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Innowacyjnos$¢ rozprawy

*  QOcena wptywu réznych warunkéw tlenowych na aktywnos$¢ proliferacyjng
ztosliwego glejaka in vitro.

* Ocena wplywu réznych warunkéw tlenowych na efekt cytotoksyczny
modyfikowanej pochodnej izotiomocznika — N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-
pentabromobenzylo)-izotiomocznika (ZKK-3).

= Nowatorskie potaczenie dziatania natleniania hiperbarycznego (HBO)
i pochodnej izotiomocznika ZKK-3 jako obiecujaca strategia terapeutyczna
wobec nowotworow glejopochodnych o wysokim stopniu ztosliwos$ci

histologiczne;j.
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5-FU — 5-fluorouracyl (ang. 5-fluorouracil)

acetylo-CoA — acetylokoenzym A (ang. acetyl coenzyme A)

ACNU - nimustyna (ang. nimustine)

AKT — kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B, PKB)

AMPK - kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5’AMP-activated protein kinase)

Artl — biatko translokacyjne wigzace jadrowy receptor dla weglowodorow
aromatycznych typu 1 (ang. Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 1)

ATA — atmosfera absolutna (ang. atmosphere absolute)

Bad/ Bak/ Bax/ BNIP3 — biatka proapoptotyczne z rodziny Bel-2

BCA — kwas bicinchoninowy (ang. bicinchoninic acid)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2)

Bcl-W — biatko antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2

Bcl-XI — dtuzsza forma biatka genu Bcl-x (ang. B-cell lymphoma-extra large)
Bcl-Xs — krotsza forma biatka genu Bcl-x (ang. B-cell lymphoma-extra short)

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast growth factor)
bHLH — domena biatkowa o budowie helisa-zwrot-helisa (ang. basic helix-loop-
helix)

BSA — albumina surowicy bydlgcej (ang. bovine serum albumin)

C6 — linia komorkowa szczurzego ztosliwego glejaka glioblastoma

c-Abl — komoérkowa niereceptorowa kinaza tyrozynowa (ang. cellular Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1)

CAD - C-koncowa domena aktywacyjna biatka HIF-1 (ang. C-terminal activation
domain)

CA-IX — anhydraza weglanowa 1X (ang. carbonic anhydrase IX)

CD133 — antygen roznicowania komorkowego 133 (ang. cluster of differentiation
133)

CD44 — antygen roznicowania komorkowego 44 (ang. cluster of differentiation 44)
CDK4 — kinaza zalezna od cyklin 4 (ang. cyclin-dependent kinase 4)

CDKN2A/ 2B — gen kodujacy inhibitor kinaz zaleznych od cyklin 2A/2B
(ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/2B gene)

c-Jun — komoérkowy protoonkogenny czynnik transkrypcyjny

CK2 — kinaza kazeinowa 2 (ang. casein kinase 2)
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Wykaz skrotow

COX-2 — gen kodujacy cyklooksygenazg 2 indukowang (ang. cyclooxygenase 2)
c-Src — komorkowa kinaza tyrozynowa (ang. cellular proto-oncogene tyrosine-
protein kinase)

DMAT — 2-dimetyloamino-4,5,6,7-tetrabromo-benzimidazol

EGFP — wzmocnione biatko zielonej fluorescencji (ang. enhanced green fluorescent
protein)

EGFR — receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor)

ELISA — test immunoenzymatyczny (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
ERK/ ERK8 - kinaza regulowana sygnalem zewnatrzkomérkowym/ 8
(ang. extracellular signal regulated kinase/ 8)

Etk — proapoptotyczna biatkowa kinaza tyrozynowa (ang. Escherichia coli tyrosine
kinase)

Ets1 — protoonkogenny czynnik transkrypcyjny (ang.E26transformation-specific 1)
FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

Fos — czynnik transkrypcyjny

FoxM1 — czynnik transkrypcyjny M1 z rodziny Forkhead (ang. forkhead box protein
M1)

GBM - glejak ztosliwy (ang. glioblastoma)

GLUT-1/ GLUT-3 — transporter glukozy 1/3 (ang. glucose transporter 1/3)

GPCR — receptor sprz¢zony z biatkiem G (ang. G-protein-coupled receptor)

HBO - tlen hiperbaryczny (ang. hyperbaric oxygen)

Hecl — czynnik transkrypcyjny (ang. highly expressed in cancer protein)

HIF-1/ HIF-2/ HIF-3 — czynnik indukowany hipoksja 1/2/3(ang. hypoxia inducible
factor 1/2/3)

HIF-1a/ HIF-18 — podjednostka alfa/beta czynnika indukowanego hipoksja 1
(ang. hypoxia inducible factor 1a/1p5)

HIF-2a/ HIF-2p — podjednostka alfa/beta czynnika indukowanego hipoksjg 2
(ang. hypoxia inducible factor 2a/2p)

HIF-3a — podjednostka a czynnika indukowanego hipoksja 3 (ang. hypoxia inducible
factor 3a)

HL-60 — linia komoérkowa ludzkiej biataczki promielocytowej (ang. human
promyleocytic leukemia)
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HR — receptor hybrydowy powstaly z polaczenia podjednostek receptora IR
z podjednostkami receptora IGF-1R

HR-A/ HR-B — receptor hybrydowy powstaly z potaczenia podjednostek receptora
IR-A/IR-B z podjednostkami receptora IGF-1R

HRESs — elementy odpowiedzi na hipoksj¢ (ang. hypoxia response elements)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

IAR — terapia kombinowana interferonu-beta, nimustyny i radioterapii

IDH1/ IDH2 — gen kodujacy dehydrogenaze¢ izocytrynianowa 1/2 (ang. Isocitrate
dehydrogenase 1/2 gene)

IDO — 2,3-dioksygenaza indoloaminy (ang. Indoleamine 2,3-dioxogenase)

IGF-1/ IGF-2 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1/2 (ang. insulin-like growth
factor 1/2)

IGF-1R — receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (ang. insulin-like growth
factor 1 receptor)

IGFBPs — biatka wigzace IGFs (ang. IGF-binding proteins)

IKK — kinaza inhibitora kappa B (ang. inhibitor kappa B kinase)

IL-2/ IL-3/ IL-6 — interleukina 2/3/6 (ang. interleukin 2/3/6)

IR — receptor insuliny (ang. insulin receptor)

IR-A/ IR-B — krotsza/dtuzsza izoforma receptora insuliny

JAK — kinaza Janusowa (ang. Janus kinase)

JNK — N-terminalna kinaza biatka c-Jun (ang. c-Jun N-terminal kinases),

K-562 — linia komorkowa ludzkiej przewleklej biataczki szpikowej (ang. human
chronic erythromyeloblastoid leukemia)

KG-1 — linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki szpikowej (ang. human acute
myelogenous leukemia)

LN229 — linia komoérkowa ludzkiego gwiazdziaka (ang. astrocytoma)

M-6-PR — receptor mannozo-6-fosforanu i IGF-2 (ang. IGF-2/mannose 6-phosphate
receptor)

MAD1/2 — biatko punktu kontroli poprawnosci ztozenia wrzeciona mitotycznego 1/2
(ang. mitotic arrest deficient 1/2)

MAPK/ MAPK15 — kinaza biatkowa aktywowana mitogenami/ 15 (ang. mitogen-
activated protein kinases/ 15)

Max — czynnik transkrypcyjny X zwigzany z Myc (ang. Myc-associated factor X)
MEK - kinaza fosforylujaca i aktywujaca ERK (ang. ERK kinase)

MEM — minimalna pozywka Eagle'a (ang. Minimum Essential Medium Eagle)
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MGMT — gen kodujacy metylotransferaze O°-metyloguaniny-DNA (ang. O°-
methylguanine-DNA methyltransferase gene)

mROS — mitochondrialne reaktywne formy tlenu (ang. mitochondrial reactive
0xygen species)

MTIC -  5-(3-metylo-(triazeno-1-yl))imidazolo-4-karboksyamid  (ang. 5-(3-
methyltriazen-1-yl) imidazole-4-carboxamide)

MTOR — gen kodujacy kinaze¢ biatkowa serynowo/treoninowa zwang ssaczym celem
rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin kinase gene)

MTS - s6l  3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-5-(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-
sulfofenylo)-2H-tetrazolowa

Myc (c-Myc) — protoonkogenny czynnik transkrypcyjny (ang. cellular homologue
to the transforming sequences of the avian myelocytomatosis retrovirus)

NAD - N-koncowa domena aktywacyjna biatka HIF-1 (ang. N-terminal activation
domain)

NADPH - forma zredukowana estru fosforanowego dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)
NEK2A — izoforma A kinazy 2 zwigzanej z NIMA (ang. Never in Mitosis (NIMA)
related kinase 2 A)

NF-kB — jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

NOSs — syntazy tlenku azotu (ang. nitric oxide synthases)

nPKC - nowe izoformy kinazy biatkowej C (ang. novel isoforms of protein kinase C)
ODD - domena biatkowa odpowiedzialna za degradacje zalezng od tlenu
(ang. oxygen-dependent degradation domain)

OUN - os$rodkowy uktady nerwowy

p21/ p27- inhibitor kinaz zaleznych od cykliny 1A/1B (ang. cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A/1B)

p53 — biatko o masie czasteczkowej 5S3kDa

PAS — domena biatka HIF-1 odpowiedzialna za wigzanie DNA i dimeryzacje
(ang. PER-ARNT-SIM homology domain)

PBS — s6l fizjologiczna buforowana fosforanem (ang. phosphate-buffered saline)
PDGF-B - ptytkopochodny czynnik wzrostu B (ang. platelet-derived growth
factor B)

PDHK1 — gen kodujacy kinaze dehydrogenazy pirogronianowej 1 (ang. pyruvate
dehydrogenase kinase 1 gene)

-11 -



Wykaz skrotow

PGC-1la — koaktywator 1o receptora PPAR (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator 1-alpha)

P-gp — glikoproteina P (ang. P-glycoprotein)

PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphoinositol-3-kinase)

PIM1/ PIM2/ PIM3 — kinaza 1/2/3 z rodziny kinaz serynowo/treoninowych PIM
(ang. proviral integration site for Moloney murine leukemia virus 1/2/3)

PIM1L — dluzsza izoforma kinazy PIM1, zlokalizowana przy btonie komoérkowej
PIM1S — krétsza izoforma kinazy PIM1, zlokalizowana w jadrze komorkowym

PKC - kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C)

PKCp — izoforma my kinazy biatkowej C (ang. protein kinase Cu)

PKC$ — izoforma delta kinazy biatkowej C (ang. delta isoform of protein kinase C)
PKD1/ PKD2/ PKD3 - kinaza biatkowa D1/2/3 (ang. protein kinase D1/2/3)

PLK1 — polokinaza 1 (ang. polo-like-kinase 1)

PMSF — fluorek fenylometylosulfonylu (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

pO2 — cisnienie czgstkowe tlenu (ang. oxygen partial pressure)

pPKD1 (Ser 744/748) — forma PKD1 ufosforylowana na resztach seryn 744 i 748
pPKD1 (Ser 916) — forma PKD1 ufosforylowana na reszcie seryny 916

PTD — domena transdukcji biatka (ang. protein transduction domain)

PTEN — gen kodujacy homolog fosfatazy i tensyny (ang. phosphatase and tensin
homolog deleted on chromosome 10 gene)

RAF — biatkowa kinaza serynowo/treoninowa (ang. serine/threonine-protein kinase)
RAS - rodzina matych GTPaz posiadajacych wiasciwosci onkogenne (ang. rat
sarcoma viral onkogenne homolog protein family)

RIPA — radioimmunoprecypitacyjna liza komorek (ang. radio immunoprecipitation
assay)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RT — radioterapia (ang. radiotherapy)

SHC — biatko adaptorowe (ang. Src-homology collagen protein)

SIRNA — krotkie interferujagce RNA (ang. small intefering RNA)

SNAI1/ SNAI2 — czynnik hamujacy transkrypcje 1/2 (ang. snail family
transcriptional repressor 1/2)

SOD2 — gen kodujacy dysmutaze ponadtlenkowg 2 (ang. superoxide dismutase 2)
Spl — biatko specyficznosci 1 (ang. specificity protein 1)

Src — niereceptorowa kinaza tyrozynowa (ang. proto-oncogene tyrosine-protein
kinase)
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SRSF1 — czynnik splicingowy bogaty w seryne¢/argining 1 (ang. serine/arginine-rich
splicing factor 1)

STAT3/ STATS5 — przekaznik sygnalu i aktywator transkrypcji 3/5 (ang. signal
transducer and activator of transcription 3/5)

T98G — linia komoérkowa ludzkiego ztosliwego glejaka - glioblastoma

TBB - 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzotriazol

TBI - 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol

TBS — bufor ptuczacy przygotowany na bazie Tris i NaCl

TCTP — biatko antyapoptotyczne fortilina (ang. translationally controlled tumor
protein, fortilin)

TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth factor 5)
TMB - 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna (ang. 3,3, 5,5 -tetramethylbenzidine)

TMZ — temozolomid (ang. temozolomide)

TP53 — gen kodujacy biatko P53 (ang. tumor protein p53)

TRG-1 — receptor 1 komorek T z tancuchem gamma (ang. T cell receptor gamma
locus 1)

tTBS — bufor ptuczacy TBS z dodatkiem Tween-20

Twist — czynnik transkrypcyjny z rodziny biatek bHLH

VEGF - czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor)

VEGFR - receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular
endothelial growth factor receptor)

VHL - biatko von Hippel-Lindau (ang. von Hippel-Lindau protein)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WHO GI/ 111/ 1V — stopien ztosliwosci histologicznej I /ITI/TV wg WHO

Wnt — Sciezka sygnalowa regulujgca embriogeneze, rdznicowanie, przezywalno$¢
i proliferacje komorek (ang. Wingless-related integration site)

ZEBL1 — czynnik transkrypcyjny (ang. Zinc finger E-box-binding homeobox 1)
ZKK-1 - S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik

ZKK-3 — N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik

ZKKs — S-benzylopochodne izotiomocznika

-13-



Streszczenie

Streszczenie

Glioblastoma (GBM) jest najcze$ciej wystepujacym nowotworem
pierwotnym osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) o najwyzszym, IV stopniu
zto$liwosci histologicznej wg klasyfikacji WHO. Standardowe leczenie w przypadku
ztosliwego glejaka oparte jest na leczeniu operacyjnym, radioterapii oraz
chemioterapii. Rozlany charakter wzrostu uniemozliwia catkowita resekcje
chirurgiczng zmiany nowotworowej i prowadzi do szybkiej wznowy. Pomimo
rozwoju nowoczesnych technik stosowanych w diagnostyce i leczeniu glejakow,
prognoza kliniczna dla pacjentow ze zdiagnozowanym GBM pozostaje niekorzystna,
a $rednie przezycie na ogot nie przekracza 16 miesiecy. Wprowadzony do leczenia
glejakow chemioterapeutyk, jakim jest temozolomid, pozwala na wydluzenie czasu
przezycia pacjentow zaledwie o kilka miesigcy. Prowadzone sg wigc intensywne
badania nad rozwojem nowoczesnych metod leczenia, w tym immunoterapii, terapii
antyangiogennych oraz eksperymentalnych terapii genowych.

Znaczacg role w progresji zlosliwych glejakéw oraz opornosci komoérek
nowotworowych na leczenie odgrywa wysoki poziom niedotlenienia tkanki
nowotworowej. W warunkach niewystarczajgcego zaopatrzenia w tlen, w komodrkach
nowotworowych dochodzi do szeregu niekorzystnych zmian metabolicznych,
nasilenia angiogenezy oraz zaburzenia procesu apoptozy. Glownym czynnikiem
transkrypcyjnym, zaangazowanym w regulacje procesow adaptacyjnych, jest czynnik
indukowany hipoksja HIF-1 (ang. hypoxia inducible factor 1), zbudowany z dwoch
podjednostek: a i B. Poziom podjednostki a (HIF-1a) wykazuje $cista zalezno$é
od poziomu natlenowania komorek.

