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4.3. Opis wynikéw badan:

Terapie prooksydacyjne i ich zastosowanie w leczeniu nowotwordéw

Metabolizm redoks w nowotworach

Reaktywne formy tlenu (RFT) wytwarzane sg na skutek tlenowego metabolizmu komdrek i w stezeniach

fizjologicznych petnig funkcje przekazywania sygnatéw. Zaburzenie rownowagi miedzy wytwarzaniem

RFT a ich usuwaniem prowadzi do stresu oksydacyjnego. Liczne badania wykazaty, ze w komodrkach

nowotworowych dochodzi do zwiekszenia stezenia RFT [1]. Wynika to z przyspieszonego metabolizmu

komérek nowotworowych, zwigzanego z ich niekontrolowang proliferacjg oraz aktywnoscig onkogendéw.

Whptyw stresu oksydacyjnego na komodrki nowotworowe zalezy jednak od poziomu jego nasilenia.

Umiarkowanie podwyziszone stezenia RFT aktywuja proliferacje komdrek i mogg przyczyni¢ sie do

transformacji nowotworowej. Z drugiej strony, znacznie zwiekszona ilos¢ RFT powoduje uszkodzenia

makroczasteczek i indukuje Smier¢ komaorki. W zwigzku z powyzszym, rozwijane i testowane w badaniach

sg dwie przeciwstawne strategie przeciwnowotworowe: antyoksydacyjna i prooksydacyjna (Ryc. 1).
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dziatanie innych terapii [2, 3]. Znacznie lepsze efekty w leczeniu nowotwordw uzyskuje sie poprzez

zastosowanie terapii prooksydacyjnych.

Terapie prooksydacyjne w leczeniu nowotwordw, uktady antyoksydacyjne

Mechanizm dziatania terapii prooksydacyjnych polega na zwiekszeniu ilosci RFT w komdrkach
nowotworowych w wyniku zaburzenia homeostazy redoks, co powoduje oksydacyjne uszkodzenie
makromolekut i indukuje smieré komérek nowotworowych. Efekt prooksydacyjny mozna osiggnac
poprzez zewnatrz- lub wewnatrzkomérkowg zwiekszong produkcje RFT, badz poprzez zahamowanie

uktaddw antyoksydacyjnych.

Do najwazniejszych enzymatycznych uktadéw antyoksydacyjnych w komédrkach eukariotycznych
nalezy: katalaza, dysmutazy ponadtlenkowe, ukfad glutationu (GSH) oraz uktad tioredoksyny (TRX),
ktorego dotyczyt przedstawiony cykl badan. Uktad TRX sktada sie z: tioredoksyny (TRX), reduktazy
tioredoksyny (TR) oraz NADPH [4]. TRX katalizuje redukcje mostkéw dwusiarczkowych w substratach
biatkowych. W czasie reakcji redukcji, sgsiadujace ze sobg dwie cysteiny obecne w centrum aktywnym
TRX utleniajg sie i tworzg mostek dwusiarczkowy. Aby mogto dojs¢ do kolejnego cyklu katalitycznego,
motek dwusiarczkowy w centrum aktywnym TRX musi zosta¢ zredukowany przez TR zalezng od NADPH.
W komérkach ssaczych wystepujg dwa uktady TRX: cytoplazmatyczny (TRX1 i TR1) oraz mitochondrialny
(TRX2 i TR2). Substratami TRX sg miedzy innymi czynniki transkrypcyjne (NFkB, AP1), reduktaza
rybonukleotydowa oraz peroksyredoksyny (PRDX) — enzymy, ktdre katalizujg redukcje nadtlenkéw [4, 5].
U ssakdéw wystepuje 6 izoform peroksyredoksyn (PRDX1-6) o réznej lokalizacji wewngtrzkomodrkowej:
PRDX1, PRDX2, PRDX6 znajduja sie gtéwnie w cytoplazmie, PRDX3 i PRDX5 w mitochondriach, a PRDX4
jest biatkiem wystepujgcym w siateczce Srédplazmatycznej. PRDX1-4 nalezg do grupy peroksyredoksyn 2-
cysteinowych i funkcjonujg jako homodimery typu ,head to tail”, co oznacza, ze N-koniec jednej
czasteczki znajduje sie obok C-korica drugiej czasteczki. Centrum katalityczne dimeru stanowig dwie silnie
konserwowane cysteiny, pochodzace z dwéch réznych monomerdéw (w PRDX1 sg to Cys-52 i Cys-173).
Reakcja redukcji nadtlenkéw przebiega w dwdch etapach. W pierwszym etapie, grupa tiolowa Cys-52
reaguje z tlenem w nadtlenku wodoru (H,0,) i utlenia sie do kwasu sulfonowego. W drugim etapie, grupa
tiolowa Cys-173 pochodzacej z drugiej podjednostki, reaguje z kwasem sulfonowym na Cys-52 i powstaje
wigzanie dwusiarczkowe. Aby zakonczy¢ cykl katalityczny, wigzanie dwusiarczkowe utworzone w miejscu
aktywnym PRDX1 jest redukowane przez uktad TRX [6]. PRDX, wraz z uktadem TRX, tworzg ukfad
enzymatyczny, ktéry chroni komarki przed stresem oksydacyjnym. Jednakze rola PRDX wykracza znacznie

poza metabolizm H,0,. Poprzez bezposrednie interakcje z innymi biatkami stabilizowane tworzeniem
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mostkéw dwusiarczkowych, PRDX moduluja szlaki przekazywania sygnatéw w komérkach. Zrédta RFT

oraz gtdwne uktady antyoksydacyjne wystepujgce w komodrkach ssaczych przedstawione sg na Ryc. 2.
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Ryc.2 Zrédta RFT, ukfady antyoksydacyjne i ich inhibitory. Giéwne Zrédta RFT (na czerwono):
mitochondrium, peroksysomy, ER - retikulum endoplazmatyczne, oksydaza NADPH. Enzymy nalezace do
uktadu tioredoksyny: TRX - tioredoksyna, TR - reduktaza tioredoksyny, PRDX - peroksyredoksyna.
Elementy uktadu glutationowego: GSH - zredukowany glutation, GSSG - utleniony glutation, GPX -
peroksydaza glutationowa, GRX - glutaredoksyny, GR - reduktaza glutationowa, GST - S-transferaza
glutationowa. Enzymy zaangazowane w synteze GSH: GCL - ligaza y-glutamylocysteinowa, GS - syntetaza
glutationowa. Inhibitory uktadéw antyoksydacyjnych (w kolorze zielonym): ADE - adenantyna, ATO -
tréjtlenek arsenu, AUR - auranofina, BSO - butioninosulfoksyimina, imekson, L-cysteinaza, PEITC -
izotiocyjanian fenyloetylu, PIPERL -piperlongumina, sulfasalazyna.

Skutecznos$¢ wielu metod stosowanych obecnie w leczeniu nowotwordw, takich jak radioterapia,
chemioterapia, czy terapia fotodynamiczna, zwigzana jest z wytwarzaniem RFT. Ponadto, niektodre
zwigzki zdolne do zewngtrzkomdrkowego generowania RFT w badaniach przedklinicznych wykazuja
dziatanie przeciwnowotworowe. Nalezg do nich niektére polifenole, karotenoidy, indole, a takie L-
askorbinian. Z drugiej strony, efekt prooksydacyjny w komdrkach nowotworowych mozna uzyskac
poprzez zablokowanie uktaddéw antyoksydacyjnych, odpowiedzialnych za usuwanie RFT. W naszych

badaniach skupilismy sie na trzech réinych przeciwnowotworowych strategiach prooksydacyjnych:
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terapii fotodynamicznej, L-askorbinianie oraz inhibitorach enzymdéw antyoksydacyjnych zwigzanych z

uktadem tioredoksyny.

Terapia fotodynamiczna

Terapia fotodynamiczna (PDT, ang. Photodynamic therapy) jest klinicznie zatwierdzong terapig
przeciwnowotworowg. Unikalny mechanizm dziatania PDT polega na systemowym lub miejscowym
podaniu zwigzku fotouczulajgcego (fotouczulacza), ktéry jest nastepnie aktywowany za pomocg Swiatta o
okreslonej energii. W wyniki aktywacji fotouczulacza wytwarzane sg RFT, ktére indukujg uszkodzenie
makroczgsteczek i prowadzg do zniszczenia komdrek nowotworowych. Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
PDT zalezy jednak nie tylko od jej bezposredniej cytotoksycznosci, ale takze od niszczenia unaczynienia
guza oraz indukcji odpowiedzi zapalnej, ktéra przyczynia sie do rozwoju przeciwnowotworowej
odpowiedzi immunologicznej i moze prowadzi¢ do catkowitego zniszczenia nowotworu [7]. Pierwszym
zwigzkiem fotouczulajgcym zarejestrowanym do leczenia nowotwordw byta fotofryna. Jest to
fotouczulacz nalezgcy do grupy porfiryn. Obecnie stosowany jest w réznych krajach do leczenia miedzy
innymi raka pecherza, wczesnych stadidw raka oskrzeli, ptuc, a takze stanéw przedrakowych, takich jak

przetyk Barretta [8].

