biochemistry, Cell Biology, Biophysics and Bioinformatics,
Warszawa, 9-12 wrzeénia 2014

Sliwka L, Wiktorska K, Koronkiewicz M, Milczarek M, Lubelska K, Mielczarek S,
Suchocki P, Chilmonczyk Z. Selol and sulforaphane in the colon cancer cell line HT-29.
VIl Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 17-19 wrzeénia 2015
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22,

23,

24,

23.

26.

27,

Iv.

Milczarek M, Wiktorska K, Lubelska K, Sliwka L, Matosiuk D, Chilmonczyk Z. p-21
mediated synergic cytostatic effects of combined treatment with 5-fluorouracil and
sulforaphane. VII Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin, 17-19 wrzeénia 2015
Cierpiat T, Kietbasiriski P, Luczak J, Wiktorska K, Chilmonczyk Z, Sliwka L.
Fluorowane isoselenocyjanianowe analogi sulforafanu — synteza i aktywno$é biologiczna.
X Ogoblnopolskie Sympozjum Chemii Organicznej, Lodz, 16-18 kwietnia 2015

Sliwka L, Wiktorska K, Koronkiewicz M, Milczarek M, Lubelska K, Suchocki P,
Chilmonczyk Z. The Mechanism Of Synergism Between Selol And Sulforaphane In The
Breast Cancer Cell Line Mcf-7. X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,
Szydtoéw, 15-19 maja 2016.

Milczarek M, Wiktorska K, Lubelska K, Sliwka L, Matosiuk D, Chilmonczyk Z.
Mechanism Of Synergic Interaction Between Sulforaphane And 5-Fluorouracil In The
Breast Cell Line Mda-Mb-231. X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,
Szydtow, 15-19 maja 2016.

Lubelska K, Wiktorska K, Sliwka L, Milczarek M, Chilmonczyk Z. Sulforaphane
Regulates Differently Nrf2 Dependent Induction Of Detoxification Enzymes In Normal
And Cancer Colorectal Cells. X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,
Szydiow, 15-19 maja 2016.

Wiktorska K, Sliwka L, Lubelska K, Milczarek M, Krug P, Cierpiat T, Kietbasinski P,
Suchocki P, Mazur M, Chilmonczyk Z. Sulforaphane Analogs — New Perspectives In
Cancer Treatment? X Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku, Szydiow, 15-19
maja 2016. Prezentacja ustna.

Dzialalno$é organizacyjna i spoleczna

Cztonek Rady Naukowej NIL — kadencja 2016-2020.
Cztonek Komisji Ekonomiczno-Finansowej Rady Naukowej NIL - kadencja 2016-2020.
Czlonek Komisji konkursowej ds. Funduszu dla Miodych Naukoweow NIL (2017).
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