Jedna z atrakcyjnych metod uzyskania poprawy stanu natlenowania tkanki
nowotworowej oraz zahamowania aktywno$ci biatka HIF-lo wydaje si¢ by¢
hiperbaria tlenowa (HBO). Podawanie tlenu pod zwigkszonym ci$nieniem
pozwolitoby na wydtuzenie dystansu dyfuzji i dotarcia O2 do glgbszych, czesto Zle
ukrwionych partii guza. Nalezy spodziewaé sig¢, ze lepiej natlenowana tkanka
nowotworowa stanie si¢ bardziej podatna na stosowane formy terapii. Tlen
hiperbaryczny jest powszechnie wykorzystywany w leczeniu m.in. trudno gojacych
si¢ ran, choroby dekompresyjnej oraz zatru¢ tlenkiem wegla. Hiperbari¢ tlenowa

probowano réwniez stosowa¢ w onkologii, szczegélnie w polaczeniu z innymi,
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dotychczas stosowanymi formami terapii: radioterapig, chemioterapig, terapig
fotodynamiczng oraz leczeniem operacyjnym. Niektore z tych badan doprowadzono
do fazy badan klinicznych, jednakze nie udato si¢ opracowa¢ procedury medyczne;j,
ktora moglaby by¢ powszechnie stosowana w leczeniu pacjentow z choroba
nowotworowa.

Progresja nowotworow prowadzi do wyksztalcenia mechanizmoéow opornos$ci
na leczenie. Z tego wzgledu zachodzi konieczno$¢ opracowywania nowatorskich
terapii z zastosowaniem bardziej efektywnych chemioterapeutykéw. Nowa,
obiecujacg grupe zwigzkoéw cytotoksycznych stanowig heterocykliczne pochodne
izotiomocznika,  szczegélnie  S-benzylopochodne -  tzw.  pentabromo-
benzyloizotiomoczniki, w skrocie ZKKs. Zwiazki tej grupy byly przedmiotem badan
in vitro, w ktorych potwierdzono ich dziatanie proapoptotyczne i cytotoksyczne
wzgledem roéznych komorek nowotworowych, w tym linii komodrkowe;j
glioblastoma. Budowa strukturalna ZKKs zblizona jest do zwigzkow z grupy
benzotriazoli (TBB) i benzimidazoli (TBI, DMAT), ktére sa znanymi inhibitorami
kinazy kazeinowej 2 (CK2). Wzmozona aktywno$¢ tej kinazy zwigksza potencjat
czynnikow onkogennych 1 sprzyja transformacji nowotworowej. Ze wzgledu
na podobienstwo strukturalne do znanych inhibitorow CK2 oczekiwano, ze ZKKs
rowniez beda efektywnie hamowaly aktywnos¢ tej kinazy. Jednak badania
na szerokim panelu kinaz biatkowych wykazaty, ze ZKK-3 (N,N’-dimetylo-S-
(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik) stabo hamuje CK2, posiada natomiast
zdolno$¢ do specyficznej inhibicji innych kinaz, w tym Kkinazy biatkowej DI
(PKD1). Kinaza ta odpowiada za regulacje detoksykacji reaktywnych form tlenu
I azotu, powstajacych w mitochondriach i chroni komoérki przed stresem
oksydacyjnym. Zaburzenia ekspresji PKD1 sprzyjaja rozwojowi licznych procesow
patologicznych, w tym takze choréb nowotworowych. Mozna przypuszczac,
ze poprzez regulacje poziomu PKDI1, mozna byloby wptywa¢ na rozwd) procesow

nowotworowych.
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Celem prowadzonych badan byla ocena wplywu réznych warunkow
tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, na potencjat przeciwnowotworowy
wybranej pochodnej izotiomocznika — ZKK-3 wobec komorek nowotworowych linii
zto$liwego glejaka T98G in vitro.

Cele szczegdtowe obejmowaly:

1) Poréwnanie proliferacji oraz zywotnosci komorek nowotworowych linii

T98G w réznych warunkach tlenowych: normoksji, anoksji oraz hipoksji.

2) Ocen¢ wplywu natleniania hiperbarycznego na proces proliferacji oraz
zywotno$¢ komorek nowotworowych linii T98G.

3) Ocene wptywu HBO na poziom ekspresji biatka HIF-la w komorkach
nowotworowych linii T98G.

4) Oceng efektu cytotoksycznego pochodnej izotiomocznika ZKK-3 w réznych
warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania hiperbarycznego.

5) Ocen¢ wpltywu ZKK-3 na poziom ekspresji kinazy biatkowej PKDI1 oraz

poziom jej form ufosforylowanych: pPKD1 (Ser 916) i pPKD1 (Ser 744/748)

w roznych warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania

hiperbarycznego.

Przyjeta hipoteza badawcza zaktadata, ze podawanie tlenu hiperbarycznego pozwoli
na obnizenie stopnia niedotlenienia komoérek glioblastoma linii T98G, uwrazliwiajgc
je tym samym na dzialanie wybranej pochodnej izotiomocznika, co mogloby
stanowi¢ potencjalnie skuteczng lini¢ dzialania w terapii przeciwnowotworowej.
Mozna bylo przypuszczaé, ze hamowanie aktywnosci kinazy PKD1 przez ZKK-3
moze spotegowa stres oksydacyjny 1 w zwigzku z tym nasili¢ efekt

antyproliferacyjny proponowanego potaczenia ZKK-3/HBO.

Doswiadczenia prowadzono na ludzkiej linii komorkowej ztosliwego
nowotworu glejopochodnego - glioblastoma T98G (American Type Culture
Collection) o IV-tym stopniu ztosliwosci histologicznej wg klasyfikacji WHO
(WHO GIV).

Do badan efektu cytotoksycznego uzyto modyfikowanej pochodnej
izotiomocznika — N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznika
(ZKK-3), stosowanej w st¢zeniach 10 uM, 25 uM i 50 uM.
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Hodowle komdérkowe poddane byty dziataniu r6znych warunkéw tlenowych:
1/ normoksja (21% O/ 5% CO/ 74% N) - 24-godzinna inkubacja po podaniu
ZKK-3
2/ anoksja (5% CO2/ 95% N) — 24-godzinna inkubacja po podaniu ZKK-3
3/ hipoksja (1% O2/ 5% CO2/ 94% N) — 24-godzinna inkubacja po podaniu ZKK-3
4/ hiperbaria tlenowa (HBO, 97,5% O»/ 2,5% CO>, cisnieniec 2 ATA) — 1-godzinna
inkubacja po podaniu ZKK-3, a nast¢pnie 23-godzinna inkubacja w warunkach
normoksyjnych
5/ hipoksja/hipoksja (podwojna hipoksja) — 24-godzinna preinkubacja w warunkach
hipoksyjnych przed podaniem ZKK-3, nastepnie przedtuzenie hipoksji przez kolejne
24 godziny
6/ hipoksja/hiperbaria tlenowa - 24-godzinna preinkubacja w warunkach
hipoksyjnych przed podaniem ZKK-3, nast¢pnie analogicznie jak w pkt 4.

Oceniano proliferacje oraz zywotno$¢ komorek glioblastoma linii T98G,
traktowanych ZKK-3 w warunkach standardowych (normoksja), niedoboru tlenu
(anoksja, hipoksja) oraz hiperbarii tlenowej (HBO). Oceny proliferacji dokonywano
po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3 w liczniku Multisizer 3 Coulter Counter
(Beckman Coulter). Zywotnoéé komoérek okreslano po 24 i 48 godzinach inkubacji
z ZKK-3, postugujac sie zmodyfikowanym testem cytotoksycznosci MTS
z wykorzystaniem odczynnika CellTiter 96®AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega). Badano rowniez wptyw HBO na poprawg stopnia natlenowania
komodrek nowotworowych poprzez oznaczenie poziomu ekspresji biatka HIF-la
w lizatach komorkowych metoda testu ELISA. Ekspresje kinazy PKD1 oraz poziom
jej form ufosforylowanych, pPKDI1 (Ser 916) i pPKDI1 (Ser 744/748), w komorkach

glioblastoma oceniano przy uzyciu techniki Western Blot.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze w warunkach normoksji nastgpuje istotne
statystycznie obnizenie proliferacji komoérek ludzkiej linii glioblastoma T98G
traktowanych ZKK-3 w stezeniach 25 uM i1 50 uM. Wraz ze wzrostem st¢zenia
badanej pochodnej izotiomocznika istotnie maleje takze Zywotno$¢ komorek linii
T98G po 24 i 48 godzinach inkubaciji.

W warunkach beztlenowych liczba komorek glejaka rowniez ulega

znaczacemu obnizeniu po podaniu ZKK-3, jednak spadek ten jest mniej gwattowny
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niz w warunkach standardowych. Co wiegcej, sama anoksja powoduje istotne
spowolnienie proliferacji nawet bez dodatku ZKK-3 w poréwnaniu do normoks;ji.
Jednakze zywotno$¢ komorek w anoksji jest zdecydowanie wyzsza niz w warunkach
standardowych, zarowno w grupach kontrolnych, jak i do$wiadczalnych po 24 i 48
godzinach inkubacji z ZKK-3 w stezeniu 10 uM i 25 puM. Znaczacy efekt
cytotoksyczny testowanego zwigzku w warunkach anoksji obserwowany jest dopiero
przy wyzszych stezeniach i przedtuzonej ekspozycji na dziatanie ZKK-3.

Zastosowanie samej hipoksji, jak réwniez potgczonej z podaniem ZKK-3
w stezeniu 10 uM nie powoduje znaczacych roznic w proliferacji komorek linii
T98G w poréwnaniu do warunkow normoksji. Dopiero podanie wyzszych stezen
ZKK-3 wywoluje istotny statystycznie spadek liczby komorek, niezaleznie
od warunkow tlenowych. Ponadto, po zastosowaniu 50 uM ZKK-3 liczba komorek
w warunkach obnizonego stezenia tlenu jest istotnie wyzsza niz w warunkach
standardowych. Sama hipoksja znaczaco obniza natomiast Zywotno$¢ komorek GBM
in vitro w poréownaniu do normoksji zarowno po 24, jak i 48 godzinach.
W warunkach niedotlenienia tylko przy stezeniu 50 uM badany zwigzek wywoluje
spadek zywotnosci komorek linii T98G w sposob istotny statystycznie, zarowno
po jedno-, jak i dwudniowej ekspozycji. Co wigcej, po 48 godzinach inkubacji
Z badang pochodng izotiomocznika w stezeniu 10 uM i 25 pM zywotnos¢ komorek
jest wyzsza w warunkach obnizonego stezenia tlenu niz w warunkach
standardowych.

Hiperbaria tlenowa podawana samodzielnie nie zmienia proliferacji oraz
zywotno$ci  komorek linii T98G, zard6wno w porOéwnaniu do warunkow
standardowych, jak i niedotlenienia. Jednoczesne stosowanie HBO i ZKK-3
w stezeniu 50 puM skutkuje istotnie statystycznie wigkszym obnizeniem liczby
komoérek glioblastoma in vitro, niz w warunkach normoksji. Zywotno$¢ komorek
linii T98G traktowanych testowang pochodng izotiomocznika rowniez ulega
zmniejszeniu pod wplywem natleniania hiperbarycznego. Po 24-godzinnej inkubacji
z ZKK-3, spadek liczby zywych komorek w warunkach HBO jest znaczaco wigkszy
w porownaniu do normoksji jedynie po podaniu badanego zwigzku w stezeniu
50 uM. Jednak po 48 godzinach istotne statystycznie réznice pomi¢dzy warunkami

HBO i normoksji obserwuje si¢ takze przy nizszych stgzeniach ZKK-3.

-18 -



Streszczenie

Bezposrednie porownanie proliferacji komoérek glejaka in vitro w warunkach
hiperbarii tlenowej i hipoksji pokazuje, ze w obu warunkach tlenowych wzrost
komorek linii T98G jest znaczaco spowolniony po podaniu ZKK-3 w st¢zeniach
25uM 1 50 puM. Jednakze istotnie statystycznie silniejszy efekt cytotoksyczny
badanej pochodnej izotiomocznika uzyskuje si¢ po potaczeniu z HBO. Co wigcej,
pod wptywem tlenu hiperbarycznego ZKK-3 znaczaco redukuje zywotnos¢ komorek
nowotworowych juz przy stezeniu 10 pM. Wrazliwo$¢ komorek na dziatanie
testowanego zwigzku jest zdecydowanie wyzsza w warunkach HBO niz
w przypadku hipoksji, niezaleznie od czasu ekspozycji na dziatanie ZKK-3. Jedynie
po podaniu ZKK-3 w stezeniu 50 puM, niezaleznie od warunkéw tlenowych oraz
czasu inkubacji, nie obserwuje si¢ roéznic istotnych statystycznie.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze poziom biatka HIF-1la
w komorkach linii T98G $cisle zalezy od warunkéw tlenowych w jakich sa one
hodowane. W komorkach utrzymywanych w hipoksji ekspresja HIF-1a jest znaczaco
wyzsza w porownaniu do warunkéw standardowych. Wydluzenie czasu
niedotlenienia (preinkubacja w warunkach hipoksji przed podaniem ZKK-3) sprawia,
ze wzrost poziomu HIF-la jest jeszcze wiekszy. Z drugiej strony, ekspozycja
na dzialanie HBO nie powoduje istotnych zmian w poziomie HIF-1o w poréwnaniu
do normoksji. Wyjatek stanowig lizaty z grupy hipoksja/HBO traktowane wyzszymi
stezeniami ZKK-3, w ktoérych odnotowuje si¢ znaczace obnizenie poziomu badanego
biatka. Co wigcej, bezposrednie pordwnanie ekspresji HIF-la w grupach
preinkubowanych w analogicznych warunkach tlenowych pokazuje, Ze podawanie
HBO prowadzi do znacznego zahamowania aktywnosci badanego biatka w stosunku
do hipoksji.

Testowana pochodna pentabromobenzyloizotiomocznika nie wpltywa
znaczaco na ekspresj¢ kinazy biatkowej D1 (PKD1) w komorkach glioblastoma
invitro. Inkubacja z ZKK-3 w stezeniu 50 uM skutkuje natomiast istotnym
statystycznie spadkiem poziomu pPKDI1 (Ser 916), niezaleznym od stosowanych
warunkow tlenowych, jak réwniez znaczacym wzrostem poziomu pPKDI (Ser
744/748) w warunkach standardowych, hipoksji oraz HBO. Wysoce
prawdopodobnym wydaje si¢ zatem, ze podawanie wysokiego stezenia ZKK-3

zapobiega fosforylacji PKD1 wtlasnie na reszcie Ser 916.
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Ekspresja PKDI1 w komorkach linii T98G nie ulega istotnym zmianom pod

wplywem réznych warunkow tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego,

zar6bwno W grupie kontrolnej jak i grupach traktowanych ZKK-3. W hodowlach,

ktorym nie podano zwigzku cytotoksycznego, nastepuje znaczacy spadek poziomu

pPKD1 (Ser 916) w hipoksji, HBO oraz podwojnej hipoksji. Z kolei w przypadku

pPKD1 (Ser 744/748) jedynie w grupie kontrolnej dochodzi do znaczacego wzrostu

aktywnos$ci w warunkach hipoksja/HBO w stosunku do normoksji.

Whioski

Brak tlenu (anoksja) oraz warunki obnizonego poziomu tlenu (hipoksja)
ostabiajg efekt cytotoksyczny pochodnej izotiomocznika ZKK-3 i sprzyjaja
lepszej przezywalnosci komorek glioblastoma w warunkach in vitro.

Podanie tlenu hiperbarycznego istotnie obniza proliferacje komorek linii
zto§liwego glejaka T98G oraz zwigksza ich wrazliwo$¢ na testowang
pochodng izotiomocznika — ZKK-3. Korzystny efekt cytotoksyczny
ZKK-3/HBO mozna uzyskaé przy nizszych stg¢zeniach badanego zwigzku
oraz po krotszym czasie ekspozyciji.

Poziom biatka HIF-lo w komorkach linii T98G wzrasta W warunkach
hipoksji, natomiast wulega obnizeniu pod wplywem natleniania
hiperbarycznego. Moze to sugerowa¢, ze HBO zmniejszajac niedotlenienie
| poziom markerow hipoksji, obnizy oporno$¢ komoérek nowotworowych
na dziatanie cytostatykow.

Spadek poziomu pPKD1 (Ser 916) po podaniu ZKK-3 wskazuje, ze badana
pochodna pentabrombenzyloizotiomocznika wykazuje wtasciwosci inhibitora
wzgledem tej formy kinazy biatkowej D1.

Brak znaczacych roznic w poziomie PKDL1 i jej ufosforylowanych form
w komorkach glioblastoma poddawanych dziataniu ZKK-3 w roznych
warunkach tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, sugeruje,
ze hamowanie aktywno$ci kinazy biatkowej D1 nie jest wiodacym
mechanizmem dziatania cytotoksycznego ZKK-3/HBO.