L-askorbinian i jego dziatanie przeciwnowotworowe

L-askorbinian (L-ASC), powszechnie znany jako witamina C, jest nietoksycznym zwigzkiem, ktéry w
stezeniach fizjologicznych (~ 50 uM w ludzkiej surowicy [9]) ma dziatanie antyoksydacyjne. Maksymalne
stezenie L-ASC w surowicy po podaniu doustnym wynosi 200 puM i nie wywiera efektu
przeciwnowotworowego [10]. Jednak w bardzo wysokich stezeniach (rzedu mM) osiggalnych jedynie po
podaniu pozajelitowym (farmakologiczny L-ASC), L-ASC wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe, ktdre
wynika z jego witasciwosci prooksydacyjnych [11, 12]. Badania kliniczne wykazaty, ze L-ASC mozna
bezpiecznie podawac¢ chorym na nowotwory w duzych dawkach. Co wazne, najnowsze doniesienia
pokazujg, ze L-ASC podany dozylnie w wysokich dawkach nasila dziatanie chemio- i radioterapii u chorych
na raka [13, 14]. Wedtug wczesniejszych publikacji mechanizm dziatania przeciwnowotworowego L-ASC
wynika z jego zdolnosci do generowania RFT. Wykazano, ze L-ASC w obecnosci jonéw metali
przejsciowych obecnych w ptynie pozakomérkowym lub w medium hodowlanym, wytwarza H,0..
Poniewaz H,0, jest stosunkowo stabilny i tatwo dyfunduje przez btone plazmatyczng, wnika on do
komédrek i w stezeniach powyzej 100 uM wywiera dziatanie cytotoksyczne. H,0, wytwarzany

pozakomdrkowo jest gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za cytotoksycznos¢ L-ASC [11, 13].
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Blokowanie enzymdw antyoksydacyjnych jako prooksydacyjna strategia przeciwnowotworowa

Coraz wiecej badan wskazuje, ze blokowanie enzymdw antyoksydacyjnych jest selektywnie toksyczne dla
komodrek nowotworowych [15]. Inhibitory enzymoéw antyoksydacyjnych indukuja w komdrkach
nowotworowych stres oksydacyjny i wykazujg aktywnos¢ przeciwnowotworowg w badaniach
przedklinicznych [16, 17] oraz w badaniach klinicznych [18]. Wiekszo$¢ znanych inhibitoréw enzymoéw
antyoksydacyjnych uktadu TRX to zwigzki zawierajgce w swojej strukturze centrum elektrofilowe, bedace
miejscem kowalencyjnego wigzania sie do cystein badZz selenocystein w centrach aktywnych
blokowanych enzymoéw. Wigze sie to z dos¢ szerokim spektrum dziatania tych zwigzkéw i ich stosunkowo
matg selektywnoscia wzgledem okreslonych enzymdéw antyoksydacyjnych. W swoich badaniach
uzywatam nastepujgcych inhibitoréw uktadu TRX: auranofiny (AUR), adenantyny (ADE), oraz SKO53 (Ryc.
3).

ADENANTYNA AURANOFINA SK053
(ADE) (AUR)
0
g e o O/KO 4F’/j\ FC O Q H ¢
SRR YT o e
J/\ | H 20 O S 0
R
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Ryc. 3 Inhibitory uktadéw antyoksydacyjnych uzywane w naszym cyklu badan.

AUR jest zwigzkiem metaloorganicznym zawierajgcym ztoto (Au). Hamuje ona aktywnos$¢ zardowno
cytoplazmatycznej TR1, jak i TR2 zlokalizowanej w mitochondriach [19]. AUR stosowana jest w klinice
jako lek przeciwreumatyczny i wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe w badaniach przedklinicznych
[20]. ADE jest zwigzkiem pochodzenia naturalnego, ktdry wigze i blokuje aktywnos¢ PRDX1 i PRDX2,
powoduje réznicowanie sie komodrek ostrej biataczki promielocytowej i wykazuje dziatanie
przeciwbiataczkowe w badaniach przedklinicznych [17]. SKO53 to peptydomimetyk o prooksydacyjnym
dziataniu przeciwnowotworowym, zaprojektowany i zsyntetyzowany przez nasz zespdt we wspotpracy z
Instytutem Chemii Organicznej PAN [16]. Poczatkowo zaktadalismy, ze gtdwnym celem dziatania SKO53
jest TRX. Dalsze badania prowadzone w ramach mojego projektu luventus Plus (IP1/2011/71) wykazaty,
ze biatkami wigzgcymi SKO53 s PRDX1-4.
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Celem przedstawionego cyklu badan byto:

I. Zbadanie mechanizméw cytoprotekcyjnych i zwiekszenie skutecznosci terapii fotodynamicznej w
badaniach przedklinicznych

Il. Identyfikacja celéw molekularnych dla nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym

Ill. Zbadanie homeostazy redoks i roli enzymoéw antyoksydacyjnych jako potencjalnych celéw w terapii

nowotworéw wywodzacych sie z limfocytow B.
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|I. Zbadanie mechanizmdéw cytoprotekcyjnych i zwiekszenie skutecznosci terapii fotodynamicznej w

badaniach przedklinicznych

Dziatanie cytotoksyczne PDT zwigzane jest z wytwarzaniem RFT. Wysokie dawki PDT powodujg
oksydacyjne uszkodzenia makromolekut i prowadza do smierci komérek. Jednak z powodu ograniczonej
penetracji Swiatta przez tkanki, komdrki nowotworowe zlokalizowane giebiej w masie guza uzyskujg
suboptymalne dawki $wiatta, niewystarczajgce do zniszczenia komérek nowotworowych. Komorki, ktére
otrzymaty zbyt niska dawke PDT uruchamiajg mechanizmy cytoprotekcyjne, ktére sprzyjajg przezyciu
nowotworu i przyczyniajg sie do opornosci na PDT. Poznano wiele mechanizméw cytoprotekcyjnych
ostabiajgcych skutecznos¢ PDT [7, 8]. W swoich badaniach skupitam sie na dwéch waznych
mechanizmach cytoprotekcyjnych indukowanych w wyniku PDT: (1) ekspresji biatek opiekunczych, w
szczegblnosci biatka regulowanego glukozg o masie 78 KDa (GRP78, ang. Glucose Regulated Rrotein 78)

oraz (2) autofagii.

Biatko GRP78 i jego selektywna degradacja

GRP78, inaczej biatko wigzgce immunoglobuline (Bip, z ang. Immunoglobulin binding protein), jest
biatkiem opiekunczym siateczki Srddplazmatycznej i kluczowym regulatorem szlakdw sygnatowych
indukowanych w komérkach w odpowiedzi na stres siateczki. Oprécz zaangazowania w fatdowanie biatek
w siateczce $rédplazmatycznej, GRP78 ma wiasciwosci cytoprotekcyjne i antyapoptotyczne. Zwiekszenie
ilosci GRP78 w komdrkach nowotworowych koreluje z zaawansowaniem choroby nowotworowej i
gorszym przezyciem chorych na rézne rodzaje nowotwordéw. Ponadto, GRP78 moze przyczyniaé sie do
opornosci na terapie, w tym na terapie prooksydacyjne. Z tego wzgledu, zablokowanie aktywnosci biatka
GRP78 lub jego selektywna degradacja mogg by¢ jedng ze strategii poprawiajgcych skutecznos¢ terapii
przeciwnowotworowych [21]. Wiekszos¢ inhibitorow GRP78 ma szerokie spektrum aktywnosci i wptywa
takze na inne procesy zachodzgce w komérce. Jednym z wyjatkdéw jest bakteryjna cytotoksyna SubAB5 o
aktywnosci swoistej proteazy, ktérej jedynym znanym substratem jest biatko GRP78 [22]. Ze wzgledu na
toksycznos¢ holotoksyny (ztozonej z katalitycznej podjednostki A i 5 podjednostek B odpowiedzialnych za
whnikanie do komoérek), wyprodukowane zostato biatko fuzyjne ztozone z podjednostki A (SubA) oraz
ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (EGF, ang. Epithelial Growth Factor). Biatko to jest selektywne

wzgledem komadrek wykazujgcych ekspresje receptora dla EGF [23].
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Cytotoksyna EGF-SubA uwrazliwia komdrki nowotworowe na terapie fotodynamiczng

W badaniach in vitro z uzyciem ustalonych linii komdrkowych ludzkiego raka stercza i raka ptuc
wykazaliémy, ze PDT indukuje ekspresje genu GRP78, co prowadzi do zwiekszenia ilosci biatka GRP78 w
komodrkach. Zwiekszenie ilosci GRP78, poprzez wprowadzenie do komodrek wektora kodujgcego gen
GRP78 pod kontrolg konstytutywnie aktywnego promotora CMV, znacznie zwiekszyto opornos$¢ komorek
na PDT. Z kolei juz czesciowe zmniejszenie ilosci GRP78, poprzez wprowadzenie do komédrek siRNA
celujgcego w GRP78, uwrazliwito komdrki na PDT. W oparciu o powyzsze wyniki postawiliémy hipoteze,
ze selektywna degradacja GRP78 za pomocg EGF-SubA poprawi skutecznosé¢ PDT. Wptyw cytotoksyny
badaliSmy w modelach in vitro, na ustalonych liniach komérkowych guzéw litych, ktére wykazujg
ekspresje receptora dla EGF. Zaobserwowalismy silny, synergistyczny efekt potaczenia cytotoksyny EGF-
SubA z PDT, zaréwno w komdérkach zdolnych do indukcji apoptozy (linia raka ptuca, SW900), jak i w
komérkach niezdolnych do indukcji apoptozy ze wzgledu na brak pro-apoptotycznego biatka BAX (linia

raka stercza, DU145) (Ryc. 4).

A B PDT [J/cm?]

DU-145
100 | 47 ?.9 |
S Frinrilll PARRAXE S
— 80 L | 2 .,_ ;‘.4‘_ ”.. .\A
$ 20 Npod
2 60 < S\,
P = LR ]
S 40 2
5 u :
a 20 Q4 '

EGF-SubA [pM]
Ryc. 4 Cytotoksyna EGF-SubA poteguje cytotoksyczne dziatanie PDT. Ludzkie komorki raka stercza DU-
145 inkubowano przez 24 h z fotofryng i/lub EGF-SubA a nastepnie naswietlano za pomoca
promieniowania o dtugosci fali 630 nm. A. Po 24 h od naswietlenia zmierzono efekt cytotoksyczny za
pomocg barwienia fioletem krystalicznym, n=2-3 powtdrzenia £ SD, * p <0,05, ** p <0,001 wzgledem
komérek traktowanych tylko PDT. B. Zdjecia spod mikroskopu z kontrastem fazowym, wykonane po 24 h
od naswietlenia komorek.

W komdrkach DU145 poddanych PDT w obecnosci EGF-SubA, pomimo indukcji pro-apoptotycznych
szlakéw sygnatowych aktywowanych stresem siateczki $rédplazmatycznej, nie zaobserwowalismy
markeréw indukcji apoptozy takich jak translokacja fosfatydyloseryny na btone plazmatyczng, czy
fragmentacja DNA. Co ciekawe, w komdrkach SW900, cho¢ PDT indukowata apoptoze a toksyna EGF-
SubA zwiekszata dziatanie cytotoksyczne PDT, nie wynikato ono z nasilenia apoptozy. W zadnej z

badanych linii komorkowych zastosowanie pan-inhibitora kaspaz, z-vad, nie odwracato cytotoksycznego
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dziatania kombinacji PDT z EGF-SubA. Powyzsze dane wskazujg, ze apoptoza nie jest gtdwnym rodzajem
Smierci komdrkowej wywotanej przez terapie skojarzong. W obu rodzajach linii komdrkowych, a w
szczegblnosci w komérkach nie zdolnych do indukcji apoptozy, cytotoksyna EGF-SubA w potgczeniu z PDT
indukowaty masywnag wakuolizacje komodrek, ktéra prowadzita do $mierci komdrkowej o bardzo
nietypowym przebiegu (Ryc. 5). Wyniki wyzej opisanych badan opublikowaliSmy w czasopismie Cell

Death and Disease (Firczuk i wsp. [24]).

Kontrola EGF-SubA

Ryc. 5 Cytotoksyna EGF-AubA nasila
wakuolizacje komorek DU-145
potraktowanych PDT. Komodrki DU-145
poddano PDT i/lub EGF-SubA jak opisano w
Ryc. 4. Komoérki utrwalono i zobrazowano
za pomocg transmisyjnego mikroskopu
elektronowego, skala 5 um.

PDT + EGF-SubA
i“\
<

-

B
| e AN

T
(]

Obiecujgce wyniki badan in vitro zachecity nas do zbadania wptywu cytotoksyny na aktywnos¢
przeciwnowotworowg PDT in vivo, w dwdch modelach mysich, w ukftadach ksenogenicznym i
syngenicznym. W modelu ksenogenicznym, w ktérym ludzkie komdrki DU-145 podaliSmy myszom z
niedoborem odpornosci (SCID), cytotoksyna EGF-SubA nie wptyneta znaczaco na skutecznos$¢ PDT.
Wiadomo jednak, ze oprocz bezposredniego efektu cytotoksycznego, jednym z kluczowych elementéw
dziatania PDT jest indukcja przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej. Aby oceni¢ wptyw EGF-
SubA na skutecznos¢ PDT u zwierzat z prawidtowo funkcjonujagcym uktadem odpornosciowym, mysie
komérki raka okreznicy CT26 zmodyfikowalismy wektorem lentiwirusowym, umozliwiajgcym stabilng
ekspresje ludzkiego receptora EGFR i podalismy je myszom BALB/c. W modelu tym, niskie dawki toksyny
EGF-SubA wzmocnity przeciwnowotworowe dziatanie PDT w sposdb zalezny od obecnosci limfocytow T

CD8". W wyzszych dawkach, cytotoksyna EGF-SubA wptywata negatywnie na liczbe i funkcje réznych
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populacji leukocytédw i nie wykazywata efektu nasilajgcego PDT. Wyniki wyzej opisanych badan

opublikowali$émy w czasopismie Oncology Reports (Gabrysiak i wsp. [25]).

Zablokowanie autofagii uwrazliwia komorki nowotworowe na terapie fotodynamiczng

Innym mechanizmem cytoprotekcyjnym, ktéry moze by¢ indukowany przez komoérki w warunkach stresu
oksydacyjnego, jest autofagia. Aktywacje autofagii w wyniku PDT zaobserwowano we wczes$niejszych
badaniach z zastosowaniem réznych fotouczulaczy, jednak wptyw tego procesu na skutecznosé PDT byt
niejednoznaczny i zalezat od rodzaju komodrek, dawki Swiatta, dostepu do tlenu, a takze rodzaju
fotouczulacza i jego lokalizacji subkomorkowej [8]. Poprzednie doniesienia oceniajace role autofagii w
kontekscie terapii fotodynamicznej dotyczyty gtéwnie fotouczulaczy gromadzacych sie w mitochondriach
lub w siateczce srddplazmatycznej [26]. W naszych badaniach skupiliSmy sie na ocenie roli autofagii w
skutecznosci PDT z uzyciem fotofryny, ktdra lokalizuje sie gtdwnie w btonach komdrkowych.

Autofagia jest zachowanym ewolucyjnie procesem katabolicznym, w ktérym uszkodzone
organelle lub biatka kierowane sg do degradacji w lizosomach. Chociaz niewielkg aktywnos¢ procesu
autofagii obserwuje sie w komédrkach konstytutywnie, jest ona przede wszystkim silnie indukowana pod
wptywem bodzcéw zaktécajgcych homeostaze komérkowa. W procesie autofagii, biatka i organella
cytoplazmatyczne otaczane sg podwdjng btong pochodzaca z siateczki srdédplazmatycznej, ktéra ulega
wydtuzeniu i zamknieciu w pecherzyk zwany autofagosomem. Nastepnie autofagosom faczy sie z
lizosomem i zawartos¢ pecherzyka ulega strawieniu przez enzymy lizosomalne. Podczas autofagii biatko
LC3-I (ang. microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) przeksztatcane jest w lipidowang forme
LC3-1l, ktéra wnika do btony autofagosomalnej. Caty szlak koordynowany jest przez dwa systemy
koniugacji podobne do szlaku ubikwitynacji, ktdre wykorzystujg geny zwigzane z autofagig (ATG —ang.
autophagy-related genes). Kilka genéw ATG ma kluczowe znaczenie dla konwersji LC3-l do LC3-1l, w tym
ATG5 [27, 28].

W naszych badaniach nad rolg procesu autofagii w PDT wykorzystalismy ludzkie linie
komédrkowe: raka szyjki macicy (Hela) oraz raka piersi (MCF7). Aby oceni¢ proces autofagii,
zoptymalizowaliSmy obrazowanie charakterystycznych skupisk biatka LC3-1l w btonie za pomoca
immunofluorescencji. Ponadto, stworzyliSmy linie komérkowg Hela niezdolng do indukcji autofagii,
poprzez wyfaczenie ekspresji kluczowego dla tego procesu biatka ATG5. Wykazalismy, ze pod wptywem
PDT z udziatem fotouczulacza fotofryny, dochodzi do silnej indukcji autofagii. W komdrkach

pozbawionych ATGS i niezdolnych do indukcji autofagii, zaobserwowalismy nasilony efekt cytotoksyczny
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PDT (Ryc. 6). Wyniki powyzszych badan opublikowalismy z czasopismie BMC Cancer (Domagala i wsp.

[29]).
100~
% sgGFP sgATG5 sgGFP sgATG5
£ 80 Bl sgGFP 0 5 10 0 5 10 dawkaPDT [Jcm] 0 5 10 0 5 10 dawkaPDT [Jicm]]
2 fdd Bl sgATG5 |--- Py -l ATGS5 — — w— w— w— .| PARP
2 60 - w==| PARP cleaved
2 40 o B [ - = ap 89 w=| casps
> *k
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- e e [ — o - -] ALy
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Ryc.6 Zablokowanie autofagii uwrazliwia komorki HeLa na PDT. Za pomocg metody CRISPR-Cas9

wygenerowano linie komdérkowg Hela pozbawiong funkcjonalnego genu ATGS5 i niezdolng do procesu
autofagii (HelLa-sgATG5). Komérki Hela-sgATG5 i komarki kontrolne Hela-sgGFP poddano PDT in vitro.
Po 24 h od naswietlenia oceniono przezycie komérek za pomocg barwienia fioletem krystalicznym (A), a
poziomy biatek ATG5, LC3-l i LC3-Il (B) oraz indukcje apoptozy (trawiony PARP, trawiona kaspaza 3) (C)
oceniono metodg Western blotting.

Podsumowujac, w toku badan ustalilismy, ze skuteczno$¢ przeciwnowotworowa PDT z
wykorzystaniem fotofryny moze by¢ znacznie ostabiona przez indukcje ekspresji biatka opiekuriczego
GRP78 oraz indukcje autofagii. WykazaliSmy, ze selektywna eliminacja biatka opiekurnczego GRP78
przy uzyciu cytotoksyny EGF-SubA nasila przeciwnowotworowe dziatanie PDT w modelach in vitro,
indukujac nietypowa smier¢ komdérek, niezalezng od klasycznych szlakéw indukcji apoptozy. Moze to
miec¢ szczegdlne znaczenie w terapii nowotworow opornych na indukcje klasycznej apoptozy. W
modelach mysich wykazaliémy, ze cytotoksyna EGF-SubA wzmacnia dziatanie PDT in vivo w sposéb
zalezny od indukcji swoistej odpowiedzi immunologicznej. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za
ostabienie dziatania PDT jest indukcja autofagii, ktéra przyczynia sie do usuwania uszkodzonych
oksydacyjnie biatek oraz odgrywa role cytoprotekcyjng. Nasze wyniki sugerujg, ze zahamowanie
autofagii mogtoby stuzyc jako strategia poprawiajaca skutecznos¢ PDT. W celu zweryfikowania tej

hipotezy niezbedne s3 jednak dalsze badania, w szczegélnosci badania in vivo.
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Il. Identyfikacja celéw molekularnych dla nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym

Zbadanie mechanizmu i doktadnego spektrum dziatania inhibitorow enzyméw antyoksydacyjnych jest
niezbedne do ich wtasciwego zastosowania jako zwigzkdéw przeciwnowotworowych. W czasie doktoratu,
ktéry wykonatam w Laboratorium Biologii Strukturalnej, zdobytam wiedze na temat funkcjonowania
biatek oraz nauczytam sie produkcji rekombinowanych biatek, badania oddziatywan pomiedzy biatkiem i
ligandem, analizy strukturalnej i projektowania inhibitoréw. Wiedze te wykorzystatam do poprowadzenia
projektu majgcego na celu zidentyfikowanie biatek wigzgcych nowy, drobnoczasteczkowy zwigzek o
dziataniu przeciwnowotworowym, SK053 [16]. W ramach projektu zaprojektowatam i oczyscitam kilka
rekombinowanych biatek (TRX1, PRDX1, oraz ich warianty z mutacjami punktowymi). Ponadto, we
wspotpracy z dr Szymonem Ktossowskim i prof. Ryszardem Ostaszewskim z Instytutu Chemii Organicznej
PAN, zsyntetyzowane zostaty dwa nowe zwigzki: biotynylowany SK053 (SK-bio) oraz jego nieaktywny,
biotynylowany analog, pozbawiony centrum elektrofilowego (SK-in) (Ryc. 7A). Tylko aktywny zwigzek SK-
bio wykazywat dziatanie cytostatyczne/cytotoksyczne na komérki nowotworowe ludzkiego chtoniaka
Burkitta — Raji (Ryc. 7B). Nastepnie, z uzyciem zwigzkow SK-bio i SK-in, przeprowadzilismy izolacje i
identyfikacje biatek wigzgcych sie kowalencyjnie z SK053 w komérkach Raji. Eksperymenty wykonalismy z
uzyciem chromatografii powinowactwa biotyna-neutrawidyna, po wczesniejszej optymalizacji metody.