Potaczenie pochodnej izotiomocznika ZKK-3 i natleniania hiperbarycznego
mozna rozwaza¢ jako obiecujace podejScie terapeutyczne w leczeniu

nowotworow mdzgu o najwyzszym stopniu ztosliwosci histologiczne;.
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Glioblastoma (GBM) is the most frequent primary tumour of the central
nervous system corresponding histologically to the highest, IV grade of malignancy
according to WHO classification (WHO GI1V). Standard treatment of GBM is based
on surgery, radiotherapy and chemotherapy. The diffuse nature of growth prevents
complete surgical resection of neoplastic lesions and leads to rapid recurrence. Despite the
improvement of novel diagnostic and therapeutic strategies of high-grade gliomas,
the clinical prognosis for the patients remains poor and their median survival
is usually less than 16 months. Temozolomide, the chemotherapeutic commonly used
against gliomas, allows to extend the time of patient’s survival by only a few months.
Therefore, intensive research is conducted on the development of modern treatment
strategies, including immunotherapy, anti-angiogenic therapies and experimental
gene therapies.

The pivotal factor responsible for glioblastoma progression and its high
resistance to radiation and chemotherapy is high level of tumour hypoxia. Under the
conditions of insufficient oxygen supply, in tumour cells there are a number
of adverse metabolic changes, intensification of angiogenesis and abnormal
apoptosis. These adaptive changes are mainly regulated by hypoxia inducible factor
1 (HIF-1). The transcription factor is the heterodimer composed of two subunits: o and
B. Expression of a subunit (HIF-1a) strongly depends on the level of cell oxygenation.

A promising way to improve the oxygenation of neoplastic tissue and inhibit
HIF-1a activity seems to be a hyperbaric oxygen (HBO) therapy. Application
of oxygen under elevated pressure would allow to extend its diffusion distance and
reach Oz to deeper, often poorly vascularized, tumor areas. It should be expected that
better oxygenated tumour tissue will become more susceptible to proposed therapies.
HBO is actually widely used as an adjunctive treatment for various pathological
states, including problematic wounds healing, decompression sickness or carbon
monoxide poisoning. Lately, studies on its use in oncology have been also
conducted, especially in combination with other therapies used so far: radiotherapy,
chemotherapy, photodynamic therapy and surgery. Some of these studies have
reached the clinical trial phase, but no medical procedure was developed that could

be widely used in the treatment of patients with cancer.
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Tumour progression leads to the formation of several therapy resistance
mechanisms. Therefore, there is a need to develop innovative treatment using more
effective chemotherapeutic agents. A novel, promising group of cytotoxic
compounds are heterocyclic isothiourea derivatives, particularly S-benzylderivatives
— so called pentabromobenzylisothioureas, known as ZKKs. Those compounds were
the subject of in vitro studies that confirmed their proapoptotic and cytotoxic
properties toward various kinds of tumour cells, including the glioblastoma cell line.
Structure of ZKKs is similar to compounds from the group of benzotriazoles (TBB)
and benzimidazoles (TBI, DMAT), which are known inhibitors of casein kinase 2
(CK2). Increased activity of this kinase increases the potential of oncogenic factors
and promotes neoplastic transformation. Due to the structural similarity to CK2
inhibitors, it was expected that ZKKs would also effectively inhibit activity of this
kinase. However, studies on a wide panel of protein kinases showed that ZKK-3
(N,N’-dimethyl-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzyl)-isothiouronium bromide) weakly
inhibits CK2. Instead of that it has the ability to specifically inhibit other kinases,
including protein kinase D1 (PKD1). This kinase mediates detoxification
of mitochondrial reactive oxygen and nitrogen species and in this way protects the
cells from oxidative stress. Disturbances of PKD1 expression leads to the
development of numerous pathological states, including neoplastic processes. It can
be assumed that by the regulation of PKD1 level it will be possible to influence the

tumour growth.

The aim of the study was to examine the effect of various oxygen
conditions, including hyperbaric oxygenation, on the anti-tumour potential of the
selected cytotoxic compound (isothiourea derivate — ZKK-3) against tumour cells
of the T98G glioblastoma line.

The detailed aims included:

1) Comparison of the proliferation and viability of T98G cell line under various
oxygen conditions: normoxia, anoxia and hypoxia.

2) Evaluation of the influence of hyperbaric oxygenation on the proliferation
and viability of T98G cell line.

3) Evaluation of the effect of HBO on the expression of HIF-1a protein in T98G

cell line.
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4) Evaluation of the cytotoxic effect of the ZKK-3 isothiourea derivative under
various oxygen conditions and after hyperbaric oxygenation.

5) Evaluation of the effect of ZKK-3 on the expression of protein kinase PKD1
and the level of its phosphorylated forms: pPKD1 (Ser 916) and pPKD1 (Ser
744/748) in various oxygen conditions and after hyperbaric oxygenation.

The research hypothesis assumed that the administration of hyperbaric oxygen
allows to diminish level of hypoxia in glioblastoma T98G cell line, thus sensitizing
them to selected isothiourea derivative, which may be a promising strategy
in anticancer therapy. It could be expected that inhibition of PKD1 kinase activity
by ZKK-3 might increase the oxidative stress and therefore enhance

anti-proliferative effect of the proposed combination of ZKK-3/HBO.

Studies were performed on a human T98G glioblastoma cell line (American
Type Culture Collection) with IV grade of malignancy according to WHO
classification (WHO GI1V).

The cytotoxic effect was examined using a modified isothiourea derivative
N,N’-dimethyl-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzyl)-isothiouronium bromide (ZKK-3),
applied in concentrations of 10 uM, 25 uM and 50 uM

Cell cultures were exposed to various oxygen conditions:

1/ normoxia (21% O/ 5% CO2/ 74% N) — 24-hours incubation after administration
of ZKK-3

2/ anoxia (5% CO2/ 95% N) — 24-hours incubation after administration of ZKK-3

3/ hypoxia (1% O/ 5% CO./ 94% N2) — 24-hours incubation after administration
of ZKK-3

4/ hyperbaric oxygen (HBO, 97,5% OJ/ 2,5% CO>, pressure of 2 ATA) — 1-hour
incubation after administration of ZKK-3 and then 23-hours incubation under
standard oxygen conditions

5/ hypoxia/hypoxia (,,double hypoxia”) — 24-hours incubation under hypoxia
conditions before administration of ZKK-3 and then prolongation of hypoxia for the
next 24 hours

6/ hypoxia/hyperbaric oxygen — 24-hours preincubation under hypoxia conditions
before administration of ZKK-3 and then analogically to point 4.
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The proliferation and viability of T98G cells, treated with ZKK-3 under
standard oxygen conditions (normoxia), oxygen deficiency conditions (anoxia,
hypoxia) and hyperbaric oxygen conditions were evaluated. The proliferation
of glioblastoma cells was assessed after 24 hours of incubation with ZKK-3 using the
Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman Coulter). The viability of T98G cell line was
determined 24 and 48 hours post ZKK-3 administration by modified MTS cytotoxic
assay using CellTiter 96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega). The impact of HBO on the oxygenation status of glioma cells was also
examined by the determination of the expression of HIF-1a protein in cell lysates
by ELISA test (HIF-1A ELISA Kit, Thermo Scientific). Expression of PKD1 kinase
and the level of its phosphorylated forms, pPKD1 (Ser 916) and
pPKD1 (Ser 744/748), were evaluated using Western Blot technique.

The obtained results show that normoxia conditions results in statistically
significant reduction of the proliferation of human T98G glioblastoma cells treated
with ZKK-3 in concentrations of 25 uM and 50 uM. With the increasing
concentration of the tested compound, the viability of the T98G cells is also
significantly reduced after 24 and 48 hours of incubation.

In anaerobic conditions the number of glioma cells declines after
administration of ZKK-3, however this decrease is less rapid than in standard
conditions. Moreover, anoxia itself results in significant diminution of cells’
proliferation, even without the addition of ZKK-3 compared to normoxia. However,
cell viability is significantly higher in anoxia than in standard conditions, both
in control and experimental groups incubated with 10 uM and 25 uM of ZKK-3 for
24 and 48 hours. Significant cytotoxic effect of tested compound is observed only
after higher doses or prolonged exposure to ZKK-3.

Hypoxia conditions alone or in combination with ZKK-3 at a concentration
of 10 uM does not change the proliferation of T98G cells in comparison to normoxia.
Statistically significant reduction of number of glioma cells is observed after
supplementation with higher concentrations of ZKK-3, regardless of oxygen
conditions. Moreover, after incubation with 50 uM of ZKK-3 the number of cells
under low oxygen concentration is significantly higher than in standard conditions.

Hypoxia alone significantly reduces the viability of GBM cells in vitro
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in comparison to normoxia, both after 24 and 48 hours. In hypoxia only using 50 uM
of tested agent induces statistically significant diminution of viability of T98G cells,
both after one and two days of exposure. Furthermore, after 48-hours of incubation
with 10 uM and 25 puM of ZKK-3, the cell viability is higher under low oxygen
conditions than in standard conditions.

Hyperbaric oxygen applied alone does not change the proliferation and
viability of T98G cells in comparison to both standard conditions and hypoxia. HBO
combined with 50 uM of ZKK-3 causes significantly greater reduction in the number
of glioblastoma cells in vitro then in normoxia conditions. The viability of glioma
cells treated with the tested isothiourea derivative is also reduced after hyperbaric
oxygenation. After a 24 hours of incubation, the diminution of the number of viable
cells under HBO is significantly higher than in normoxia, only after administration
of the tested compound at concentration of 50 puM. However, after 48 hours
of incubation, statistically significant differences between HBO and normoxia
conditions can be observe already at lower ZKK-3 concentrations.

Direct comparison of the proliferation of glioma cells under hyperbaric
oxygenation and hypoxia shows that under both these oxygen conditions, T98 glioma
cells growth is significantly slowed after administration of ZKK-3 at concentrations
of 25 uM and 50 puM. However, a notably greater cytotoxic effect of the tested
isothiourea derivative can be achieved after combination with HBO. Moreover,
under the influence of hyperbaric oxygen ZKK-3 significantly reduces the viability
of neoplastic cells already at the concentration of 10 uM. The sensitivity of cells
to the tested compound is much higher in HBO than in hypoxia, irrespective of the
time of exposure. Only after administration of ZKK-3 at concentration of 50 uM,
no statistically significant differences are observed.

The conducted studies confirms that the level of HIF-1a protein in T98G cells
strongly depends on the oxygen conditions in which the cells are cultured. In cells
maintained under hypoxia, the expression of HIF-1a is significantly elevated
compared to standard conditions. The prolongation of the duration of oxygen
deficiency (preincubation under hypoxia prior to the administration of ZKK-3)
results in even higher increase of HIF-1a level. On the other hand, the exposure
to HBO does not induce significant changes of HIF-1a level compared to normoxia.

The exceptions are lysates from hypoxia/HBO group treated with higher
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concentration of ZKK-3, in which a significant decrease in the level of the tested
protein is noted. Moreover, direct comparison of HIF-1a expression in preincubated
groups under analogical oxygen conditions shows that administration of HBO results
in significant inhibition of the activity of this protein in relation to hypoxia.

The selected pentabromobenzylisothiourea does not significantly change the
expression of protein kinase D1 (PKD1) in glioblastoma cells in vitro. However,
incubation with ZKK-3 at the concentration of 50 uM causes a statistically
significant decrease of pPKD1 (Ser 916) level, regardless of the applied oxygen
conditions, as well as a significant increase of pPKD1 (Ser 744/748) level
in standard, hypoxia and HBO conditions. Therefore, it seems possible that the
administration of ZKK-3 at a concentration of 50 uM prevents the PKDI
phosphorylation at the rest of Ser 916.

The expression of PKD1 in T98G cells is unchanged under different oxygen
conditions, including hyperbaric oxygenation, both in the control group and groups
treated with ZKK-3. In the cell cultures that do not be treated with selected cytotoxic
compound, the significant diminution of pPKD1 (Ser 916) level occurs in hypoxia,
HBO and double hypoxia conditions. Likewise, only in control group there
is a significant increase of pPKD1 (Ser 744/748) level under hypoxia/HBO

conditions in comparison to normoxia.

Conclusions

e Oxygen deficiency (anoxia) and reduced oxygen conditions (hypoxia)
diminish the cytotoxic effect of the ZKK-3 isothiourea derivate and promote
better survival of glioblastoma cells in vitro.

e Administration of hyperbaric oxygen significantly reduces the proliferation
of malignant glioma cells in vitro and increases their sensitivity to the
selected isothiourea derivative ZKK-3. The beneficial cytotoxic effect
of ZKK-3/HBO can be achieved at the lower concentrations of the tested
compound and after reduced exposure time.

e The level of HIF-1a protein in T98G line is elevated under hypoxia
conditions but decreases under hyperbaric oxygenation. It could suggest that
HBO by diminution of oxygen deficiency and level of hypoxia markers may

help to reduce the resistance of tumour cells to cytostatics.
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Decrease of pPKD1 (Ser 916) level after ZKK-3 administration indicates that
tested pentabromobenzylisothiourea exhibits inhibitory properties against this
form of protein kinase D1.

Lack of significant differences in the level of PKD1 and its phosphorylated
forms in glioblastoma cells treated with ZKK-3 under various oxygen
conditions, including hyperbaric oxygenation, suggest that inhibition
of protein kinase D1 activity is not a leading mechanism of cytotoxic activity
of ZKK-3/HBO.

The combination of isothiourea derivative ZKK-3 and hyperbaric
oxygenation can be considered as a promising therapeutic approach in the

treatment of brain tumors with the highest grade of histological malignancy.
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1. Wstep

Nowotwory stanowig jedng z najczestszych przyczyn zgonow ludnosci
nacalym $wiecie. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World
Health Organization, WHO) w 2014 roku odnotowano 14,1 milionow nowych
przypadkoéw zachorowania na nowotwory i zgodnie z prognozami World Cancer
Report liczba ta moze wzrosnag¢ w 2020 roku do 17 mlin. Liczba zgonéw z powodu
chorob nowotworowych w 2015 roku wyniosta 8,2 milionow [1, 2]. W Polsce
zachorowalno$¢ na nowotwory ztosliwe w ciggu ostatnich trzech dekad zwigkszyta
si¢ ponad dwukrotnie. W 2013 roku wynosita ponad 156 tysiecy i dotyczyta
wrownej mierze kobiet, jak i mezczyzn [3]. W 2014 roku umieralnosé¢
na nowotwory w Polsce przekroczyta 94 tysigce. Wzrost liczby zachorowan
i zgonébw z powodu choréb nowotworowych wynika zarbwno z przyczyn
demograficznych, zwigzanych ze starzeniem si¢ spoleczenstwa, jak i z rozwoju
przemystu i postepujacej degradacji $rodowiska. Rozwojowi nowotworéw sprzyja
niezdrowy tryb zycia m.in. palenie papieroséw, naduzywanie alkoholu, niewtasciwa
dieta, otyto$¢ i brak aktywnosci fizycznej. Ryzyko zachorowania zwicksza tez
ekspozycja na promieniowanie ultrafioletowe lub jonizujace, rakotworcze zwiazki
chemiczne (np. azbest) czy niektore mikroorganizmy chorobotworcze (np. wirus
brodawczaka ludzkiego - HPV).

Leczenie nowotworow oparte jest w gtéwnej mierze na leczeniu operacyjnym
oraz radio- i/lub chemioterapii. Niestety, komorki nowotworowe czgsto wykazuja
opornos¢ na stosowane terapie. Z tego powodu zachodzi koniecznos¢ projektowania
bardziej skutecznych lekow, opracowywania nowoczesnych  strategii
terapeutycznych (np. immunoterapia, terapia antyangiogenna, terapia genowa) oraz
poszukiwania nowych form postgpowania (np. wykorzystanie nanotechnologii jako
platformy dostarczania lekow).