Wsrdd biotynylowanych biatek ilosciowo wyrdzniat sie prazek o masie okoto 20 kDa (Ryc. 7C).
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Ryc. 7 SK053 wigze kowalencyjnie PRDX1 w komdrkach Raji. A. Wzory chemiczne zwigzkdéw: SK053;
biotynylowanego, aktywnego analogu SK053 (SK-bio); biotynylowanego, nieaktywnego analogu SK053,
pozbawionego centrum elektrofilowego (SK-in). B. Test cytotoksycznego/cytostatycznego dziatania
badanych zwigzkéow (MTT). Komoérki Raji inkubowano z badanymi zwigzkami przez 48h. C. Komorki
inkubowano z SK-bio oraz SK-in przez 2h w inkubatorze do hodowli komérek, lizowano, a nastepnie
biotynylowane biatka izolowano za pomocg chromatografii powinowactwa biotyna-neutrawidyna
poprzez elucje za pomocg 2mM roztworu biotyny. Eluaty rozdzielano w zelu poliakrylamidowym w
warunkach redukujgcych i denaturujacych (SDS-PAGE). D. Fragmentacyjne widma masowe peptydu
zawierajgcego Cys-173, HGEVCPAGWKPDGSDTIKPDVQK. Miejsce modyfikacji zaznaczono gwiazdka. Lewy
panel prezentuje widmo peptydu zmodyfikowanego jodoacetamidem (+57.021), o masie jonu
macierzystego m/z 802.731 i tadunku 3+. Prawy panel prezentuje widmo peptydu, w ktérym do Cys-173
dotaczony jest kowalencyjnie SK-bio (+466.225), o masie jonu macierzystego m/z 704.600 i tadunku 4+.

Fragment zelu zawierajgcy badany prazek poddalismy identyfikacji za pomoca spektrometrii mas
w Laboratorium Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN. Dominujgcym biatkiem
obecnym w wycietym fragmencie zelu byta peroksyredoksyna 1 (PRDX1). Zidentyfikowalismy takze czes¢
peptydoéw pochodzgcych z PRDX3 oraz PRDX4. Dla PRDX1, udato sie rowniez znalez¢ peptyd o masie
zwiekszonej o 466 Da, odpowiadajgcej aktywnemu fragmentowi inhibitora (Ryc. 7D). Modyfikacja
zlokalizowana byta na Cys-173. Biatka wigzgce SK-bio zidentyfikowane za pomocg spektrometrii mas
wykrylisSmy réwniez w eluatach biotynowych metodg Western blotting, z uzyciem specyficznych

przeciwciat monoklonalnych (Ryc. 8).
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Lizat ~ Elucjabiotyng| Ryc. 8 Western blotting przedstawiajacy wiazanie SK-bio do
SK-bio SK-in__ SK-bio _SK-in PRDX1, PRDX3 i PRDX4 w komérkach Raji. Komarki inkubowano z
PRDX1| "= smn s SK-bio oraz biotynylowanym, nieaktywnym zwigzkiem kontrolnym
(SK-in), lizowano i biotynylowane biatka izolowano przy pomocy

PRDXSH chromatografii powinowactwa do neutrawidyny. Biatka zwigzane

do neutrawidyny eluowano przy pomocy stezonego roztworu

PRDX4 e e biotyny i rozdzielano za pomocg elektroforezy poliakrylamidowej w
warunkach denaturujgcych i redukujgcych. Nastepnie sprawdzono

Aktyna| e e obecnoé¢ PRDX1, PRDX3, i PRDX4 za pomoca metody Western
blotting.

Jak wspomniano wczesniej, PRDX1-4 funkcjonujg jako dimery, ktére w czasie drugiego etapu
reakcji redukcji nadtlenkéw tworzg kowalencyjne wigzanie dwusiarczkowe pomiedzy dwiema
podjednostkami w dimerze. Wigzanie to w komdrkach jest redukowane przez TRX, natomiast w Zelu
redukujacym, przez obecny w buforze 2-merkaptoetanol. Stad po elektroforezie SDS-PAGE, w warunkach
redukujacych, dimeryczne PRDX migrujg jako monomery. W kolejnych eksperymentach pokazalismy, ze
SK053 ,mostkuje” dimer PRDX1 za pomocg kowalencyjnego wigzania (tio-alkilacji) do dwdch cystein w
centrum aktywnym. Podobny mechanizm zachodzi réwniez dla innych peroksyredoksyn, ktére dziatajg

jako dimery, czyli PRDX1-4, co pokazaliSmy za pomocg metody Western blotting (Ryc. 9).

SKO53[UM] - 4h  8h  24h SKO3[MI - 4h  8h  24h Ryc. 9 SKO053 indukuje tworzenie sie
PRDX1 D PR —— PRDX4 D kowalencyjnych dimeréw PRDX1-4. Komorki
Raji inkubowano z SKO53 przez 4, 8 i 24 h,
PROX1 M | c— c— c— PROX4M T = &= | lizowano, a nastepnie rozdzielano za pomocg
elektroforezy poliakrylamidowej w
warunkach denaturujgcych i redukujgcych.
e Poziom monomeréw (PRDX M) i dimerow
PROX2 M | S S PROX5 M . a— a— — (PRDX D) oceniono za pomocg przeciwciat
PRDX3 D C - - specyficznie rozpoznajacych poszczegdlne
izoformy PRDX.

PRDX2 D S s

PRDX3 M | = &= ~we o PRDXE M| e s s e

AKTYNA | S w— o— o— AKTYNA [ o o am—

W dalszej czesci badan wykazalismy, ze SKO53 wigze sie do rekombinowanego biatka PRDX1 oraz
hamuje aktywno$¢ PRDX1 w tescie in vitro. W celu wyjasnienia mechanizmu tworzenia sie
kowalencyjnych dimeréw PRDX1 pod wptywem SKO053, wygenerowalismy warianty PRDX1, w ktérych
cysteiny zamieniono na alaniny i sprawdzaliSmy ich zdolno$¢ do tworzenia dimerdw. Wyniki tych
eksperymentdw potwierdzity, ze w wyniku podwadjnej tioalkilacji cystein znajdujgcych sie w centrum

katalitycznym, Cys-52 i Cys-173, dochodzi do kowalencyjnego potgczenia dwdch czgsteczek PRDX1 w
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dimerze. Na podstawie powyzszych badan zaproponowalismy model wigzania sie SKO53 do dimeru

PRDX1 (Ryc. 10).

"\ | Ryc. 10. SKO053 mostkuje
cysteiny w centrum
aktywnym PRDX1. A. Model
wigzania sie SK053 w

w' . 20y R ‘:\ W centrum aktywnym PRDX1.
'Asr‘l’ 3 ) ‘ : B. Mechanizm podwdjnej
’ ¥ tioalkilacji i tworzenia

kowalencyjnych dimeréw
PRDX1 pod wptywem SK053.
Cr - cysteina peroksydazowa
(ang. peroxidatic), Cy -

GF, o o G b cysteina rozdzielajaca (ang.
| .
d(OYL,# N\/U\O/\ resolving).
CF, o

© ®c¢ @ @
S S ] scos: B

W dalszych badaniach ocenilismy, czy zablokowanie PRDX1-4 odpowiada za cytotoksyczne
dziatanie SKO053. Peroksyredoksyny s enzymami katalizujgcymi redukcje nadtlenkéw, dlatego
zablokowanie ich aktywnosci powinno indukowa¢ w komdérkach stres oksydacyjny. Wykazalismy, ze w
komarkach Raji traktowanych SK053 dochodzi do zwiekszenia poziomu reaktywnych from tlenu (RFT).
Zaréwno pirogronian, nieenzymatyczny ,zmiatacz” RFT, jak i katalaza, enzym specyficznie usuwajgcy
H,0,, zapobiegaty gromadzeniu sie RFT pod wptywem SK053 (Ryc. 11A). W komadrkach inkubowanych z
SKO53 zaobserwowalismy rowniez nasilong fosforylacje kinaz ERK1/2 oraz AKT (Fig. 11B). Efekt ten
zaobserwowano we wczesniejszych badaniach dotyczacych zmian aktywnosci szlakéw sygnatowych pod

wptywem blokowania fosfataz przez H,0, [30].
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Ryc. 11. SK053 zwieksza ilos¢ RFT, indukuje fosforylacje kinaz ERK1/2, AKT oraz indukuje apoptoze. A.
llos$¢ RFT oceniono z uzyciem odczynnika CM-H2-DCFDA (Life Technologies) i cytometrii przeptywowe;j. B.
Poziom fosforylacji ERK1/2 oraz AKT oceniono metodg Western blotting, z uzyciem przeciwciat
specyficznie rozpoznajacych formy fosforylowane. C. Poziom syntezy DNA oceniono za pomoca
cytometrii przeptywowej w tescie Click-iT EdU, jako % komoérek zawierajacych wyznakowang
fluorescencyjnie 5-etynyl-2'-deoxyurydyne. D. Indukcje apoptozy oceniono metodg Western blotting,
uzywajgc przeciwciat rozpoznajacych markery komoérek apoptotycznych, trawiong kaspaze 3 (cl-CASP3)
oraz trawiony PARP (cl-PARP).

Ponadto, w komdrkach traktowanych SKO53 zaobserwowalismy obnizony poziom syntezy DNA (Ryc.11C),
a w wyzszych stezeniach indukcje apoptozy (Ryc.11 D). Wszystkie te efekty byty znaczaco obnizone w
obecnosci pirogronianu lub katalazy. Powyzsze wyniki sugerujg, ze w komdrkach traktowanych SK053
gromadzi sie H,0,, ktory jest gtdwnym czynnikiem odpowiedzialnym za efekt cytotoksyczny SK053.
Wyniki przedstawionych powyzej badan zostaty opublikowane w czasopiSmie Oncotarget (Trzeciecka u

wsp. [31]).
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Metode identyfikacji biatek docelowych oparta na chromatografii powinowactwa biotyna-
neutrawidyna zastosowatam réwniez do identyfikacji nowych biatek docelowych wigzacych adenantyne.
W badaniach opublikowanych wczesniej wykazano, ze adenantyna wigze sie z PRDX1 i PRDX2. Nasze
badania potwierdzity to wigzanie, a takze zidentyfikowaty bezposrednie wigzanie adenantyny do TRX1.

Wyniki tych badan opublikowalismy w czasopismie Biochemical Pharmacology (Muchowicz i wsp. [32]).

Podsumowujac, w tej cze$ci badan udato sie zidentyfikowaé dimeryczne peroksyredoksyny,
jako  biatka docelowe wigzgce drobnoczasteczkowy inhibitor SK053 o dziataniu
przeciwnowotworowym. Zaobserwowali$my, ze SK053, w wyniku podwdjnej tioalkilacji, mostkuje
katalityczne cysteiny w centrum aktywnym dimerycznych peroksyredoksyn, prowadzac do utworzenia
kowalencyjnych dimeréw opornych na redukcje. Peroksyredoksyny s enzymami usuwajgcymi
nadtlenki i odgrywajg waing role w utrzymaniu homeostazy redoks. Jak dotad rola tych enzyméw w
chtoniaku Burkitta nie zostata zbadana. Nasze badania wykazaty, ze zablokowanie peroksyredoksyn za
pomocg SKO053 hamuje proliferacje komérek i indukuje apoptoze. Wyniki te wskazujg, ze

peroksyredoksyny mogg stanowi¢ nowe cele terapeutyczne w leczeniu chtoniaka Burkitta.
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Ill. Zbadanie homeostazy redoks i roli enzymoéw antyoksydacyjnych jako potencjalnych celow w terapii

nowotworéw wywodzacych sie z limfocytow B.

Nowotwory wywodzqce sie z limfocytow B i ich rokowanie

Nowotwory wywodzgce sie z komdrek krwi i uktadu chtonnego stanowig heterogenng grupe chordb
o ztozonej patogenezie. W ciggu ostatnich trzech dekad liczba nowych zachorowan na nowotwory ukfadu
krwiotwdrczego i chtonnego wzrosta ponad 2-krotnie [33]. Znaczng cze$¢ nowotwordéw uktadu
krwiotwdrczego i chfonnego stanowig rozrosty wywodzgce sie z limfocytéw B, na réznym etapie
limfopoezy. Wiekszos$¢ rozrostéw z niedojrzatych form limfocytéw B, tzw. limfoblastow, stanowig ostre
biataczki limfoblastyczne B-komodrkowe (OBL). Najczestsze rozrosty wywodzace sie z dojrzatych
limfocytéw B to chtoniaki nieziarnicze oraz przewlekta biataczka limfocytowa (PBL).

OBL jest najczestszym nowotworem wsrdod dzieci, choé wystepuje rowniez u dorostych w réznym
wieku. Jest to choroba bardzo zréznicowana, zaréwno pod wzgledem genetycznym, jak i pod wzgledem
skutecznosci leczenia. Chociaz intensywna chemioterapia zapewnia wysoki odsetek wyleczen u
wiekszosci chorych, podtypy z okreslonymi zmianami genetycznymi, takimi jak rearanzacja genu MLL,
fuzja BCR-ABL1 czy hipodiploidia, sg trudne do wyleczenia i wymagajg dalszych badan i poszukiwania
nowych terapii, w szczegdlnosci terapii celowanych [34]. Podtypy OBL charakteryzujace sie wyzej
opisanymi zmianami genetycznymi wystepujg znacznie czesciej u dorostych z OBL, dlatego u ponad
potowy chorych powyzej 18 roku zycia dochodzi do nawrotu choroby, czesto opornego na leczenie.

Chtoniaki nieziarnicze to rowniez heterogenna grupa nowotwordw o zrdznicowanej prognozie.
Do najbardziej agresywnych postaci chtoniakdw nieziarniczych nalezg: chtoniak Burkitta, chtoniak z
komoérek ptaszcza oraz chtoniak rozlany z duzych limfocytéw B. Chorych na chtoniaki nieziarnicze oraz
PBL leczy sie gtéwnie za pomocg chemioterapii w potgczeniu z immunoterapig przeciwciatami anty-CD20.
W ostatnich latach do leczenia PBL oraz wybranych typéw chtoniakdw wprowadzone zostaty rowniez
nowe zwigzki celowane takiej jak ibrutinib i idelalisib, bedace inhibitorami kinaz zaangazowanych w
transmisje sygnatu z receptora limfocytéw B (BCR). Pomimo coraz skuteczniejszych metod leczenia, u
czesci chorych (10-30% w zaleznosci od podtypu) dochodzi do wznowy, czesto opornej na leczenie [35,

36].

Terapie prooksydacyjne w leczeniu nowotwordow wywodzqcych sie z limfocytéw B
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Dotychczasowe badania wskazujg, ze terapie prooksydacyjne mogg mieé zastosowanie w leczeniu
rozrostow hematologicznych, a w szczegdlnosci chorych na nowotwory wywodzace sie z limfocytéw B.
Wykazano, ze nowotwory pochodzace z limfocytéw B sg szczegdlnie wrazliwe na zwigzki o dziataniu
prooksydacyjnym [5], jednak mechanizmy odpowiedzialne za to zjawisko nie sg doktadnie poznane.
Przypuszcza sie, ze jednym z gtdwnych czynnikéw odpowiedzialnych za to zjawisko jest zmieniony
metabolizm glukozy i metabolizm redoks, charakterystyczny dla limfocytéw B [37]. Ciekawym i nowym
podejsciem w leczeniu nowotwordw wywodzacych sie z limfocytéw B moze by¢ wiec celowanie w ich
zmieniony metabolizm oksydacyjny. Identyfikacja specyficznych szlakéw antyoksydacyjnych
odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy redoks jest niezbedna dla wskazania nowych celéw w
terapii. W naszych badaniach skupilismy sie na kilku aspektach zwigzanych z terapig prooksydacyjng
nowotworéw wywodzacych sie z limfocytéw B, takich jak:

(1) Walidacja peroksyredoksyn jako celow w terapii chtoniakéw B komérkowych

(2) Identyfikacja nowych, synergistycznych pofaczen inhibitoréw enzyméw antyoksydacyjnych ze

zwigzkami generujgcymi RFT
(3) Identyfikacja enzyméw antyoksydacyjnych z rodziny tioredoksyny jako potencjalnych celéw w

terapii ostrej biataczki limfoblastycznej B komérkowej.

Walidacja peroksyredoksyn jako celow w terapii chtoniakéw B komorkowych

Zidentyfikowanie dimerycznych PRDX jako biatek docelowych wigzgcych inhibitor SKO53 w komdrkach
chtoniaka Burkitta sktonito nas do oceny ilosci tych enzyméw i ich wptywu na proliferacje komdrek
nowotworéw B komdrkowych. W liniach komdrkowych réinych chtoniakéw, a takze w pierwotnych
komédrkach pozyskanych od chorych na chioniaka Burkitta i przewlekta biataczke limfocytows,
wykazalismy zwiekszong ekspresje zarowno PRDX1 jak i PRDX2. Ponadto, w modelu linii komdrkowych
ludzkiego chtoniaka Burkitta pokazalismy, ze réwnoczesne obnizenie poziomu PRDX1 i PRDX2 zmniejsza
tempo wzrostu komérek nowotworowych (Ryc. 12), prowadzi do zwiekszenia ilosci komorek w fazie G1 i
zmniejszenia w fazie S cyklu komdrkowego oraz blokady syntezy DNA. Nasze badania wykazaty, ze w
komérkach chtoniaka, zaréwno PRDX1 jak i PRDX2, wspierajg wzrost i proliferacje komadrek, a wiec petnig
komplementarne funkcje. Skuteczne zahamowanie proliferacji komdrek chtoniaka wymaga wiec
jednoczesnego zablokowania obu tych enzymdéw. Zahamowanie proliferacji komérek glejaka [38] badz
ludzkich komodrek zarodkowych [30] obserwowano wczesniej juz po wytgczeniu jednej z
cytoplazmatycznych peroksyredoksyn. Wyniki przedstawionych powyzej badan zostaty opublikowane w

czasopismie Oncotarget (Trzeciecka u wsp. [31]).
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Identyfikacja nowych, synergistycznych potgczen inhibitorow enzymow antyoksydacyjnych ze zwigzkami
generujgcymi RFT

Wyzej przedstawione badania przedkliniczne wykazaty skutecznos¢ inhibitoréw enzyméw
antyoksydacyjnych w réznych nowotworach wywodzacych sie z limfocytow B. Jednak w monoterapii
skutecznos$¢ tych zwigzkéw byta stosunkowo niewielka i nie prowadzita do catkowitych wyleczen w
modelach in vivo. Podobnie, pierwsze proby oceny aktywnosci przeciwnowotworowej AUR (inhibitora
uktadu TRX) w badaniach klinicznych w PBL wykazaty niewielkg skutecznos¢ (NCT01419691, Saba i wsp.,
ASH 2013, abstract 3819). Stad w dalszej czesci badan skupiliSmy sie na poszukaniu potgczen inhibitoréw
enzymow uktadu tioredoksyny z innymi zwigzkami. Najsilniejsze, synergistyczne dziatanie cytotoksyczne
zaobserwowalismy dla potgczenia AUR i SKO53 z L-askorbinianem, zwigzkiem generujgcym RFT.