Nowotwory osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) stanowia okoto 2%
wszystkich nowotworow, diagnozowanych zarowno w skali globalnej, jak i w Polsce
[1, 3]. W 2012 roku odnotowano ponad 256 tysiecy przypadkéw zachorowan
na nowotwory moézgu i innych czgsci uktadu nerwowego na catym $wiecie, w tym
4467 przypadkow na terenie naszego kraju [4]. Smiertelno$é wynosita odpowiednio

189 tysiecy przypadkow na swiecie oraz 3029 przypadkow w Polsce.
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1.1. Glejaki — pierwotne nowotwory osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)

Nowotwory glejopochodne mozgu, tzw. glejaki, stanowig ponad 30% guzow
wewnatrzczaszkowych, diagnozowanych najczesciej u oséb pomigdzy 40 a 65
rokiem zycia [5, 6]. Do grupy tej nalezg nowotwory o rdéznym fenotypie oraz
0 r6znym stopniu zto§liwosci histologicznej (od | do V). Najnowsza klasyfikacja
nowotworow uktadu nerwowego WHO 2016 wprowadza diagnostyke fenotypowo-
genotypowa i za postawe klasyfikacji rozlanych glejakow przyjmuje status genu
IDH, kodujacego dehydrogenaze izocytrynianowa. Ze wzgledu na fenotyp glejakow
wyroézniamy nowotwory astrocytarne (gleju gwiazdzistego), do ktorych zaliczamy
gwiazdziaka (ang. astrocytoma), gwiazdziaka anaplastycznego (ang. anaplastic
astrocytoma) i ztosliwego glejaka (ang. glioblastoma, GBM) oraz nowotwory
oligodendroglejowe (gleju skapowypustkowego), do ktorych nalezy skapodrzewiak
(ang. oligodendroglioma) i skapodrzewiak anaplastyczny (ang. anaplastic
oligodendroglioma) [7, 8]. Wsrdd rozlanych glejakow najlepsze rokowanie wykazuje
skapodrzewiak, zdecydowanie gorsze rokowanie wigze si¢ z rozrostem nowotworow
astroglejowych [9]. Najbardziej ztosliwym glejakiem jest glejak o IV stopniu

ztosliwosci - glioblastoma.
1.1.1. Glioblastoma (GBM)

Glioblastoma (GBM), czyli glejak ztosliwy, dawniej zwany glejakiem
wielopostaciowym, jest najczesciej wystepujacym nowotworem pierwotnym OUN,
stanowigcym okoto 15-20% wszystkich guzow mozgu, diagnozowanych u 0sob
dorostych [10]. Srednia wieku o0sob, u ktérych zdiagnozowano GBM, wynosi 64 lata,
jednak choroba ta moze wystgpi¢ W kazdym wieku, nawet u matych dzieci [11].
Glioblastoma koresponduje z najwyzszym, IV stopniem ztosliwosci histologicznej
i daje bardzo niekorzystne rokowanie.

GBM jest nowotworem pochodzenia astroglejowego o heterogennym obrazie
morfologicznym. Zwykle dominujg nisko zréznicowane, drobne, czasem
pleomorficzne komorki nowotworowe, obecne s3 jednak réwniez dos¢ dobrze
zroznicowane nowotworowe astrocyty [10, 12]. Glejak ten charakteryzuje sig¢
nasilong atypig jader komoérkowych oraz wysoka aktywno$cig mitotyczng. Cechg

wyrozniajgcg glioblastoma jest nasilona proliferacja mikronaczyn z tworzeniem
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struktur klebuszkowych oraz obecno$¢ obszaréw martwicy. Wystepuja zardwno
drobne mikromartwice, otoczone pseudopalisadowymi ukladami komorek
nowotworowych, jak i rozlegte obszary martwicy ischemicznej. Sa to cechy
patognomoniczne glejaka o IV stopniu zto$liwosci wg WHO, ktorych potwierdzenie
jest warunkiem koniecznym do postawienia rozpoznania. Szybka proliferacja
komoérek nowotworowych 1 tworzenie nieprawidlowych naczyn prowadza
do przewleklego niedotlenienia tkanki nowotworowej i wytworzenia ,,btednego
kota” hipoksji i zaburzonej angiogenezy. Dlatego w obrebie tkanki nowotworowe;j
glioblastoma utrzymuje si¢ przewlekte niedotlenienie, ktore stanowi negatywny
czynnik prognostyczny.

Obowigzujgca do niedawna klasyfikacja wyrdzniata dwa rodzaje
glioblastoma w zaleznosci od mechanizmu ich rozwoju. W wigkszos$ci przypadkow
GMB powstaje de novo z prawidlowych komoérek glejowych w  wyniku
wieloetapowego procesu kancerogenezy (okoto 90% przypadkoéw). Jest
to tzw. ,,pierwotny” glioblastoma, najczgsciej diagnozowany u oséb powyzej 60 roku
zycia. Srednie przezycie pacjentow z pierwotnym GBM na ogét nie przekracza
16 miesigcy [13, 14]. Z kolei tzw. ,,wtoérny” glioblastoma rozwija si¢ z gwiazdziaka
0 nizszym stopniu zto§liwosci i zazwyczaj wystgpuje U miodszych pacjentow
w wieku 39-45 lat. Takie nowotwory cechuje zazwyczaj nieco lepsza prognoza.

W 2016 roku wprowadzono nowg klasyfikacje nowotworow OUN wg WHO,
oparta na zintegrowanej charakterystyce fenotypowo-genotypowej  [15].
W klasyfikacji tej wyroznia si¢ trzy podtypy glioblastoma: 1DH-wildtype,
IDH-mutant oraz NOS (ang. not otherwise specified) w zaleznosci od obecnosci lub
braku mutacji w genach IDH1 Ilub IDH2, kodujacych dehydrogenaze
izocytrynianowa. Glioblastoma IDH-wildtype, ktory stanowi 80% przypadkow
ztosliwych glejakow, rozwija si¢ de novo i nie posiada mutacji genu IDH1/2. Z kolei
glioblastoma IDH-mutant, ktory wykazuje mutacje w genach IDH1 lub IDH2,
wywodzi si¢ z nowotwordw o nizszym stopniu ztosliwosci i koresponduje z GBM
wtornym. IDH jest enzymem cyklu Krebsa, katalizujagcym przeksztatcenie
izocytrynianu do o-ketoglutaranu. W przypadku mutacji w genie IDH dochodzi
do spadku aktywnosci dehydrogenazy izocytrynianowej, zmniejszenia stezenia
a-ketoglutaranu i indukcji czynnika HIF-1a (ang. hypoxia inducible factor 1a) [16].

Mutacje IDH1/2 stanowia korzystny czynnik prognostyczny, jednak sa one obecne
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zaledwie u 10% GBM. Srednia wieku osob ze zdiagnozowanym glioblastoma
IDH-mutant jest nizsza niz pacjentoéw z glioblastoma IDH-wildtype. Podtyp
glioblastoma NOS mozna rozpozna¢ w przypadkach, w ktorych nie okreslono
mutacji w genach IDH1/2. Proponowany byt rowniez inny podziat glioblastoma
na podtyp proneuralny, neuralny, klasyczny i mezenchymalny, oparty na szerszej
analizie zmian genetycznych, obejmujacych mutacje w genach PDGFRA (gen
kodujacy receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu A), IDH1, EGFR (gen
kodujacy receptor naskorkowego czynnika wzrostu) oraz NF1 (gen kodujacy
neurofibroming 1) [17].

Oproécz  mutacji  genu IDH1/2, w glioblastoma wystepujg inne
nieprawidlowos$ci materiatu genetycznego, do ktorych naleza: metylacja promotora
genu MGMT, kodujacego metylotransferaze O°-metyloguaniny-DNA (MGMT),
delecja chromosomu 10g, mutacja lub delecja genu supresorowego PTEN
(ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 gene),
amplifikacja genu EGFR, delecja genu retinoblastoma (RB), mutacje genu TP53 oraz
homozygotyczna delecja CDKN2A/2B (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor
2A/2B). Badania molekularne pozwolily wyodrebni¢ trzy $ciezki sygnatowe,
ulegajace mutacjom w wickszosci przypadkow GBM: szlak receptorowej kinazy
tyrozynowej (RTK)/RAS/PI3K, szlak p53 oraz szlak retinoblastoma [18]. Zmiany
w obrebie tych szlakoéw obserwowane sg odpowiednio w 88%, 87% i 78%
ztosliwych glejakow.

Etiologia glioblastoma pozostaje nieokreslona. Jedynym uznanym
czynnikiem kancerogennym jest dlugotrwata ekspozycja na duze dawki
promieniowania jonizujgcego, stosowane zazwyczaj podczas agresywnej radioterapii
innych nowotworow gltowy i szyi [10, 11, 19]. Inne czynniki rakotwoércze, takie jak
dym papierosowy, pestycydy, formaldehydy, urazy glowy, zta dieta, fale
elektromagnetyczne (emitowane na przyklad przez telefony komorkowe), nie
znalazly potwierdzenia w etiopatogenezie tego nowotworu. Objawy kliniczne
glioblastoma zaleza od lokalizacji zmiany nowotworowej; najczesciej wystepuja
ogniskowe objawy neurologiczne, wzrost ci$nienia wewnatrzczaszkowego, bole
glowy, zaburzenia funkcji poznawczych, rzadko napady padaczkowe [20].

GBM zlokalizowany jest najczesciej W obrgbie potkul mozgu, rzadziej

w moézdzku, pniu mézgu lub rdzeniu kregowym. Pomimo bardzo duzej inwazyjnosci
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miejscowej nie daje odleglych przerzutow [20]. Rozpoznanie oparte jest
na badaniach obrazowych: rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
imaging, MRI) oraz tomografii komputerowej (ang. computed tomography, CT),
wspomaganych technikami tomografii emisyjnej pojedynczych fotonow (ang. single-
photon emission computed tomography, SPECT) i pozytonowej tomografii emisyjnej
(ang. positron emission tomography, PET). Stosowane jest takze znakowanie
fluorescencyjne przy uzyciu izotopu 18F.

Standardowe leczenie glioblastoma oparte jest na leczeniu operacyjnym,
radioterapii (RT) oraz chemioterapii [10, 11]. Zastosowanie terapii uzupetniajgcej
jest istotne, gdyz ze wzgledu na rozlany charakter wzrostu, catkowita resekcja
chirurgiczna zmiany nowotworowej jest niemozliwa. Stanowi to gtdéwna przyczyng
wznowy guza i nawrotu choroby. Nie bez znaczenia jest rowniez fakt, ze GBM
czesto zlokalizowany jest w obszarach elokwentnych moézgu, co utrudnia lub
uniemozliwia jego calkowita resekcje. Pooperacyjna radioterapia ma na celu
przedtuzenie okresu remisji. Od 2005 roku chemioterapia w przypadkach ztosliwych
glejakow bazuje w gtdéwnej mierze na zastosowaniu temozolomidu (TMZ). Lek ten
podawany jest doustnie w trakcie oraz po radioterapii [21, 22]. TMZ przeksztalca si¢
w organizmie w aktywna pochodng karboksyamidu - MTIC (5-(3-metylo-(triazeno-
1-yl))imidazolo-4-karboksyamid), ktora nastgpnie ulega hydrolizie
do 5-aminoimidazolo-4-karboksyamidu (AIC) i metylohydrazyny, wykazujacej
wilasciwosci alkilujgce [23]. MTIC metyluje guaniny w miejscach N7 i O6, w ten
sposob uniemozliwiajac taczenie si¢ uszkodzonych nici DNA, zahamowanie
replikacji i apoptoze komorek nowotworowych. Niski poziom metylacji promotora
genu MGMT stanowi negatywny czynnik prognostyczny odpowiedzi pacjentow
na leczenie temozolomidem. Gen ten reguluje ekspresj¢ enzymu MGMT, znoszacego
dziatanie TMZ poprzez przytaczanie do siebie grup metylowych, pochodzacych
ze zmetylowanych przez MTIC reszt guaniny [23, 24]. Niestety, zarowno stosowanie
radioterapii, jak i chemioterapii zwigzane jest z wystgpowaniem niepozadanych
skutkow ubocznych. Prowadzone sg takze badania nad skuteczno$cig immunoterapii
I terapii antyangiogennej w leczeniu zlosliwych glejakow z wykorzystaniem
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko czynnikowi wzrostu
srodbtonka naczyniowego VEGF (terapia z wykorzystaniem bewacizumabu), EGFR

badz bFGF (zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow) [10]. Jedng z najnowszych
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proponowanych strategii terapeutycznych jest wspomaganie standardowej terapii
(resekcja  chirurgiczna/radioterapia/temozolomid)  leczeniem  przy  uzyciu
tzw. TTFields (ang. Tumor-Treating Fields), czyli zmiennych pdl elektrycznych
0 niskiej intensywnosci i $redniej czestotliwosci [25]. Powodujg one zahamowanie
podzialéw komorkowych zachodzacych na drodze mitozy oraz apoptoze komoérek
nowotworowych, przez co wydtuzaja $rednie przezycie pacjentow bez dodatkowych,
niepozadanych skutkéw ubocznych [26]. Niestety, pomimo zaawansowanych
technik diagnostycznych i wielokierunkowego (takze eksperymentalnego) podejscia

terapeutycznego, leczenie glioblastoma wcigz pozostaje mato efektywne.
1.2. Hipoksja tkanki nowotworowej

Wyniki licznych badan naukowych dowodza, ze znaczacg rol¢ w progresji
nowotworu odgrywa przewlekte niedotlenienie tkanek, tzw. hipoksja. Pojeciem
hipoksji okre§lany jest stan, w ktorym niedobor tlenu w tkance przekracza
zapotrzebowanie na O.. Niedotlenienie wystgepuje w warunkach mniejszej
dostgpnosci tlenu lub przy obnizonym ci$nieniu czastkowym tlenu (pOz) i skutkuje
ograniczeniem lub wregez zahamowaniem funkcji zyciowych komoérek [27]. Hipoksja
moze by¢ spowodowana spadkiem transportu O» we krwi tetniczej W przebiegu
np. chordéb uktadu oddechowego, anemii, zatru¢ tlenkiem wegla. Moze by¢ rowniez
wywotana zaburzeniami perfuzji tkanek, dyfuzji lub mechanizméw zuzywania tlenu
przez komorki. W zalezno$ci od przyczyny 1 czasu trwania wyrozniamy kilka
rodzajow hipoksji [28, 29]. Hipoksja ostra jest zjawiskiem przejSciowym,
wywolanym czasowym spadkiem ci$nienia Oz zZ powodu zaburzen strukturalnych
| funkcjonalnych mikronaczyn (zaburzenia perfuzji). Regularnie nawracajace
przypadki przejSciowej hipoksji okreslone zostaly mianem hipoksji cyklicznej.
Z kolei hipoksja przewlekta (chroniczna) jest skutkiem wydluzenia drogi dyfuz;ji
tlenu 1 dotyka zazwyczaj komorki zlokalizowane w duzej odlegto$ci od naczyn
krwiono$nych (powyzej 70 um). Niektore zrodta, jako osobny rodzaj niedotlenienia,
definiuja hipoksje anemiczng, wywolang spadkiem zdolnosci przenoszenia tlenu
przez krew w wyniku choroby nowotworowej lub terapii przeciwnowotworowe;j.
Poziom natlenowania tkanek mozna mierzy¢é metodami bezposrednimi
(inwazyjnymi) lub posrednimi (obrazowanie), w zalezno$ci od rodzaju tkanki

[28-33]. Pomiaru bezposredniego dokonuje si¢ przy uzyciu  mikrosensorow,
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do ktorych nalezg powszechnie stosowana polarograficzna elektroda tlenowa
(ang. polarographic oxygen electrode, POE) i tlenowa elektroda Clarka oraz
sensorow  optycznych lub  wewnatrzkomorkowych markerow  hipoksyjnych
(np. nitroimidazoli takich jak mizoinidazol czy pimonidazol). Metody posrednie
obejmujg techniki obrazowania, takie jak rezonans magnetyczny (MRI),
spektroskopi¢ rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance spectroscopy,
MRS), spektroskopie¢ bliskiej podczerwieni (ang. near infrared spectroscopy, NIR)
czy pozytonowa tomografie emisyjng (PET), coraz czgsciej wspomagang uzyciem
znakowania izotopowego (np. [*®F]-fluoroimidazolem, FMISO). Hipoksje mozna
rowniez bada¢ stosujagc tradycyjne obserwacje mikroskopowe Ilub poprzez
oznaczanie markerow hipoksji np. HIF-1a, transportera glukozy 1 (GLUT-1)
I anhydrazy weglanowej IX (CA-1X) [28].
Warto$¢ krytyczna pOz, ponizej ktéorej moéwimy o hipoksji, jest rozna
w zalezno$ci od tkanki i $rednio wynosi 8-10 mmHg [27, 34]. Niski stopien
natlenowania  skutkuje = zahamowaniem cyklu komodrkowego, zmianami
metabolicznymi i genetycznymi, a w skrajnych przypadkach prowadzi do $mierci
komorek na drodze apoptozy lub nekrozy [28]. Z drugiej strony, zmiany te moga
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej i wyodr¢bnienia populacji komorek
0 bardzo agresywnym fenotypie. Trwaja dyskusje nad tym, ktory rodzaj hipoks;ji,
przewlekta czy cykliczna, petni gtdwna role w progresji nowotworu 1 zwigzanej z nig
opornos$ci na leczenie [35]. W szybko rozwijajacych sie nowotworach oraz w guzach
o $rednicy powyzej 70 pum, transport tlenu do regionow zlokalizowanych w glebi
tkanki nowotworowej i oddalonych od naczyn krwiono$nych jest znacznie
ograniczony [36]. W konsekwencji, w tkance wigkszosci guzéw, srednie pO2
(2,5-30 mmHg) jest zdecydowanie nizsze niz w tkance zdrowej (24-66 mmHg) [37].
Niedotlenienie wystepuje réwniez W glejakach. Cisnienie czastkowe tlenu
w prawidtowej tkance mozgu oscyluje w przedziale 25-60 mmHg [34, 38]. Z kolei
w guzach glejopochodnych s$rednie pO. wynosi 13-15 mmHg, w tym dla
gwiazdziakdbw o nizszym stopniu ztosliwosci 7,3-15,3 mmHg, zas w przypadku
glioblastoma spada do 9,6 mmHg [39]. Cisnienie na obrzezach guza jest wyzsze niz
w glebi tkanki nowotworowej, gdzie w skrajnych przypadkach moze wynosi¢ nawet
ponizej 2,5 mmHg [34]. Wysoki poziom niedotlenienia stanowi negatywny czynnik

prognostyczny w odniesieniu do przezywalnosci pacjentow oraz ich odpowiedzi
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na standardowe formy leczenia, radio- i chemioterapi¢ [28, 37]. Oporno$é
glioblastoma na stosowane terapie wynika przede wszystkim z rozlanego nacieku
komoérek nowotworowych oraz wadliwej angiogenezy. Czynniki te tworza dwa
tzw. “bledne kota”, w ktorych kluczowa role pelni wiasnie hipoksja [40, 41].
Nadmierna i gwalttowna proliferacja komoérek nowotworowych nie sprzyja
formowaniu prawidlowych naczyn krwiono$nych, zdolnych do zaopatrzenia catej
objetosci guza w wystarczajacg ilos¢ tlenu. Skutkuje to powstawaniem licznych
obszarow hipoksyjnych, co z kolei z jednej strony jest sygnalem do dodatkowe;j
stymulacji zaburzonej angiogenezy, z drugiej strony stymuluje migracje komorek
nowotworowych wzdhuz szlakéw mielinowych istoty biatej mozgu do rejondow lepiej
natlenowanych. Prawidtowe naczynia krwiono$ne ulegajg regresji, co znéw nasila
hipoksje tkanki i inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych.