Dziatanie przeciwnowotworowe farmakologicznego L-ASC, zwtaszcza in vivo, zalezy od rodzaju
nowotworu i od aktywnosci enzyméw zwigzanych z metabolizowaniem RFT, zarowno w komadrkach
nowotworowych jak i w mikrosrodowisku nowotworu. Nowotworowe limfocyty B sg wrazliwe na L-ASC
in vitro (LDsp ~ 0,5 mM), jednak aktywnos$¢ L-ASC in vivo jest ograniczona, pomimo dozylnego podawania
duzych dawek [39]. Postawilismy hipoteze, ze zablokowanie wewngatrzkomdrkowego usuwania RFT przez
enzymy antyoksydacyjne uktadu tioredoksyny moze nasili¢ cytotoksyczne dziatanie L-ASC na komorki
nowotworowe wywodzace sie z limfocytow B. Jednym z kluczowych enzyméw odpowiedzialnych za

usuwanie H,0, jest PRDX1. Jak przedstawiono wczesniej, ilos¢ PRDX1 w komdrkach biataczkowych i
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chtoniakowych jest znacznie podwyzszona, co moze ostabia¢ cytotoksyczne dziatanie L-ASC, zwtaszcza w
mikrosrodowisku szpiku, ktére dostarcza dodatkowej ochrony przed stresem oksydacyjnym [40]. W
pierwszej kolejnosci sprawdzilismy czy zmniejszenie ekspresji PRDX1 uwrazliwia komorki chtoniaka na L-
ASC. Wszystkie badane linie komdrkowe chtoniaka Burkitta i OBL z obnizong ekspresja PRDX1 byty
znacznie bardziej wrazliwe na L-ASC niz komorki parentalne, wykazujgce wysoki poziom ekspresji PRDX1.
Wyjatkowo silne cytotoksyczne dziatanie L-ASC zaobserwowalismy dla komérek Raji i Namalwa
pozbawionych genu kodujgcego PRDX1. Takiego efektu nie zaobserwowalismy w komdrkach z obnizong

iloscig PRDX2 (Ryc. 13).
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Ryc. 13 Usuniecie PRDX1 uwrazliwia komérki chtoniaka Burkitta na L-ASC w testach in vitro. A.
Komarki Raji pozbawione ekspresji PRDX1 (delecja genomowa CRISPR-Cas9, 3 rdzne klony: Raji-sgPRDX1
A, B i C) lub komérki kontrolne (Raji-sgGFP) inkubowano przez 48 h z L-ASC. llos¢ komérek martwych
oceniono metodg cytometrii przeptywowej po wybarwieniu jodkiem propidyny. B. Analiza Western
blotting catkowitych lizatéw biatkowych komadrek uzytych w panelu A. C. Komdrki Namalwa z obnizong
ekspresja PRDX1 i/lub PRDX2 (przygotowane jak opisano w Ryc.12B) inkubowano z L-ASC przez 48 h, a
nastepnie wybarwiono jodkiem propidyny i oceniono ich zywotnos¢ za pomoca cytometrii przeptywowej.
Istotno$¢ statystyczna oceniono za pomocg testu Dunnetta; ** p <0,01, *** p <0,001.

Whptyw PRDX1 na skutecznos¢ przeciwnowotworowg L-ASC ocenilismy réwniez in vivo w modelu mysim.
Zgodnie z wcze$niej opublikowanymi danymi, L-ASC podany dootrzewnowo w duzych dawkach nie
hamowat wzrostu kontrolnych komérek Raji in vivo w modelu mysim SCID. W tym modelu
zaobserwowalismy jednak znaczace zahamowanie wzrostu komdrek Raji pozbawionych PRDX1. Ponadto,
traktowanie myszy nastrzyknietych komaérkami Raji-sgPRDX1 za pomocg L-ASC znaczgco wydtuzyto
przezycie zwierzat w poréwnaniu do myszy nastrzyknietych komdrkami Raji-sgPRDX1, traktowanych

samym rozpuszczalnikiem (Ryc. 14).
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Ryc. 14 Usuniecie PRDX1 uwrazliwia komorki chtoniaka Burkitta na L-ASC in vivo. Myszom SCID BALB/c
zaszczepiono podskdrnie komorki Raji-sgPRDX1 (mieszanina klonéw B i C) i komoérki kontrolne Raji-
sgGFP. L-ASC podawano dootrzewnowo w dawce 4 g/kg, dwa razy dziennie, przez 10 dni. Wykresy
przedstawiajg tempo wzrostu guza (A) oraz przezycie myszy (B), usrednione z 2 eksperymentdéw, 10

myszy/grupe.

W dalszej czesci ocenilismy aktywnosé przeciwnowotworowg potgczenia L-ASC z inhibitorami
enzymow antyoksydacyjnych. Potgczenie L-ASC z AUR lub SK053 wywotywato silne efekty cytotoksyczne
na linie komérkowe chtoniaka (Raji) oraz PBL (Mec-1, Cl) w testach in vitro. Co ciekawe, zablokowanie
uktadu glutationowego za pomocg inhibitora BSO nie uwrazliwiato komdrek nowotworowych na
dziatanie L-ASC. Ze wzgledu na podwyzszong ekspresje PRDX1 rowniez w PBL, cytotoksyczne dziatanie
pofaczenia AUR z L-ASC sprawdzilismy tez na komdrkach pierwotnych pozyskanych od chorych na PBL.
Silny efekt cytotoksyczny badanej kombinacji zwigzkéw wzgledem komdrek PBL zaobserwowalismy
zaréowno w monokulturach, jak i w kokulturach z komdrkami zrebu. Kombinacja L-ASC z AUR skutecznie
dziatata na komdrki PBL pochodzace od chorych z réznych grup ryzyka cytogenetycznego. Analiza Chou-
Talalay wykazata, ze interakcja jest synergistyczna lub silnie synergistyczna we wszystkich badanych
liniach komdrkowych i pierwotnych komadrkach PBL. Co wazne, w badanych dawkach, ktdre sg osiggalne
in vivo, nie zaobserwowaliémy cytotoksycznego dziatania kombinacji na prawidtowe limfocyty B
pochodzace z krwi obwodowej ani na ludzkie centroblasty hodowane ex vivo (Ryc. 15). Ponadto, AUR

nasilita dziatanie przeciwnowotworowe L-ASC in vivo.
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Ryc. 15 Auranofina selektywnie zwieksza cytotoksycznos¢ L-ASC wzgledem nowotworowych
limfocytéw B. Pierwotne ludzkie komorki PBL (n = 12 chorych) w ko-hodowli z komdrkami stromy M2-
10B4 (A), oraz limfocyty B izolowane z ludzkich migdatkow (2 dawcéw poddawanych tonsyllektomii)
hodowane z komérkami HT1080-CD40L (hodowla centroblastéw) (B) inkubowano przez 48 h z L- ASC,
AUR lub ich kombinacja. Procent komérek martwych oceniono za pomocga cytometrii przeptywowej, po
barwieniu aneksyna Vi jodkiem propidyny.

W dalszej czesci badan skupiliSmy sie na wyjasnieniu synergistycznego mechanizmu dziatania AUR w

potgczeniu z L-ASC. W tym celu zoptymalizowalismy szereg testéw umozliwiajgcych pomiar H,0, na

zewnatrz i wewnatrz komadrek. Badania te doprowadzity do zaproponowania mechanizmu, w ktérym

AUR zwieksza cytotoksyczno$é L-ASC w sposdb zalezny od Fe®* (Ryc. 16).

L-ASC ; : 20,

L-ASC + AUR+ DFO

Uktad Uktad

tioredoksyny tioredoksyny

. ‘OH
brak uszkodzen oksydacyjnych duzo uszkodzen oksydacyjnychOH czesciowe uszkodzenia oksydacyjne

“OH

przezycie komorek $mier¢ komorek czesciowe przezycie

Ryc. 16 Mechanizm cytotoksycznego dziatania AUR i L-ASC na nowotworowe limfocyty B. Opis w

tekscie.
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W ptynie pozakomérkowym Ilub w medium hodowlanym, L-ASC, w obecnosci jondw metali
przejsciowych, wytwarza H,0,, ktéry wnika do komérek. W nowotworowych limfocytach B, w ktdrych
aktywnos¢ uktadu TRX jest zwiekszona, H,0, jest szybko usuwana, co obniza dziatanie cytotoksyczne L-
ASC (panel lewy). Kiedy jednak uktad TRX jest zablokowany przez AUR, H,0, gromadzi sie w komorce,
gdzie reaguje z jonami zelaza(ll), Fe?, i prowadzi do wytwarzania rodnikdw hydroksylowych (reakcja
Fentona). W konsekwencji, w komérce dochodzi do licznych uszkodzen oksydacyjnych makromolekut i do
Smierci komorki (panel $rodkowy). Efekt cytotoksyczny jest ostabiony w wyniku preinkubacji z
deferoksaming (DFO), ktéra chelatuje wewnatrzkomérkowe Fe®*, zaburza wytwarzanie rodnikdw
hydroksylowych i zmniejsza iloé¢ uszkodzeri oksydacyjnych. Wskazuje to na istotna role jondw Fe®' i
reakcji Fentona dla cytotoksycznego dziatania badanej kombinacji (prawy panel). Otrzymane wyniki staty
sie podstawg do ztozenia europejskiego zgtoszenia patentowego i uzyskania patentu nr EP3181118A1 pt.
“Synergistyczne potfaczenie inhibitoréw uktadu tioredoksyny | L-askorbinianu do leczenia nowotworéw
wywodzacych sie z limfocytédw B”. Wyniki eksperymentéw opublikowane zostaty w czasopismie Redox
biology (Graczyk-Jarzynka i wsp. 2019 [41]). Dodatkowo, na zaproszenie od redaktoréw pisma Cancer
letters, opublikowalismy artykut przegladowy, w ktérym podsumowalismy i przedyskutowalismy
dziatanie przeciwnowotworowe terapii prooksydacyjnych (Firczuk et al. 2020 [42]).

Podsumowujac, nasze badania wykazaly silne, synergistyczne dziatanie pomiedzy inhibitorami
ukfadu TRX oraz L-ASC. Udowodnilismy, ze enzymy uktadu TRX, a w szczegélnosci PRDX1, odgrywaja
istotng role w usuwaniu H,0, w nowotworach wywodzacych sie z limfocytow B. Ponadto AUR,
inhibitor uktadu TRX stosowany jako lek przeciwreumatyczny, zmniejsza zdolnos¢ komorek
nowotworowych do metabolizowania H,0; i nasila aktywnos$¢ przeciwnowotworowa L-ASC in vitro i in
vivo. Biorac pod uwage bardzo silny, selektywny i synergistyczny efekt badanej kombinacji zwigzkéw w
réznych modelach przedklinicznych, a takze fakt, ze oba zwiazki, L-ASC i AUR s3 juz od dziesiecioleci
stosowane w klinice, potgczenie AUR i L-ASC moze okaza¢ sie skuteczne rowniez w badaniach
klinicznych u chorych na nowotowory. Kombinacje AUR z L-ASC warto bedzie przetestowac szczegdlne

u chorych na nowotwory B-komérkowe oporne na terapie konwencjonalna.