Tlen czasteczkowy ma silne powinowactwo do elektrondw, pochodzacych
Z promieniowania jonizujacego 1 wchodzi w reakcje z wolnymi rodnikami,
wytwarzanymi pod wplywem radioterapii [42]. Powstajace czagsteczki aktywne,
tzw. reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), powoduja
niecodwracalne uszkodzenia nici DNA 1 w konsekwencji prowadza do $mierci
komorek nowotworowych. Niedobor tlenu sprawia, ze produkcja ROS gwattownie
maleje, co prowadzi do spadku wrazliwosci komoérek nowotworowych
na radioterapi¢ [27, 42, 43]. Szacuje si¢, ze krytyczne cisnienie czastkowe O>
w guzie, konieczne dla skutecznego dziatania RT, wynosi 25-30 mmHg [29].
Na efektywnos¢ radioterapii ma rowniez wptyw faza cyklu komérkowego, w ktorej
znajdujg si¢ komorki nig traktowane. Komorki nowotworowe, bedace w fazie Go/M
(aktywnych podziatéw komoérkowych) sg bardziej wrazliwe na promieniowanie
jonizujace niz komorki w fazie S lub Gi, w trakcie ktorych aktywnos$¢ enzymow
naprawiajacych DNA jest najwicksza [43]. Niestety, w warunkach niedotlenienia
cykl komérkowy ulega zahamowaniu w fazie G1 [44, 45].

Jak wspomniano powyzej, hipoksja powoduje powazne zaburzenia
w budowie naczyn krwionosnych i perfuzji tkanki nowotworowej. Pogorszeniu ulega
wowczas nie tylko transport tlenu do wngtrza masy guza za posrednictwem
erytrocytow, ale takze transport i dystrybucja chemioterapeutykow do komorek [34].
W efekcie cytotoksyczne dziatanie lekow obejmuje niewielka liczbe komorek

nowotworowych w lepiej natlenowanych partiach guza. Zastosowanie zwigkszonych
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dawek leku nie stanowi rozwigzania problemu, gdyz niesie za sobg ryzyko
nadmiernej toksyczno$ci wzgledem tkanki otaczajacej zmiang nowotworowa
[46, 47]. W warunkach niewystarczajacego zaopatrzenia w tlen i substancje
odzywcze, proliferacja komodrek ulega znacznemu spowolnieniu. Cze$¢ z nich moze
nawet przejs$¢ w tzw. ,stan uspienia”. Tymczasem dziatanie niektérych
chemioterapeutykow jest skuteczne gtéwnie w stosunku do aktywnie dzielacych si¢
komorek nowotworowych. Do zwigzkéw tych nalezy np. 5-fluorouracyl (5-FU),
doksorubicyna, karboplatyna, melfalan, bleomycyna i etopozyd. Skuteczno$¢ tych
zwigzkéw w warunkach hipoksji ulega znacznemu ostabieniu. Niemniej istotny jest
fakt, ze w warunkach niedoboru tlenu dochodzi do aktywacji biatek z rodziny Bcl-2,
hamujacych apoptoze wywotang dzialaniem chemioterapeutykéw opartych
na platynie (cisplatyny, karboplatyny). W efekcie dochodzi do wyksztalcenia
lekoopornosci na te zwigzki. Z kolei zaburzenia procesu zwijania si¢ biatek
w siateczce srodplazmatycznej, spowodowane niedotlenieniem, skutkujg obnizeniem
wrazliwosci komoérek na leki ukierunkowane przeciw topoizomerazie 11
np. doksorubicyng.

Znaczenie niedotlenienia w rozwoju procesu nowotworowego zachecito
do podjecia prob, majacych na celu przezwyciezenie hipoksji i zahamowanie jej
negatywnych skutkow [37, 42, 48]. Probowano zwickszy¢ zdolno$¢ Krwinek
czerwonych do transportu O. poprzez transfuzje oraz podawanie erytropoetyny -
hormonu peptydowego, stymulujacego rozne etapy erytropoezy. Stosowano rowniez
sztuczne nosniki tlenu, oparte na rdzeniu z hemoglobiny lub perfluoroweggla
(substytuty czerwonych krwinek) [49, 50]. Poprawe natlenowania tkanek mozna
rowniez osiagnacé poprzez oddychanie mieszaning gazowa o zwigkszonej zawartosci
O2, na przyktad czystym tlenem lub karbogenem (mieszanina gazowa zawierajaca
95% 02 i 5% CO2) [51-55]. Obiecujacym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ podawanie
tlenu pod zwigkszonym ci$nieniem czyli tzw. terapia tlenem hiperbarycznym.
Sposobem na zniwelowanie skutkéw hipoksji moze by¢ zahamowanie dzialania
bialek nig aktywowanych przy uzyciu ich maloczasteczkowych antagonistow
(np. inhibicja HIF-1 przez czasteczki siRNA (ang. small intefering RNA) lub
2-metoksyestradiol) lub specyficznych przeciwcial (np. terapia antyangiogenna
bewacizumabem przeciwko VEGF) [56]. Potencjalng strategig terapeutyczng wydaje

si¢ by¢ takze uzycie chemioterapeutykow aktywowanych w warunkach niedoboru
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tlenu [57]. Tego rodzaju zwigzki podawane sg w postaci prolekéw, ktore dopiero
w srodowisku hipoksji ulegaja bioredukcji do formy cytotoksycznej. Przykladem
leku o takim dziataniu jest 5-fluorocytozyna (5-FC), ktora w warunkach hipoksji
ulega redukcji do aktywnej formy 5-fluorouracylu. Podobnie zwigzek TH-302,
nalezacy do grupy tetraimidazoli, w warunkach niskiego pO2 ulega konwersji
do bromoizofosforoamidoiperytu (Br-IPM), rozrywajacego wigzania pomi¢dzy ni¢mi
DNA [33, 56]. Ciekawym przyktadem zwigzku aktywowanego hipoksja jest biatko
fuzyjne PTD-ODD [58]. Obecna w nim domena PTD odpowiada za transport leku
do wnetrza niedotlenionych komorek, zas domena ODD zapewnia jego stabilizacje
w tym srodowisku i jednoczesng degradacje w warunkach normoksji. Do tego
kompleksu dotaczona moze by¢ trzecia domena, ktora w zaleznosci od charakteru,
determinuje dziatanie powstatego biatka fuzyjnego. | tak kompleks PTD-ODD-EGFP
(ang. enhanced green fluorescent protein) uzywany moze by¢ do specyficznego
znakowania komorek w warunkach hipoksji. Fuzja z prokaspaza-3 skutkuje
powstaniem leku o nazwie POP33, ktory wykazuje silne wlasciwosci cytotoksyczne,
ukierunkowane przeciwko niedotlenionym komoérkom nowotworowym. Z Kolei
Zastosowanie terapii genetycznej mogloby pomodc opracowaé specyficzne dla
hipoksji systemy ekspresji gendw 1 w ten sposob nasili¢ apoptoze komorek

nowotworowych.
1.2.1. Czynnik indukowany hipoksja 1 (HIF-1)

Komorki nowotworowe, przystosowujac si¢ do wzrostu w warunkach
obnizonej dostgpnosci tlenu, przechodza szereg zmian adaptacyjnych i mutacji,
regulowanych w gléwnej mierze przez czynnik indukowany hipoksja - HIF-1
(ang. hypoxia inducible factor 1) [37, 48]. Jest to nadekspresjonowany w stanie
hipoksji czynnik transkrypcyjny, indukujacy ekspresje ponad 100 gendw,
kodujacych biatka odpowiedzialne za przystosowanie komodrek do wzrostu
w warunkach hipoksji. Zaliczamy do nich migdzy innymi biatka metabolizmu
beztlenowego (np. enzymy glikolityczne), biatka biorgce udzial w transporcie
glukozy (np. GLUT1) 1 zelaza (np. transferryne¢), bialka regulujace hematopoeze
(np. erytropoetyng) oraz angiogenezg¢ (VEGF, bFGF, EGFR) [48]. W efekcie,

komorki nowotworowe wyksztatcaja opornos$¢ na stosowane formy leczenia.
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HIF-1 jest heterodimerem zbudowanym z dwoch podjednostek: o i B, ktore
naleza do rodziny czynnikow transkrypcyjnych, zawierajacych na N-koncu domeny
bHLH (ang. basic helix-loop-helix) oraz PAS (ang. PER-ARNT-SIM homology
domain) odpowiedzialne za wigzanic DNA i dimeryzacje [58]. Oprocz nich,
w biatkach wystepuje rowniez domena ODD, decydujaca o degradacji pod wplywem
tlenu oraz dwie domeny transkrypcyjne: NAD - zlokalizowana na N-koncu biatka
i CAD - zlokalizowana na C-koncu. Ekspresja podjednostki HIF-1B, zwanej tez
Arntl (ang. aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 1) jest ciagta
i niezalezna od poziomu tlenu, za$§ poziom podjednostki HIF-1a zalezy
od dost¢pnosci tlenu w komorkach [48]. Ze wzgledu na te zaleznoSci, poziom biatka
HIF-1a uznawany jest za dobry marker hipoksji. W warunkach normooksji dochodzi
do hydroksylacji prolin Pro 564 i Pro 402 w domenie ODD czasteczki HIF-1a przez
zawierajace zelazo hydroksylazy prolinowe - PHD1, PHD2 i PHD3. Nastepnie
zhydroksylowane HIF-1a wchodzi w interakcje z kompleksem biatka VHL
(von Hippel-Lindau), elonginy B, elonginy C i kulliny 2 (Cul-2), ktory petni funkcje¢
ligazy ubikwityny E3. Znakowana ubikwityng czasteczka ulega degradacji
w proteasomie. Drugi posttranslacyjny mechanizm kontroli aktywnosci HIF-1 dziata
w oparciu o hydroksylacje asparaginy Asn803, regulowang dziataniem tzw. czynnika
hamujacego HIF-1 - FIH1 (ang. factor inhibiting HIF-1) [33, 59, 60]. Z kolei
w warunkach hipoksji niedobor czasteczek tlenu uniemozliwia hydroksylacje
czasteczki, ktora przedostaje si¢ do jadra komorkowego, gdzie poprzez domeny PAS
taczy si¢ z podjednostka B, tworzac aktywny czynnik transkrypcyjny. Aktywne
HIF-1 poprzez domen¢ bHLH moze wigza¢ si¢ z sekwencjami promotorowymi
HREs (ang. hypoxia response elements), zlokalizowanymi w obrebie sekwencji
kodujacych genow docelowych i w ten sposob powodowaé aktywacje tych genow
[61]. Sekwencje HREs wystepuja w ponad 100 genach zaleznych od HIF-1.

Biatko HIF-1 jest najlepiej poznanym biatkiem z rodziny bHLH-PAS,
ekspresjonowanym niemal we wszystkich komorkach ludzkich. Do rodziny tej
zaliczane sg rowniez biatka HIF-2 oraz HIF-3, obecne jedynie w niektorych
komorkach np. hepatocytach, komoérkach $rodbtonka i komoérkach macierzystych
glejakow [62, 63]. Sugeruje to, ze o ile HIF-1 jest markerem niedoboru tlenu
we wszystkich komoérkach, to HIF-2 i HIF-3 pelnig bardziej wyspecjalizowane role.

W komorkach nowotworowych odnotowuje si¢ wzrost ekspresji zardéwno HIF-1a,

-38 -



Wstep

jak 1 HIF-20, ktore sg do siebie zblizone pod wzgledem budowy strukturalnej.
Z kolei podjednostka HIF-3a rowniez zawiera w swojej strukturze domeng wigzaca
DNA, ale w odrdznieniu od pozostatych izoform nie posiada domeny aktywacji
transkrypcyji i dzigki temu moze petic¢ role negatywnego regulatora odpowiedzi na
hipoksje [61]. Moze ona bowiem konkurencyjnic taczy¢ si¢ z podjednostkami
HIF-1pB i HIF-2p nie aktywujac genow regulowanych przez te biatka.

Wyniki licznych badan dowodza, ze w guzach glejopochodnych dochodzi
do nadekspresji biatka HIF-lo. Jego poziom rdzni si¢ w zaleznosci od rodzaju
nowotworu i stopnia jego ztosliwosci [64]. Najwyzsza ekspresja HIF-1o wystepuje
z guzach silnie niedotlenionych, takich jak glioblastoma. Tymczasem w mnigj
zto§liwym gwiazdziaku anaplastycznym (WHO GIIl) jego poziom jest wyraznie
nizszy. Co ciekawe, w niektorych guzach o tagodnej biologii, w ktorych nie
wystepuja obszary hipoksji np. oponiakach przejsciowych (WHO GIl), poziom
HIF-1a jest tylko nieznacznie nizszy [65]. Sugeruje to, ze biatko to moze by¢
aktywowane takze poprzez inne mechanizmy, niezalezne od stopnia niedotlenienia
tkanki nowotworowej, na przyktad wskutek dziatania onkogenow. Najbardziej
prawdopodobne mechanizmy takiego zjawiska bazuja na inaktywacji w wyniku
zmian epigenetycznych lub mutacji genow supresorowych p53, PTEN lub VHL oraz
aktywacji onkogenow Ras, Raf, Src, mTOR, Myc i PI3K. Przyktadowo, u pacjentow
cierpigcych na dziedziczny zespot von Hippel-Lindau, charakteryzujacy si¢
wystgpowaniem mutacji w obu allelach genu VHL, dochodzi do deregulacji
aktywnos$ci HIF-1 i zwigkszonej predyspozycji do rozwoju nowotworéw, miedzy
innymi nerek, osrodkowego uktadu nerwowego, nadnerczy i siatkowki [33].

Ochronne dziatanie HIF-1 i HIF-2 oraz ich promujacy wplyw na progresje
nowotworowg sprawity, ze zahamowanie ich ekspresji uznano za potencjalng
strategie ~ terapeutyczng [48]. W  tym celu uzywano inhibitorow
drobnoczgsteczkowych, na przyktad antybiotyku geldanamycyny, bedacego
inhibitorem biatka szoku cieplnego 90 (ang. heat shock protein 90, Hsp90), ktory
kieruje HIF-1a do degradacji w proteasomie niezaleznie od biatka VHL. Stosowano
tez inhibitory topoizomeraz, hamujace translacj¢ HIF-lo lub digoksyne Iub
rapamycyne, zaburzajace jego transkrypcje [66]. Skutecznym sposobem obnizajgcym
synteze HIF-lo okazalo si¢ podawanie 2-metoksyestradiolu, uszkadzajgcego

mikrotubule cytoszkieletu lub stosowanie czasteczek krotkich interferujacych RNA
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(SIRNA) [61]. Celowanie w Sciezki sygnalowe, regulujace aktywnos¢ biatek HIF,
réwniez daje obiecujace rezultaty. Zahamowanie aktywnosci HIF-1 skutkuje migdzy
innymi wzrostem wrazliwosci komorek nowotworowych na promieniowanie

jonizujace oraz chemioterapeutyki, takie jak karboplatyna czy etopozyd.
1.2.2. Przystosowywanie komoérek do warunkow hipoksji

Komorki nowotworowe wyksztatcaja szereg mechanizmow obronnych, ktore
pozwalajg im zaadaptowa¢ si¢ do wzrostu w $rodowisku o obnizonej dostepnosci
tlenu [46]. Jednym z takich mechanizméw jest zmiana metabolizmu tlenowego
(glikoliza potaczona z cyklem Krebsa i fosforylacja oksydacyjng) na metabolizm
beztlenowy - anaerobowy (glikoliza potaczona z fermentacja mlekows) [59].
W procesie glikolizy beztlenowej z jednej czasteczki glukozy przy zuzyciu 2 ATP,
powstaja 4 czasteczki ATP. Ostateczny bilans energetyczny daje wiec zysk tylko
w postaci 2 czasteczek ATP i sprawia, ze oddychanie anaerobowe jest procesem
znacznie mniej wydajnym niz fosforylacja oksydacyjna, dajaca koncowy zysk 36
czasteczek ATP [60]. Jednocze$nie zapotrzebowanie na energi¢ u proliferujacych
komorek nowotworowych jest bardzo wysokie, co skutkuje koniecznoscig pobierania
duzych ilosci glukozy w celu zrekompensowania niedostatku energetycznego. Proces
ten jest regulowany przez transportery glukozy, takie jak GLUT-1 (ang. glucose
transporter 1) i GLUT-3 (ang. glucose transporter 3), kodowane przez geny
nadekspresjonowane pod wptywem HIF-1. Czynnik indukowany hipoksja 1 sprzyja
oddychaniu beztlenowemu takze poprzez regulacje enzymow glikolitycznych,
rozktadajacych cukry ztozone do cukréw prostych. Do enzyméw tych naleza:
heksokinaza (HK), aldolazy, kinaza fosfoglicerynianowa 1 (PGK1), enolaza, kinaza
pirogronianowa M (PKM) oraz dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) [36, 59].
Zwigkszenie tempa glikolizy beztlenowej powoduje wzmozong produkcje
pirogronianu, ktoéry nastgpnie, w reakcji Kkatalizowanej przez LDHA, jest
przeksztatcany do mleczanu. W efekcie dochodzi do wzrostu zakwaszenia komorek.
Regulacja pH komorek zalezy od HIF-1, ktéry indukuje dzialanie anhydrazy
weglanowej 1X (CA-IX), katalizujgcej powstawanie jonow HCOsz. Jony te s3
nastepnie  transportowane do  wngtrza komorki.  Jednocze$nie  mleczan
transportowany jest zcytozolu poza blong komorkowa. Wzrost zakwaszenia

przestrzeni zewnatrzkomorkowej pobudza migracje komorek nowotworowych.
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Dlatego CA-IX uznawany jest za czynnik sprzyjajacy przezywalnosci komorek i ich
bardziej inwazyjnemu fenotypowi.

W  hipoksji dochodzi rowniez do zaburzen w cyklu Krebsa i fosforylacji
oksydacyjnej oraz indukcji autofagii mitochondriow [59, 60]. Przyktadem jest
zalezne od HIF-1 obnizenie aktywnosci dehydrogenazy pirogronianowej,
przeksztalcajacej pirogronian powstaty z glikolizy w acetylo-CoA, bedacy
substratem cyklu Krebsa. W warunkach beztlenowych ulega zmianie takze
metabolizm  lipidow. Dodatkowo zwiekszona zostaje ekspresja czynnika
transkrypcyjnego Myc, regulujagcego metabolizm glutaminy (GIn), istotny dla
syntezy aminokwasow, kwasow nukleinowych i1 kwasow ttuszczowych. Wzrost
utleniania GIn poteguje proliferacj¢ komorek nowotworowych, ich niestabilnos¢
genetyczng | inwazyjnosc.

W warunkach hipoksji dochodzi réwniez do nasilenia angiogenezy poprzez
wzrost aktywnos$ci czynnikéw proangiogennych przy jednoczesnym zahamowaniu
czynnikéw antyangiogennych [43, 56]. HIF-1 indukuje nadekspresj¢ czynnika
wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF) i jego receptora VEGFR, receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR), zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastow (bFGF), transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-B) oraz
istotnego w rozwoju nowotwordéw glejopochodnych - ptytkopochodnego czynnika
wzrostu B (PDGF-B). Prowadzi to do wzmozonego formowania, w wigkszosci
nieprawidtowych, naczyn krwiono$nych. Takie wadliwe unaczynienie sprzyja
rozwojowi nowotworu i nasila migracj¢ komorek nowotworowych do miejsc lepiej
natlenowanych. Wzrost inwazyjno$ci zwigzany jest takze z wytworzeniem fenotypu
mezenchymalnego, indukowanego miedzy innymi przez EGF, TGF-f i PDGF
[66, 67]. Towarzysza mu zmiany ekspresji biatek adhezyjnych (kadheryny, integryn)
I czynnikow transkrypcyjnych (ZEB1, Twist, SNAIL i SNAI2, jak réwniez HIFla
I HIF2a).

Niedotlenienie indukuje rowniez zmiany w mechanizmach kontrolowanej
$mierci komorek [46]. Mutacji ulega migdzy innymi gen p53, petniagcy istotng rolg
w kontroli cyklu komorkowego oraz aktywacji apoptozy. Wzrost poziomu
zmutowanego p53 skutkuje oslabieniem apoptozy i wzrostem niestabilnosci
genetycznej. Co wigcej, gen ten moze wowczas aktywowacé dziatanie telomeraz,

dodatkowo nadekspresjonowanych w warunkach hipoksji, i w ten sposob spowalnia¢
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utrate telomerow przez chromosomy. W efekcie komoérki nowotworowe moga
podlega¢ niekontrolowanej liczbie podziatow mitotycznych. Pod wptywem hipoksji
dochodzi takze do zaburzenia rownowagi pomiedzy inhibitorami (np. Bel-2, Bel-X,
Bcl-W) i promotorami apoptozy, nalezagcymi do rodziny biatek Bcl-2 (np. Bax, Bad,
Bak, Bcl-Xs). HIF-1 indukuje miedzy innymi nadekspresje czynnika
antyapoptotycznego Bcl-2 i przez to uodparnia komorki na toksyczne dziatanie
chemioterapeutykow. Co wigcej, biatko Bcl-2 moze by¢ aktywowane w warunkach
hipoksji na drodze niezaleznej od HIF-1, poprzez $ciezke jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-xB, indukujgcego transkrypcje COX-2, ktory  stymuluje
angiogeneze i aktywno$¢ Bcl-2 [36]. Jednoczesnie dochodzi do spadku aktywnos$ci
proapoptotycznego czynnika Bax. Komorki nowotworowe wyksztalcajg mechanizmy
obrony, regulujace programowang $mier¢ na réznych jej etapach. Przyktadowo,
w warunkach hipoksji w komorkach glioblastoma dochodzi do nadekspresji biatka
proapoptotycznego BNIP3, jednakze zostaje ono zatrzymane w jadrze komérkowym,
przez co indukcja apoptozy zostaje zahamowana [33].

Wystepujace w guzach nowotworowych obszary niedotlenienia stanowig
idealne nisze dla wzrostu tzw. nowotworowych komoérek macierzystych (ang. cancer
stem cells, CSCs) [63]. Ograniczenia w dostepie tlenu sprzyjaja utrzymaniu stanu
niezréznicowania przez te komoérki. W nowotworowych komoérkach macierzystych
dochodzi do nadekspresji takich czynnikow jak VEGF, HIF-1, jak réwniez HIF-2.
Rowniez w nowotworach mozgu w warunkach hipoksji obserwuje si¢ wzrost
markerow komorek macierzystych (np. CD133, CD44) i populacji komorek
0 cechach zblizonych do komérek macierzystych (ang. glioblastoma stem-like cells,
GSCs) [56, 61]. Obecno$¢ takich komorek zwigksza oporno$¢ nowotworow

na stosowane terapie oraz ryzyko wystapienia nawrotow choroby.
1.3. Hiperbaria tlenowa

W procesie oddychania tlen rozprowadzany jest po catym organizmie
za posrednictwem krwi poprzez dwa mechanizmy transportowe. Dominuje transport
oparty na tworzeniu nietrwalego kompleksu tlenu czasteczkowego z hemoglobina,
tzw. oksyhemoglobiny. Tlen uwalniany jest z tego kompleksu po dotarciu do tkanek,
w ktorych cis$nienie pOz jest nizsze. W warunkach normalnego ci$nienia

atmosferycznego zmianie w oksyhemoglobing ulega okoto 97% hemoglobiny [46].

-42 -



Wstep

Drugi mechanizm polega na transporcie Oz w formie rozpuszczonej w osoczu Krwi.
Osocze wysycone jest tlenem tylko w 0,32%. Pozwala to zatozy¢, ze w przypadku
zwigkszenia ilosci tlenu dostajagcego si¢ do krwiobiegu, ,nadmiar” O
rozprowadzany bylby dalej do tkanek wtasnie przez osocze [68]. Zgodnie z prawem
Henry’ego, wzrost ciSnienia czgstkowego pO2 we wdychanym powietrzu
skutkowalby wzrostem liczby czasteczek tlenu w o0soczu krwi a nastgpnie
w tkankach organizmu [69]. Zwigkszenie ci$nienia czgstkowego tlenu wdychanego
przez organizm mozna 0siggna¢ poprzez zastosowanie terapii z wykorzystaniem
natleniania hiperbarycznego (ang. hyperbaric oxygen therapy, HBOT). Tlenem
hiperbarycznym (ang. hyperbaric oxygen, HBO) nazywamy tlen podawany pod
ci$nieniem wigkszym niz 1 atmosfera, ktora odpowiada cisnieniu atmosferycznemu
panujagcemu na powierzchni ziemi na poziomie morza [70]. Zastosowanie HBO
pozwala na zwigkszenie dystansu dyfuzji tlenu w giab tkanek i dotarcie
rozpuszczonego Oz do obszaréw stabo unaczynionych [47]. Ponadto, tlen
hiperbaryczny zwigksza elastyczno$¢ erytrocytow oraz zmniejsza agregacje ptytek
krwi, co dodatkowo wpltywa korzystnie na poprawe stanu natlenowania tkanek.
Co wiecej, HBO wplywa takze korzystnie na procesy angiogenezy, aktywacje¢
fagocytozy oraz produkcje kolagenu przez fibroblasty. Powyzsze zalety natleniania
hiperbarycznego, w potaczeniu z jego znikoma toksycznoscig, sprawily, ze HBOT
Znalazta zastosowanie w leczeniu wielu stanéw patologicznych, wywolanych
niedotlenieniem (hipoksja) lub niedokrwieniem (ischemig) [69, 71]. Standardowe
procedury HBOT zaktadaja oddychanie pacjentow niemal czystym (~100%) tlenem,
podawanym pod cisnieniem od 1,5 do 2,5 atmosfer absolutnych (ATA), przy czym
atmosfera absolutna rozumiana jest jako suma cisnienia atmosferycznego 1 cisnienia
manometrycznego, panujacego w komorze hiperbarycznej [47]. Tlen hiperbaryczny
jest szeroko stosowany jako terapia wspomagajaca w leczeniu wielu schorzen, takich
jak uszkodzenia niedokrwienno-reperfuzyjne [72-74], tgtnicze zatory gazowe
[75, 76], zatrucie tlenkiem wegla [77-79], p6zne uszkodzenia popromienne [80-83],
choroba dekompresyjna [84], trudno gojace si¢ rany [85, 86], ztamania ko$ci [87, 88]
i dysfunkcje watroby [89].
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1.3.1. Zastosowanie natleniania hiperbarycznego w leczeniu nowotworéw

Jak opisano powyzej, jednym z glownych powodow niskiej skutecznosci
terapii przeciwnowotworowych jest wystepowanie w guzach litych obszaréw silnie
niedotlenionych. Podejrzewa si¢, ze jednym ze sposobdéw na skuteczng poprawe
stanu natlenowania tkanki nowotworowej mogtoby by¢ natlenianie hiperbaryczne.
Potwierdzono eksperymentalnie, ze wdychanie czystego tlenu lub karbogenu
0 zwigkszonym ci$nieniu skutkuje nawet 5-krotng poprawg natlenowania tkanki guza
i redukcjg obszaréw hipoksyjnych w roéznych modelach in vivo [51, 90]. Istnieje
wiele  publikacji  poswieconych  mozliwosci  zastosowania  natleniania
hiperbarycznego w leczeniu nowotworoéw [46, 47, 91, 92]. Poczatkowe doniesienia
literaturowe byty jednak do$¢ rozbiezne. Wyniki badan niektoérych autorow
sugerowaly, iz podawanie tlenu pod zwigkszonych ci$nieniem moze sprzyjac
proliferacji komoérek nowotworowych, tak jak ma to miejsce w przypadku
fibroblastow i komorek nabtonka podczas procesu gojenia si¢ ran [85, 93-95]. Takie
rezultaty moglty by¢ spowodowane zastosowaniem bardziej intensywnej terapii
HBO, niz jest to rekomendowane. Ostatecznie niemal jednoznacznie wykluczono
owo ryzyko i udowodniono, ze o ile sam tlen hiperbaryczny moze powodowaé
jedynie spowolnienie rozwoju choroby, to jego zastosowanie, jako leczenia
wspomagajacego  terapie  standardowe (radio- 1 chemioterapi¢, terapi¢
fotodynamiczng), skutkuje nasileniem ich efektu terapeutycznego [96]. Uzycie HBO,
skojarzonego z zabiegami resekcji chirurgicznej, moze pomoc ztagodzié
dolegliwosci 1 przyspieszy¢ proces gojenia si¢ ran pooperacyjnych i1 skréci¢ okres
rekonwalescencji pacjentow [97]. Ponadto, podawanie tlenu pod zwigkszonym
ci$nieniem indukuje w komorkach nowotworowych tzw. przejscie mezenchymalno-
epitelialne (MET), skutkujace konwersja ztosliwego fenotypu mezenchymalnego

w bardziej tagodny fenotyp nabtonkowy [98].

1.3.1.1. Zastosowanie natleniania hiperbarycznego w skojarzeniu

Z radioterapia

Powszechnie wiadomo, ze terapia z wykorzystaniem promieniowania
jonizujacego daje najkorzystniejsze rezultaty wobec guzéw wykazujacych dobry

stopnien  natlenowania. Natomiast leczenie silnie niedotlenionej tkanki
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nowotworowej wymaga uzycia wigkszych dawek promieniowania, przez
co zwicksza si¢ ryzyko wystapienia powiklan popromiennych [99]. Obecnosé
czasteczek tlenu jest kluczowa dla skutecznego dziatania radioterapii (RT), ktora
w gtownej mierze oparta jest na wystepowaniu tzw. ,.klasycznego efektu tlenowego”.
Efekt ten polega na radiolizie czasteczek wody, w wyniku ktérej dochodzi
do powstania niestabilnych rodnikow wodorowych (H") i hydroksylowych (HO),
ktore z kolei wchodzag w reakcje z tlenem czasteczkowym. Produktami tych reakcji
sg reaktywne formy tlenu, takie jak rodniki wodoronadtlenkowe (HO2") i nadtlenki
wodoru (H202), ktére powodujg uszkodzenia struktur komorkowych i nici DNA.
Prowadzi to do zaburzen podziatow komoérkowych oraz proceséw metabolicznych,
a ostatecznie do $mierci komorek [48, 100]. ,,Efekt tlenowy” stanowi posredni,
jednak dominujacy mechanizm dziatania RT. Bezposredni, ale mniej efektywny
mechanizm polega na wywotaniu uszkodzenia przez wolne elektrony, powstate
wskutek absorpcji promieniowania przez tkanke nowotworowa. Podawanie tlenu
hiperbarycznego pomaga zwigkszy¢ natlenowanie guza i przez to uwrazliwi¢ go na
dziatanie radioterapii. Skutkuje to redukcja masy guza przy jednoczesnej
minimalizacji ryzyka wystapien powiktan popromiennych [81, 91, 101]. Liczne
badania in vivo oraz proby kliniczne taczenia RT z HBO potwierdzaja, ze tego
rodzaju  terapia = kombinowana  przynosi  korzystniejsze  efekty  niz
napromieniowywanie ~w warunkach normobarycznych i przyczynia sig
do wydtuzenia przezywalnosci pacjentow [102-104]. Niestety, jej skutecznosc
wydaje si¢ by¢ zalezna od rodzaju nowotworu i jest nizsza W przypadku np. guzéw
pecherza moczowego [103]. Rozbiezne wyniki otrzymano takze przy préobach
stosowania RT/HBO w leczeniu nowotworéw glowy i szyi, w ktorych
odnotowywano liczne skutki uboczne. Moglo by¢ to jednak spowodowane
zastosowaniem  bardziej agresywnej  terapii  kombinowanej, niz  jest
to rekomendowane [104-108].