Identyfikacja enzymow uktadu tioredoksyny jako potencjalnych celow w terapii ostrej biataczki
limfoblastycznej B komdrkowej
Metabolizm redoks i role enzyméw antyoksydacyjnych zbadaliSmy rdwniez w ostrej biataczce

limfoblastycznej B komorkowej (OBL). OBL jest chorobg genetycznie heterogenng i ustalone linie
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komodrkowe nie sg dobrym modelem do badania jej patomechanizmu i testowania nowych lekdéw.
Dlatego wazne jest, aby badania na liniach uzupetni¢ badaniami na materiale pierwotnym, izolowanym
od pacjentdw. W ramach projektu nawigzatam wspétprace z trzema osrodkami klinicznymi, w ktérych
leczeni sg chorzy na OBL, zaréwno dzieci jak i dorosli. Ponadto, wraz z zespotem oraz we wspétpracy z
Laboratorium prof. Heidenreicha z Uniwersytetu w Newcastle, opracowalismy przedkliniczne modele
badawcze oparte o komodrki pierwotne OBL, umozliwiajgce wiarygodne badanie patomechanizmu

choroby i testowanie nowych lekédw (Ryc. 17).
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Ryc.17 Modele in vitro i in vivo do badania OBL. A. Pierwotne komérki CD19" izolowane od chorych z
OBL wstrzykuje sie dozylnie (IV) myszom z niedoborem odpornosci, NSG (z ang. Nod SCID Gamma).
Rozwdj biataczki monitorowany jest za pomoca cytometrii przeptywowej, poprzez ocene odsetka
komérek ludzkich CD45"/CD19" w mysiej krwi obwodowej. B. W zaawansowanym stadium rozwoju
biataczki (powiekszona $ledziona, ilo$é ludzkich komdérek CD45%/CD19" przekracza ilo$é leukocytéw
mysich), namnozone komoérki OBL (primografty) izolowane s3 ze Sledzion i szpiku myszy. C. Primografty
OBL hodowane od 3-10 dni in vitro z komérkami stromy (szpikowe, mezenchymalne komérki macierzyste
BM-MSC) zachowujg dobrg zywotnos$¢, co umozliwia ocene ich wrazliwosci na leki oraz ocene ich
fenotypu w cytometrii przeptywowe;j.
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Wykazalismy, ze w surowicy chorych na OBL dochodzi do gromadzenia sie markeréw uszkodzen
oksydacyjnych, obnizenia zdolnos$ci antyoksydacyjnej i zmniejszenia ilo$ci wolnych grup tiolowych.
Wiekszos$¢ z wyzej wymienionych zmian zaobserwowaliSmy zaréwno u dzieci, jak i u dorostych (Ryc.
18A). Nastepnie w blastach izolowanych od chorych na OBL ocenilismy ilos¢ mRNA kodujgcego enzymy
antyoksydacyjne uktadu TRX. Sredni poziom mRNA dla PRDX1, TRX1 i TR1 w blastach OBL byt wyzszy w
poréwnaniu do komérek prawidtowych (CD34" i/lub CD19%) (Ryc. 18B). Zwiekszong ilo$¢ enzymoéw
uktadu TRX zaobserwowalismy réwniez w liniach komdrkowych reprezentujgcych rdézine podtypy
cytogenetyczne OBL, zardwno na poziomie mRNA, jak i na poziomie biatka. Powyzsze dane wskazujg na
zaburzenie homeostazy redoks u chorych na OBL, ktérej towarzyszy zwiekszona ekspresja enzymow

antyoksydacyjnych uktadu TRX.
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Ryc. 18 Chorzy na OBL maja nasilony stres oksydacyjny i podwyiszong ilos¢ enzymoéw
antyoksydacyjnych uktadu TRX. A. Biomarkery homeostazy redoks takie jak: reaktywne metabolity tlenu
(ROM - reactive oxygen metabolites), zdolnos¢ antyoksydacyjna (BAP — biological antioxidant capacity) i
poziom wolnych grup tiolowych (SHP — free thiol group), zostaty ocenione w surowicy pobranej na etapie
diagnozy od dzieci (n = 35) i dorostych (n = 17) chorych na OBL oraz od oséb zdrowych dopasowanych
pod wzgledem wieku. B. llos¢ mRNA kodujgcego PRDX1, TRX1 i TR1 oceniono za pomocg qPCR w
blastach OBL (n>=100) i komdrkach prawidtowych CD34" oraz CD19" pochodzacych od zdrowych
dawcow.

W oparciu o powyzsze wyniki postawiliSmy hipoteze, ze enzymy antyoksydacyjne mogg by¢

jednym z elementow adaptacji komorek OBL do stresu oksydacyjnego, a wiec mogg sprzyjaé¢ rozwojowi
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biataczki. W dalszej czesci badan ocenilismy wptyw inhibitoréw enzymoéw antyoksydacyjnych, SK053,
auranofiny (AUR) i adenantyny (ADE), na przezycie komdrek OBL. Wszystkie badane zwigzki wywieraty
efekt cytotoksyczny na linie komérkowe OBL w testach in vitro w niskich stezeniach uM. Do dalszych
badan, zwtaszcza do badan in vivo, wybraliSmy AUR, ze wzgledu na jej najwiekszg selektywno$¢ dziatania.
Ponadto, dodatkowymi zaletami AUR, ktéra jest uzywana w klinice jako lek przeciwreumatyczny, s3 jej
znany profil bezpieczenstwa i korzystna farmakokinetyka. AUR wykazywata silne dziatanie cytotoksyczne
na pierwotne komdrki OBL hodowane w monokulturze, a takze w kokulturze z komdrkami zrebowymi
szpiku, ktére podtrzymujg wzrost i przezycie blastéw OBL w warunkach in vitro i mogg indukowad
lekoopornos¢ [43]. W kohodowli blastéw OBL z komdrkami zrebowymi wrazliwosé na AUR zmniejszyta

sie, jednak nie zostata catkowicie zahamowana Ryc. 19.
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Ryc. 19 AUR dziata cytotoksycznie na linie komdérkowe OBL reprezentujgce réine podtypy genetyczne
biataczki (A), komoérki pierwotne OBL hodowane w zawiesinie (B) oraz w kohodowli z komérkami
stromy BM-MSC (C). llos¢ komérek zywych oceniono za pomocg testu MTT (A, B) lub w hemocytometrze
po wybarwieniu btekitem trypanu (C).

Efekt przeciwbiataczkowy AUR zaobserwowaliSmy réowniez w modelu in vivo. ZastosowaliSmy model
ksenotransplantacji blastéw izolowanych od chorego na podtyp biataczki z rearanzacjg genu MLL (MLLr)
do myszy szczepu z niedoborem odpornosci NSG (ang. NOD SCID Gamma). U myszy tych, ze wzgledu na
brak limfocytéw T i B oraz liczne defekty odpowiedzi immunologicznej nieswoistej, mozliwy jest wzrost
ludzkich komérek nowotworowych. W tym modelu AUR opdzZnita progresje biataczki i przedtuzyta
przezycie myszy (Ryc. 20). W dalszej czesci badan wykazaliSmy, ze w komadrkach biataczkowych AUR i
ADE zwiekszajg ilo$¢ RFT, indukujg stres oksydacyjny, stres siateczki srodplazmatycznej, ktére prowadza
do oksydacyjnych uszkodzen DNA i apoptozy komodrek.

Wyniki wyzej opisanych eksperymentéw opublikowane zostaty w czasopismie Molecular oncology (Fidyt i

wsp. 2019 [44]).
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Ryc. 20 Auranofina opdznia progresje OBL in vivo i przedtuza przezycie myszy. Komérki pierwotne
wyizolowane od chorego na OBL z rearanzacjg genu MLL wstrzyknieto myszom NSG. Poczgwszy od dnia
31 po wstrzyknieciu komorek, czesci zwierzat przez 3 tygodnie podawano dootrzewnowo AUR (10
mg/kg), w schemacie 5 dni leczenia/ 2 dni przerwy. A. Progresje biataczki oceniano cotygodniowo
poprzez barwienie krwi obwodowej przeciwciatami anty-CD45 (mysie), anty-CD45 (ludzkie), anty-CD19
(ludzkie). Na wykresie przedstawiono odsetek ludzkich komodrek biataczkowych w grupie zwierzat
otrzymujgcych AUR (n = 10) bagdz DMSO (kontrola, n=12). B. Wykres Kaplana-Meyera przedstawiajgcy
przezycie myszy. Przedstawiona wartos¢ p jest obliczana za pomocg testu log-rank (Mantel-Cox).

Podsumowujac, nasze badania przedkliniczne wykazaty, ze enzymy antyoksydacyjne uktadu
tioredoksyny przyczyniajg sie do wzrostu i rozwoju OBL, a ich zablokowanie za pomoca AUR hamuje
wzrost biataczki in vitro oraz in vivo. Co istotne, efekt przeciwbiataczkowy AUR zaobserwowalismy
rowniez dla podtypow biataczki MLLr oraz Ph+, ktdre charakteryzujg sie bardzo ztym rokowaniem dla
chorych. Powyisze wyniki sugeruja, ze uktad tioredoksyny moze by¢ nowym celem w terapii OBL.
Poniewaz in vivo w modelu mysim AUR tylko czesciowo zahamowata rozwadj biataczki, prowadzimy

dalsze badania przedkliniczne, w ktérych badamy efekty potaczenia AUR z innymi lekami.
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Pracg naukowg zainteresowatam sie jeszcze w czasie studiow na Miedzyuczelnianym Woydziale
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czterech lat pracy nad doktoratem zdobytam obszerng wiedze na temat funkcjonowania biatek, relacji
pomiedzy ich strukturg i funkcjg, odziatywan biatek z innymi makromolekutami oraz z inhibitorami
drobnoczgsteczkowymi. Zajmowatam sie gtownie enzymami bakteryjnymi nalezgcymi do grupy proteaz i
endonukleaz.