1.3.1.2. Zastosowanie natleniania hiperbarycznego w potaczeniu

z chemioterapia

Natlenianie hiperbaryczne ma korzystny wplyw na procesy angiogenezeny
I sprzyja formowaniu prawidlowych naczyn krwiono$nych. Podawanie HBO

do litych guzéw nowotworowych moze pomodc naprawic¢ ich wadliwe unaczynienie
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i polepszy¢ transport krwi w obrebie catej zmiany patologicznej. Dzigki temu,
usprawnieniu ulega rowniez transport substancji leczniczych, ktore moga wnikac
w glab guza i dociera¢ do wickszej liczby komorek nowotworowych [46, 47].
Ponadto, stosowanie HBOT skutkuje wzrostem ci$nienia czastkowego tlenu we krwi,
co prowadzi do wzrostu stresu oksydacyjnego i produkcji duzych ilosci reaktywnych
form tlenu (ROS). ROS powoduja utlenianie struktur komoérkowych, uszkodzenia
nici DNA, apoptoze i $mier¢ komorek. Ich produkcje przez komorki eukariotyczne
indukujg takze nicktore leki, stosowane w chemioterapii [100]. Niestety, mutacje
wywotywane przez ROS mogg =zaburza¢ proces apoptozy 1 prowadzi¢
do wyksztalcenia przez komorki fenotypu oporno$ci na podawane zwigzki
cytotoksyczne. Nasilenie stresu oksydacyjnego, poprzez wspomaganie chemioterapii
natlenianiem hiperbarycznym, moze umozliwi¢ przezwyci¢zenie mechanizmow
obronnych i wywota¢ $mier¢ komorek nowotworowych. Zastosowanie cisplatyny
i HBO w badaniach in vivo pokazuje, ze takie potaczenie moze dawaé pozytywne
efekty terapeutyczne w leczeniu nowotwordw jajnika, jednakze nasilenie
wlasciwosci cytotoksycznych tej substancji pod wptywem tlenu hiperbarycznego
ostatecznie odbija si¢ negatywnie na ogdlnym stanie pacjentek [109, 110]. Bardziej
obiecujace wydaja si¢ by¢ proby taczenia HBOT z 5-fluorouracylem, w ktérych
zaobserwowano wzrost stezenia badanego zwigzku i spadek progresji nowotworow
w poréwnaniu z kontrolnymi grupami normooksyjnymi [111-113]. Co istotne,
opisany efekt wystepowal tylko wtedy, gdy 5-FU podawano bezposrednio
po natlenianiu hiperbarycznym. Istnieja rowniez doniesienia dotyczace Stosowania
HBO w polgczeniu z doksorubicyng [114] oraz artemizyning, stosowang takze
w leczeniu malarii [115]. Z kolei zestawienie dziatania HBO z karboplatyng lub
karboplatyna i hipertermiag dawato pozytywne wyniki W leczeniu migsaka kosci
I nowotworow ptuc [116-118].

1.3.1.3. Zastosowanie natleniania hiperbarycznego w leczeniu

nowotworow glejopochodnych mozgu

Tlen hiperbaryczny  wykorzystywano réwniez w badaniach nad
mozliwosciami leczenia nowotwordw mozgu, w tym glejaka ztosliwego [119].
Stosowanie HBO moze poprawi¢ stopien natlenowania tkanki nowotworowej

szczegblnie w przypadku guzow litych, zawierajacych obszary silnie niedotlenione.
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Bezposrednio po oddychaniu czystym tlenem, podawanym pod zwigkszonym
cisnieniem, stopien natlenowania glioblastoma moze wzrosng¢ nawet Kilkukrotnie
I 0siggna¢ poziom zblizony do stanu zdrowej tkanki [34, 52, 120]. Efekt ten nie jest
jednak trwaty, co ma znaczenie w przypadku taczenia HBOT z innymi rodzajami
terapii. Stosowanie monoterapii tlenem hiperbarycznym daje niejednoznaczne
rezultaty. Czeg$¢ doniesien opisuje pozytywny efekt terapeutyczny podawania
czystego tlenu oraz HBO na zahamowanie wzrostu komorek nowotworowych
glejakow oraz indukcje apoptozy w warunkach in vitro i in vivo [47, 54]. Inne
badania jednak sugerowaty, ze natlenianie hiperbaryczne moze zwigkszaé ryzyko
rozwoju choroby, na przyktad poprzez indukcje angiogenezy, jednakze, podobnie jak
w przypadku guzow o innej lokalizacji, bylo to zazwyczaj zwigzane ze stosowaniem
wigkszych dawek HBO niz rekomendowane [121, 122].

Badania nad zastosowaniem RT skojarzonej z HBOT doprowadzity
do konkluzji, ze prowadzenie napromieniowywania w atmosferze tlenu
hiperbarycznego moze dawaé pozytywne efekty terapeutyczne w przypadku
nowotwordow glejopochodnych, ale jednocze$nie zwicksza ryzyko wystapienia
niepozadanych skutkow ubocznych [123-125]. Ustalono, ze optymalna i bezpieczna
procedura medyczna powinna bazowaé na przeprowadzaniu radioterapii
bezposrednio po zakonczeniu natleniania, nie dluzej jednak niz w ciggu 15 min
[125, 126]. Po tym czasie pO2 zndéw znaczaco spada, CO obniza efektywnos$¢ takiej
terapii. Dzigki zastosowaniu proponowanego podejscia udato si¢ w badaniach
eksperymentalnych uzyska¢ znaczace zahamowanie wzrostu oraz redukcj¢ masy
guzéw, jak rowniez wydluzy¢é czas przezycia pacjentow [127]. HBOT daje
obiecujace rezultaty takze w polaczeniu z bardziej zaawansowanymi, mniej
inwazyjnymi technikami RT, na przyklad z frakcjonowana radioterapia
stereotaktyczng (ang. fractionated stereotactic radiotherapy, FSRT) [128]. FSRT
polega na podawaniu do guza kilku frakcji wysokich dawek promieniowania przy
niewielkiej ingerencji w zdrowg tkanke.

W celu poprawy skutecznosci leczenia glejakow prowadzone sg takze
badania nad mozliwos$cig wsparcia natlenianiem hiperbarycznym standardowej
chemioterapii. Udowodniono, ze HBO poprawia dystrybucj¢ karboplatyny
w prawidtowo zachowanych strukturach mozgu oraz wydtuza czas jej utrzymywania

si¢ w tkance nowotworowej glejakow [129, 130]. Niestety, nie znalazto
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to jednoznacznego przetozenia na poprawe stanu klinicznego leczonych pacjentow.
Obiecujaco przedstawia si¢ natomiast eksperymentalna terapia kombinowana
z zastosowaniem HBO i temozolomidu. Wyniki badan zaréwno in vitro, jak i in vivo
sugeruja, ze wspomaganic TMZ dziataniem tlenu hiperbarycznego znaczaco obniza
proliferacje i zywotno$¢ komoérek nowotworowych, zmniejsza angiogeneze oraz
indukuje zmiany apoptotyczne w glejakach [131, 132]. Taka kombinowana terapia
wptywa takze na ostabienie mechanizméw lekoopornosci, wyksztalcanych przez
te komorki. Odnosi si¢ to zarowno do grup doswiadczalnych nietraktowanych zadng
terapig, jak i|poddawanych dziataniu samego TMZ i samego HBO. Co wigcej,
natlenianie hiperbaryczne zwigksza rowniez wrazliwos¢ komorek glejakow
na dziatanie  cytotoksyczne  nimustyny (ACNU) [133].  Zastosowanie
HBO/nimustyny w badaniach in vivo skutkowato istotnym spadkiem masy
i objetosci  guzow  glejopochodnych w  stosunku do prob kontrolnych, jak
i jednoczynnikowych (samo HBO lub sama ACNU) oraz obnizeniem poziomu
gendw, nadekspresjonowanych w stanach zapalnych.

Wsréd eksperymentalnych terapii ztosliwych glejakow, interesujaca wydaje
si¢ proponowana terapia wieloczynnikowa, bedaca polgczeniem interferonu-beta,
nimustyny i radioterapii (tzw. IAR therapy), wspomaganych dodatkowo podawaniem
tlenu pod zwickszonym ci$nieniem. Dotychczas uzyskane wyniki sugeruja, ze terapia
HBO/IAR zwigksza odpowiedZz na leczenie u pacjentow ze zdiagnozowanym
gwiazdziakiem anaplastycznym oraz glioblastoma [134]. Inny rodzaj terapii
wieloczynnikowej bazuje na zastosowaniu HBO, radioterapii oraz chemioterapii
zuzyciem prokarbazyny, nimustyny i winkrystyny [135-137]. Tutaj takze
obserwowano zahamowanie rozwoju choroby i poprawe przezywalnosci pacjentow
z glejakami, w tym z GBM (do 17,2 miesigcy). Niestety odnotowano takze liczne
przypadki  toksycznego dziatania proponowanej strategii terapeutycznej.
W najnowszych doniesieniach, dotyczacych leczenia glioblastoma, natlenianie
hiperbaryczne stosowano bezposrednio przed radioterapig o zmiennej intensywnosci
(ang. intensity-modulated radiotherapy, IMRT), potaczonej z chemioterapig
z uzyciem temozolomidu lub ranimustyny+interferonu-beta [138]. Zastosowanie
IMRT pozwalalo na podanie pacjentom wigkszej dawki promieniowania

jonizujacego niz podczas klasycznej radioterapii, bez wzrostu ryzyka wystgpienia
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dziatan niepozadanych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze proponowane podejscie jest

bezpieczne dla pacjentdow i pozwala na wydtuzenie przezycia do 22,1 miesiaca.
1.4. Pochodne izotiomocznika

Wyksztalcane przez nowotwory mechanizmy opornosci na leczenie
sprawiaja, ze wciaz trwaja poszukiwania bardziej efektywnych chemioterapeutykow.
Nowa, obiecujaca grupe zwigzkow cytotoksycznych stanowig pochodne
izotiomocznika. S3 to zwigzki amfifilowe, posiadajace silnie zasadowg grupe
izotiomocznikowa. Ich stata dysocjacji (pKa) wynosi okoto 10, co o0znacza,
ze W fizjologicznym pH wystepuja jako kationy [139-141]. Wykazano, ze pochodne
izotiomocznika posiadaja zdolno$¢ do obnizania aktywnosci syntaz tlenku azotu
(NOSs) [142-144]. NOSs katalizujg w organizmie synteze tlenku azotu (NO) poprzez
oksydacj¢ L-argininy do L-cytruliny w obecnosci tlenu czasteczkowego
I kofaktorow: NADPH, FAD, tetrahydrobiopteryny (BHs4). Rézne izoformy NOSs
posrednicza w sygnalizacji migdzykomodrkowej, reakcjach odpornosciowych
(niszczenie patogenow przez makrofagi) oraz regulacji funkcji naczyn
krwiono$nych. Natomiast nadmierna ekspozycja na dziatanie tlenku azotu moze by¢
nickorzystna i sprzyjaé rozwojowi wielu stanow chorobowych, migdzy innymi
procesow nheurodegeneracyjnych, depresji oraz nowotwordéw [145-148]. Dlatego
zahamowanie aktywnos$ci syntaz tlenku azotu w przypadkach takich chorob moze
dawac skuteczny efekt terapeutyczny [149]. Pochodne izotiomocznika, w tym jego
S-benzylopochodne, oprocz zdolnosci do hamowania aktywnosci NOSs, posiadaja
takze wiasciwosci antybakteryjne [144]. Co wigcej, wykazano rowniez, ze
S-benzylopochodne izotiomocznika moga skutecznie hamowaé aktywnos¢
2,3-dioksygenazy indoloaminy (IDO), katalizujacej reakcj¢ degradacji tryptofanu
(Trp) [150]. Obnizenie st¢zenia Trp powoduje spadek proliferacji limfocytow T,
cow konsekwencji prowadzi do zahamowania odpowiedzi immunologicznej
nardzne patogeny i wytworzenia tzw. immunotolerancji [151, 152]. IDO jest
nadekspresjonowana zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak i w stanach
patologicznych, takich jak choroby nowotworowe i neurodegeneracyjne (np. choroba
Alzheimera). Zwigkszona aktywno$s¢ IDO w nowotworach stanowi negatywny
czynnik prognostyczny, poniewaz umozliwia komoérkom nowotworowym ,,ucieczke”

spod kontroli systemu odporno$ciowego. Z tego wzgledu trwaja prace nad
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poszukiwaniem skutecznych inhibitorow IDO do zastosowania W terapii
przeciwnowotworowej [153, 154].

W ostatnich latach ukazaty si¢ prace badawcze dokumentujace skutecznosé
pochodnych izotiomocznika w leczeniu nowotwordéw [155, 156]. Obiecujace wydaja
si¢ szczegblnie wyniki badan uzyskane przy zastosowaniu heterocyklicznych
pochodnych izoitiomocznika [157], zwtaszcza S-benzylopochodnych, oznaczonych
skrotem ZKKs. Wiele sposrod ZKKs wykazuje wiasciwosci cytotoksyczne
| proapoptotyczne wobec réoznych rodzajow komoérek nowotworowych in vitro: linii
komoérkowych ludzkiego glejaka ztosliwego - glioblastoma, raka prostaty oraz
biataczki [139, 140, 158]. Po ekspozycji komoérek nowotworowych na dziatanie
pochodnych pentabromobenzyloizotiomocznika obserwowano zmiany
morfologiczne o cechach typowych dla apoptozy w postaci obkurczenia cytoplazmy,
kondensacji chromatyny jadrowej i tworzenia ciatek apoptotycznych. Apoptoza
zwigzana byla z aktywacja kaspaz wykonawczych 3 1 7, a nastgpnie proteoliza
polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), ktorej wzmozona aktywnos$¢ sprzyja
procesowi nowotworzenia. Obserwowano jednoczes$nie depolaryzacjg blony
mitochondrialnej, co sugeruje, Ze apoptoza ta przebiega wedlug szlaku
wewnetrznego, zaleznego od mitochondriow [139, 140, 158]. Co wigcej,
S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik  (ZKK-1) wykazywal dzialanie
cytotoksyczne takze wobec linii komorkowych glioblastoma ze zmutowanymi
genami supresorowymi PTEN i TP53 [158]. Mutacje tych genéw wystepuja czesto
w nowotworach glejopochodnych, a ich wystepowanie wiaze si¢ ze wzrostem leko-
i radiooporno$ci.  Ponadto, wybrane pochodne pentabromo-izotiomocznika
indukowaty $mier¢ komorek linii  bialaczki limfoblastycznej, zawierajacej
tzw. chromosom Philadelphia (Ph), ktérego obecnos¢ jest negatywnym czynnikiem
prognostycznym w leczeniu ostrych biataczek limfoblastycznych [139].

Wsrod poczatkowo przebadanych siedmiu pochodnych pentabromobenzylo-
izotiomocznika, najbardziej efektywne okazaty si¢ pochodne z N-podstawiong grupa
alkilowg lub allilowa (ZKK-2, -3, -4 i -5). Aktywno$¢ cytotoksyczng zmniejszato
natomiast przylaczenie do tiomocznika duzego podstawnika N-fenylowego (ZKK-6),
badZ podstawienie zamiast bromu w pierscieniu aromatycznym czgsteczek chloru lub
fluoru (ZKK-7, -8) [158]. Dalsze badania pozwolity wyodrebni¢ kolejne modyfikacje

strukturalne o wigkszej aktywnos$ci biologicznej. Ostatecznie, sposréd wszystkich
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testowanych substancji, najskuteczniejsze dziatanie przeciwnowotworowe wykazaty
zwigzki ZKK-2, ZKK-3, ZKK-9 i ZKK-13.