Krétko po obronie doktoratu zmienitam tematyke badawcza i zaczetam zajmowac sie onkologia
eksperymentalng. Zostatam przyjeta na stanowisko post-doc do projektu TEAM realizowanego w
Zaktadzie Immunologii na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym, gdzie zajmowatam sie terapig
fotodynamiczng nowotworéw. Zostatam réwniez wtgczona w inne projekty badawcze prowadzone w
Zaktadzie Immunologii. Szczegdlnie zainteresowatam sie zbadaniem mechanizmu dziatania nowego
inhibitora enzymdéw antyoksydacyjnych, zwigzku SK053. Na te badania otrzymatam swoje wtasne
finansowanie z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) w ramach programu IUVENTUS w
2010 roku. Od tego czasu rozpoczetam samodzielng prace naukowa, kierujgc na poczatku matg grupa
badawczg, sktadajacg sie gtdwnie ze studentéw Kota Naukowego przy Zaktadzie Immunologii, a
nastepnie, od roku 2016, wiekszg grupg badawczg. Obecnie kieruje zespotem, w sktad ktérego wchodzg 2
osoby na stanowisku post-doc, 2 doktorantéw oraz 3 studentdéw. Jako kierownik projektu, uzyskatam
finansowanie na badania w konkursach organizowanych przez MNiSW (grant wtfasny 2010-2013,
luventus Plus 2010-2011, luventus Plus 2012-2015) oraz Narodowe Centrum Nauki (SONATA Bis 2016-
2020, OPUS 2017-2020). Ponadto bytam/jestem opiekunem naukowym grantéw kierowanych przez
moich podopiecznych (Diamentowy Grant MNiSW, 2012-2014, kierownik Magdalena Gabrysiak,
Diamentowy Grant MNiSW, 2014-2017, kierownik Antoni Domagata, grant NCN PRELUDIUM, 2019-2021,
kierownik mgr. Klaudyna Fidyt, grant NCN ETIUDA, 2019-2021, kierownik mgr Klaudyna Fidyt). Biore
rowniez czynny udziat w projektach realizowanych przez cztonkdw mojego zespotu (grant NCN OPUS
2019-2022, kierownik dr Angelika Muchowicz).

W latach 2017-2019 bratam réwniez udziat w realizacji projektu STREAM finansowanego przez
Komisje Europejskg w programie Horyzont 2020. Gtdwnym celem projektu STREAM byto stworzenie
dtugoterminowego, strategicznego partnerstwa pomiedzy Warszawskim Uniwersytetem Medycznym a
najlepszymi europejskimi osrodkami badawczymi, zajmujgcymi sie immunoonkologiag. W ramach
projektu STREAM bytam odpowiedzialna za wkfad merytoryczny do strony internetowej projektu,
organizowatam i wspotredagowatam teksty popularnonaukowe publikowane w zaktadce Baza Wiedzy na
stronie projektu STREAM, wspodtorganizowatam warsztaty z cytometrii przeptywowej, a takie bytam

zastepca kierownika jednego z pakietéw roboczych.
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Projekty badawcze realizuje we wspodtpracy z innymi o$rodkami, zaréwno polskimi, jak i
zagranicznymi. Grupy badawcze, z ktdérymi wspotpraca zaowocowata juz wspdlnymi publikacjami to
miedzy innymi:

-grupa prof. Olafa Heidenreich z Laboratorium Princess Maxima Center w Utrechcie, Holandia (wczesniej
laboratorium w Newcastle, Wielka Brytania) —Fidyt 2019, Molecular Oncology

-grupa prof. Dimitara Efremova, kierownika Laboratorium Hematologii Molekularnej z
Miedzynarodowego Centrum Inzynierii Genetycznej i Biotechnologii w Triescie, Wtochy —Graczyk-
Jarzynka 2019, Redox biology

-grupa prof. Wojciecha Mtynarskiego i dr Agaty Pastorczak z Kliniki Pediatrii, Onkologii, Hematologii i
Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w todzi - Fidyt 2019, Molecular Oncology

-zespoty prof. Urszuli Demkow i prof. Michata Matysiaka ze Szpitala Pediatrycznego WUM - Fidyt 2019,
Molecular Oncology

-zespoty prof. Ewy Lech-Marandy i prof. Przemystawa Juszczynskiego z Instytutu Hematologii i
Transfuzjologii w Warszawie, - Fidyt 2019, Molecular Oncology, Graczyk-Jarzynka 2019, Redox biology

- grupa prof. Ostaszewskiego z Instytutu Chemii Organicznej PAN -Trzeciecka 2016, Oncotarget

- grupa prof. Dadleza z Laboratorium Spektrometrii Mas w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN -
Trzeciecka 2016, Oncotarget, Bobrowicz 2017, Blood

-grupa prof. Rafata Ptoskiego z Zaktadu Genetyki WUM —Lechowicz 2017, Scientific Reports.

W ciggu ostatnich kilku lat moje zainteresowania podazaja w kierunku immunologii
nowotworéw, immunoterapii oraz badania wptywu stresu oksydacyjnego na przeciwnowotworowg
odpowiedz immunologiczng. W trakcie realizacji projektu STREAM przebywatam na stazu w
Miedzynarodowym Centrum Inzynierii Genetycznej i Biotechnologii w Triescie. Tam nawigzatam
wspotprace z prof. Federikg Benvenuti, kierownikiem Laboratorium Immunologii Komérkowej, ktéra
bada miedzy innymi role komérek prezentujgcych antygen w rozwoju przeciwnowotworowej odpowiedzi
immunologicznej. We wspdtpracy z prof. Benvenuti moj zespdt opracowat testy funkcjonalne, ktoére
znajdujg zastosowanie w naszych badaniach nad rolg limfocytdw regulatorowych oraz metabolizmem
redoks w biataczkach. Ponadto, nawigzatam wspétprace naukowg z zespotem dr Ettienne Mousay i dr
Jerome Pagetti z Zaktadu Onkologii w Instytucie Zdrowia w Luxemburgu, ktéry dysponuje
zaawansowanymi modelami mysimi do badania roli limfocytéw regulatorowych w nowotworach.

Kontynuuje réwniez badania nad mechanizmem dziatania inhibitorow enzyméw
antyoksydacyjnych. W ostatnim czasie odkrylismy, ze auranofina reguluje ekspresje gendw zwigzanych z

apoptozg poprzez wptyw na modyfikacje epigenetyczne. Aby doktadniej zbadac procesy epigenetyczne
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regulowane przez auranofine, nawigzatam wspdtprace z grupg prof. Thomasa Milne, kierownika
Laboratorium epigenetyki i regulacji gendw na Wydziale Medycyny Uniwersytetu Radcliffe w Oksfordzie.
Doktorantka z mojego zespotu badawczego, mgr. Klaudyna Fidyt, odbyta 3-miesieczny staz w zespole

prof. Milne w ramach programu ETIUDA, finansowanego przez NCN.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

W ramach dziatalnosci dydaktyczne;j:

- w latach 2010-2016 prowadzitam seminaria z immunologii ze studentami Wydziatu Farmaceutycznego,
- jestem wspdtautorka rozdziatéw w podreczniku Immunologia wydanego naktadem PWN,

- prowadze 7-osobowy zespd6t badawczy realizujgcy 4 granty badawcze finansowane przez Narodowe
Centrum Nauki

- jestem opiekunem studentdw Kota Studenckiego przy Zaktadzie Immunologii, wdrazam ich w prace
naukowg, wspieram w pozyskiwaniu wifasnego finansowania (dwa granty Diamentowe - lek med.
Magdalena Gabrysiak, lek med. Antoni Domagata; Preludium — mgr. Klaudyna Fidyt),

- bytam opiekunem i promotorem pomocniczym w 2 pracach magisterskich, obecnie jestem promotorem
prac magisterskich dwdch studentek Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego, Julii Cyran oraz
Alicji Wojciechowskiej,

- obecnie jestem opiekunem dwdch doktorantéw i petnie role promotora pomocniczego w przewodzie

doktorskim mgr Klaudyny Fidyt.

W ramach dziatalnosci popularyzatorskiej:

- udzielitam wywiadu w Radiu TOK FM w audycji ,Weekendowy poranek” prowadzonej przez redaktor
Karoline Gtowacka, w ktdrej komentowatam odkrycia Noblistéw z dziedziny medycyny, przyznanej JP
Allisonowi i T Hojo za odkrycie punktow kontrolnych uktadu odpornosciowego

https://audycje.tokfm.pl/podcast/Nobel-z-medycyny-pozwoli-na-skuteczniejsze-terapie-

nowotworowe/67698

-w latach 2016-2018 prowadzitam nadzér merytoryczny i wspotredagowatam teksty publikowane na

stronie internetowej projektu STREAM (https://stream.wum.edu.pl/); bytam koordynatorem i

wspotautorem wszystkich tekstéw popularnonaukowych opublikowanych na stronie projektu STREAM w

zaktadce Baza Wiedzy (https://stream.wum.edu.pl/pl/baza-wiedzy)
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- w roku 2016 zorganizowatam i wzietam udziat w prowadzeniu spotkania z dzieémi z Przedszkola
Niepublicznego ,Wesofe Krasnale” w Warszawie, na temat: ,Zawod lekarza, obrona przed
drobnoustrojami, zdrowy styl zycia” w ramach cyklu: ,,Zawody naszych rodzicow”

- w roku 2016 udzielitam wywiadu dla czasopisma WUM - Medycyna Dydaktyka Wychowanie, w ktorym

opowiedziatam o przebiegu swojej pracy naukowej.

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej

Wykazuje duzg aktywno$¢ w recenzowaniu prac naukowych w miedzynarodowych czasopismach. Jak
dotad zrecenzowatam ponad 20 prac w czasopismach takich jak: Cancer Research, Chemical Science,
Redox Biology, Theranostics, Cells, Cancer Letters, European Journal of Cancer, Cancers, Cancer
Immunology Immunotherapy, Oncotarget, International Journal- of Molecular Sciences, Acta
Haematologica, Central European Journal of Biology, Molecular Medicine Reports, Oncology Letters,
Oncology Reports, International Journal of Oncology, Biology Open. Ponadto, regularnie recenzuje

abstrakty na coroczng konferencjeg studenckag WIMC - Warsaw International Medical Congress.

Adiunkt

Zaktad Immunologii //
< . /

Dr . biol. Malgorzata Firczuk
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