Budowa strukturalna pentabromobenzyloizotiomocznikéw jest zblizona
do zwigzkéw z grupy benzotriazoli (TBB) i benzimidazoli (TBI, DMAT), ktore
sg znanymi inhibitorami kinazy kazeinowej 2 (CK2) [158]. Kinaza CK2 to biatko
tetraheteromeryczne, nalezace do rodziny kinaz serynowo/treoninowych. Sktada si¢
z dwoch podjednostek katalitycznych (o i/lub «’), potaczonych dwoma
podjednostkami regulatorowymi (B) [159]. CK2 fosforyluje ponad 300 réznych
substratow, zaangazowanych w liczne szlaki sygnatowe, regulujace ekspresje genow
i funkcje zyciowe komoérek [160]. Pod wptywem rdéznych bodzcow wzrostowych
dochodzi do przemieszczenia CK2 do jadra komorkowego i1 stymulacji wzrostu oraz
proliferacji komorek. Z tego wzgledu, kinaza ta pelni istotng rolg w rozwoju zaréwno
komorek prawidlowych, jak 1 nowotworowych. Poziom CK2 r6zni si¢ w zaleznosci
od rodzaju tkanki i jest wzglednie staty [159, 160]. W trakcie proliferacji komorek
nastgpuje wzrost aktywnosci tej kinazy, a nastgpnie jej spadek do wartosci
poczatkowej. Zaobserwowano jednak, ze w zdecydowanej wickszosci guzow
nowotworowych dochodzi do utrzymujacej si¢ nadekspresji CK2 w poréwnaniu
do tkanek zdrowych. Podwyzszony poziom CK2 wigze si¢ z niekorzystng prognoza
kliniczng w przypadku nowotworow m. in. pluc, oskrzeli, piersi, jajnika, prostaty,
okreznicy, trzustki, jak rowniez glioblastoma [161, 162]. Wzmozona aktywnosc tej
kinazy zwieksza potencjat czynnikow onkogennych i w efekcie sprzyja transformacji
nowotworowej. Co wigcej, wykazano, ze poprzez regulacj¢ funkcji biatek $ciezek
Wnt/B-kateniny i PI3K/AKT, biatek z rodziny Bcl-2, kaspaz i surwiwiny, kinaza
CK2 hamuje $mier¢ komorek oraz obniza efektywnos$¢ chemicznych 1 fizycznych
induktorow apoptozy, w tym chemio- i radioterapii [160, 163]. Wysoki poziom CK2
wydaje si¢ takze sprzyja¢ inwazyjnosci nowotworow oraz angiogenezie [159].
Wszystko to sprawia, ze zahamowanie CK2 stanowi atrakcyjny cel dla terapii
przeciwnowotworowych [159, 160].

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do znanych inhibitoréw CK2 oczekiwano,
ze ZKKs rowniez beda efektywnie przeciwdziataly aktywnosci tej kinazy. Jednak
badania na panelu 130 kinaz biatkowych wykazaty, ze ZKK-3 (N,N’-dimetylo-S-
(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik) bardzo stabo hamuje CK2, natomiast
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posiada zdolno$¢ do specyficznej inhibicji (o ponad 70%) innych kinaz, takich jak
PKD1, ERKS8, NEK2A, PIM1, PIM3, IGF-1R oraz IR [140, 141].

1.4.1. Kinazy biatkowe hamowane przez ZKKs

14.1.1. Kinaza biatkowa D1 (PKD1)

Kinaza biatkowa D1 (PKD1, dawniej zwana PKCp) nalezy do rodziny kinaz
serynowo/treoninowych, PKD, zaleznych od Ca?* i kalmoduliny (CaMK,
ang. Ca*/calmodulin-dependent protein kinase). Wyrézni¢ mozna 3 izoformy:
PKD1, PKD2 i PKD3, zlokalizowane w r6znych przedziatach w komorce: cytozolu,
aparacie Golgi’ego, jadrze komérkowym i mitochondriach. Kinazy te zaangazowane
sa w wiele procesow zarowno fizjologicznych, jak i patologicznych [164]. Reguluja
przezycie, proliferacj¢, ruchliwo$¢ i inwazyjnos¢ komorek, biorg udzial
w angiogenezie i posredniczg W detoksykacji reaktywnych rodnikéw tlenowych
I azotowych pochodzenia mitochondrialnego [164, 165]. Mitochondrialne reaktywne
formy tlenu (mROS) powstaja jako produkty uboczne w tancuchu transportu
elektronow 1 stanowig pewnego rodzaju wskaznik aktywnosci mitochondriow. Pelnig
one wazne funkcje w organizmie, biorgc udziat w procesach proliferacji, naprawy
DNA i programowanej $mierci komorek. Zaburzenie homeostazy mROS moze
prowadzi¢ do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu komorek, a w konsekwencji
do nasilenia procesOw starzenia si¢ organizmu i wielu chordb (np. choroby
Parkinsona, Alzheimera), w tym rozrostu komorek nowotworowych. PKD1 reguluje
mitochondrialno-jadrowa $ciezke sygnatowa odpowiedzi na mROS indukujac geny
odpowiedzialne za ich przeciwutlenianie 1 w ten sposob chroni mitochondria i cale
komorki przed uszkodzeniami, spowodowanymi stresem oksydacyjnym [165].

PKD1 zbudowana jest z N-koncowych domen regulatorowych,
odpowiedzialnych za autoinhibicj¢ C-koncowej domeny katalitycznej [164, 166].
Kinaza ta moze by¢ aktywowana poprzez réozne mechanizmy i w zaleznosci od tego
moze pehi¢ rozne role w komorkach [164, 165]. Klasyczny mechanizm aktywacji
oparty jest na translokacji nieaktywnej PKDI1 z cytozolu do btony komdrkowe;j i jej
polaczeniu z czasteczka diacyloglicerolu (DAG) lub podjednostkg biatka btonowego
G (Rycina 1a). Nastepnie zachodzi jej fosforylacja w petli aktywacyjnej dwoch reszt
serynowych, w ktorej posredniczg nowe izoformy kinazy biatkowej PKC (nPKC).
W ludzkiej odmianie PKD1 sg to seryny Ser 738 i Ser 742, za§ w mysiej Ser 744
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i Ser 748. W ten sposob czgsteczka PKD1 zostaje uwolniona spod autoinhibicji
I przechodzi w form¢ aktywna. Ostatecznie PKD1 ulega autofosforylacji na serynie
Ser 910 (u cztowieka, u myszy Ser 916) 1 w tej koncowej formie moze regulowaé
roézne Sciezki sygnatlowe w komorkach nowotworowych [166].

Druga S$ciezka aktywacji indukowana jest wzrostem stezenia MROS
w komorce (Rycina 1b) [166, 167]. Pod wplywem stresu oksydacyjnego nieaktywna
PKDI1 ulega translokacji do btony mitochondriéw, gdzie zachodzi jej fosforylacja
nareszcie Tyr 463, regulowana przez niereceptorowe kinazy tyrozynowe (c-Abl
i Src). Dzigki temu powstaje micjsce mogace przylaczy¢ izoforme¢ delta kinazy
biatkowej C (PKC9), przy udziale ktorej PKD1 jest ponownie fosforylowana w petli
aktywacyjnej reszt serynowych Ser 738 i Ser 742. Koncowym etapem jest
autofosforylacja aktywnej PKD1 w miejscu Ser 910.

Ponadto, aktywacja PKD1 moze by¢ takze spowodowana dziataniem kaspazy
3 lub agonistow receptora btonowego GPCR (receptor sprzgzony z biatkiem G).
Z kolei w kardiomiocytach poziom PKDI1 zalezy od zlokalizowanych na blonach
komorkowych receptora ai-adrenergicznego (ang. alpha-1 adrenergic receptor,
a1-AR) lub receptora endoteliny-1 [166].

Kinaza biatkowa D1 reguluje wiele niezaleznych lub cze$ciowo ze sobag
powigzanych szlakow sygnalowych. Dlatego jej nadekspresja, wywotana mutacjami
lub zwigzkami chemicznymi, odgrywa duza rol¢ w progresji wielu chordb, w tym
procesOw nowotworowych [164]. Jedna z kluczowych funkcji PKD1 jest
bezposrednia lub mediowana czynnikiem transkrypcyjnym NF-kB aktywacja genu
SOD2, kodujagcego mangano-zalezng mitochondrialng dysmutaze ponadtlenkowa
(MnSOD) [168]. Dysmutaza ta Kkatalizuje reakcje detoksykacji szkodliwych
nadtlenkéw do nadtlenku wodoru H2O2, ktory jest nastgpnie degradowany przez
biatka oksydacyjne (np. peroksydaze glutationowa) do bezpiecznych produktow,
chroniac w ten sposob komorki przed stresem oksydacyjnym.

PKD1 aktywuje rowniez jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (NF-xB),
przyczyniajac si¢ do degradacji kinazy inhibitora kB (IKK), co sprzyja
przezywalnosci i proliferacji komorek, hamuje apoptoze i zwicksza detoksykacje
wolnych rodnikéw [164, 165]. Tylko PKD1 aktywowana na drodze fosforylacji
reszty Tyr 463 moze indukowa¢ dziatanie NF-xB w odpowiedzi na bezpos$redni stres

oksydacyjny badz poprzez aktywacje biatka szoku cieplnego Hsp27. Co wigcej,
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PKD1 regulujagc geny SOD2 i A20 (gen antyapoptotyczny) chwilowo zwieksza
poziom H20, w komoérce i dodatkowo stymuluje NF-kB. Niestety, wysoka
aktywnos$¢ NF-kB moze réwniez prowadzi¢ do wyksztalcania lekoopornosci
W obrebie nowotworow. Zahamowanie dzialania PKDI1 zwigksza natomiast

$miertelnos¢ komorek wywotang ROS.

a) Btona komoérkowa

Nieaktywne
osforylacja
Nieaktywne (petla aktywacyjna)
PKD1

- autofosforylacja
@ = @

pS738/742 pS738/742

b) Blona mitochondrialna

pY463 pY463
. fosforylacja
Nieaktywne
translokacja
. fosforylacja
Nieaktywne (petla aktywacyjna)
PKD1
autofosforylat:]a
p5910
mROS

p5738;’742 pS738/742

Rycina 1. Sciezki aktywacji kinazy biatkowej D1 (PKD1): klasyczna (a)
i indukowana mitochondrialnymi reaktywnymi formami tlenu (b). W ludzkiej
odmianie PKDL1 fosforylacja zachodzi na resztach Ser 738/742 oraz Ser 910, za$
w mysiej na resztach Ser 744/748 oraz Ser 916.

Z kolei pod wptywem dzialania agonistow receptora blonowego GPCR
dochodzi do nadekspresji PKD1, aktywacji szlaku MAPK (szlak kinaz biatkowych,
aktywowanych mitogenami) 1 akumulacji biatka c-Fos [164]. c-Fos jest

protoonkogenem komorkowym, kodujacym czynnik transkrypcyjny Fos. W efekcie
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nastepuje wzrost syntezy DNA, progresja cyklu komorkowego i proliferacja
komorek, co z kolei prowadzi do wyksztatcania przez nie ztosliwego fenotypu.

Co wiecej, PKDI posada zdolno$¢ do tworzenia kompleksu z kinazg JNK
(ang. c-Jun N-terminal kinases), aktywowang stresem [165]. Pod wplywem
zwigkszonego st¢zenia H2O: i tlenku azotu, kinaza JNK fosforyluje i obniza
ekspresje bialek antyapoptotycznych Bcl-2 1 Bcl-XI. W efekcie dochodzi
do uwolnienia do cytozolu nadtlenkéw, cytochromu c, jonéw Ca?* oraz do aktywacji
kaspaz 1 ostatecznie do apoptozy komoérek. Powstawanie kompleksu PKD1-JNK
hamuje indukcje $mierci komorek przez JNK i ich ,unie$miertelenienie”,
CO Ma znaczenie W rozZwoju nowotworow.

Poprzez fosforylacje biatka szoku cieplnego Hsp27, PKDI hamuje takze
dziatanie receptora androgenowego (AR), prowadzac do niekontrolowanej
proliferacji i wzrostu przezywalnosci, migdzy innymi, komoérek raka prostaty
[164, 169]. Ponadto, poprzez fosforylacje enzymow deacetylaz histonowych obniza
deacetylacj¢ histonow, CO sprzyja angiogenezie i wzrostowi guzow nowotworowych.

Nadekspresja PKD1 sprzyja rearanzacji cytoszkieletu aktynowego oraz
utrzymaniu epitelialnego fenotypu komoérek nowotworowych i dzieki temu hamuje
ich migracje¢ i zdolno$¢ do dawania przerzutow [170]. Z drugiej strony, jej izoformy,
PKD2 oraz PKD3, nasilaja inwazyjnos¢ komorek nowotworowych. Wykazano,
ze wyciszanie aktywnosci PKD2 obniza migracj¢ komorek glioblastoma in vitro
[171].

Zmiany ekspresji kinazy biatkowej D1 zaobserwowano w roznych procesach
nowotworowych [164, 172]. | tak, wyrazne obnizenie poziomu PKD1
udokumentowano w raku piersi, zotadka i jelit [173, 174]. W przypadku raka
prostaty uzyskano wyniki niejednoznaczne: cze$S¢ badan sugerowata wzrost
aktywnos$ci PKD1, podczas gdy inne badania wykazaty spadek aktywnosci tej kinazy
W guzach niezaleznych od androgenu. Ostatnio udokumentowano, ze niski poziom
ekspresji PKD1 sprzyja agresywnosci i inwazyjnosci raka prostaty [175]. Z kolei
wraku trzustki i skory poziom PKD1 jest znacznie podwyzszony. Rowniez
w nowotworach glejopochodnych, w tym glioblastoma, ekspresja kinaz z rodziny
PKD (PKD1, PKD2, PKD3) jest nasilona 1 zalezy od stopnia zlosliwos$ci guza, a ich
inhibicja obniza proliferacje komorek GBM [176]. Co wigcej, udowodniono,
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ze w warunkach hipoksji dochodzi do aktywacji izoform PKD, co moze wigzaé si¢
z opornoscig komorek nowotworowych na stosowane inhibitory PKD1 [177].
Aktywnos¢ PKD1 mozna bada¢ bezposrednio lub mierzac poziom jej formy
z ufosforylowang Ser 910. Istnicjg jednak doniesienia sugerujace, ze ze wzgledu
na mozliwos¢ fosforylacji Ser 910 na drodze innej niz autofosforylacja,
najwlasciwszym byloby dokonywanie takze pomiarow poziomu formy PKDI

z ufosforylowanymi Ser 738/742 [166].

1.4.1.2. Inne kinazy biatkowe hamowane przez ZKKSs

Kinaza regulowana sygnalem zewnatrzkomoérkowym 8 (ERKS), znana tez
jako kinaza biatkowa aktywowana mitogenami 15 (MAPKI15), to nowo odkryty
cztonek rodziny kinaz serynowo/treoninowych ERK, wchodzacych w skiad rodziny
kinaz MAPK [178]. Podobnie jak pozostate kinazy ERK, zawiera ona w sekwencji
aminokwasowej swojej domeny kinazowej tzw. motyw TEY, zlozony z reszt
aminokwasowych: treoniny - kwasu glutaminowego - tyrozyny. Aktywnos¢ ERKS
regulowana jest poprzez przylaczanie kinazy c-Src fosforylujacej reszty Thr 1 Tyr
w motywie TEY, natomiast podanie inhibitorow c-Src skutkuje spadkiem jej
poziomu [178]. Kinaza ta wchodzi w sktad kaskady sygnatowej regulujacej procesy,
takie jak proliferacja, roznicowanie i przezywalno$¢ komoérek. ERKS8 nasila
proliferacj¢ komorek poprzez aktywacje S$ciezki sygnatowej c-Jun, aktywacje
telomeraz oraz autofagie [179, 180]. Z tego wzgledu nadekspresja ERKS8 sprzyja
transformacji nowotworowej i wyksztalcaniu agresywnego fenotypu komorek.
Zaobserwowano, ze o ile w prawidlowych tkankach poziom ERKS jest wzglednie
umiarkowany, to w guzach nowotworowych jest on znacznie podwyzszony
(np. w nowotworach  tarczycy, Okreznicy, zotadka) lub  obnizony
(np. w nowotworach phuc czy piersi) [180]. Z kolei zahamowanie aktywnosci ERKS
spowalnia proliferacj¢ komoérek nowotworowych, powoduje zatrzymanie cyklu
komoérkowego w fazie G1/S oraz zmniejszenie rozmiardw i stopnia zlosliwosci
histologicznej  guzéw. Jednoczesnie jednak nasila  zdolnosci  komorek
nowotworowych do migracji, co zwigksza ryzyko powstawania przerzutow [181].
Korzystna struktura przestrzenna ERKS8 stwarza potencjalng mozliwosé
zaprojektowania wysoce selektywnych inhibitorow tej kinazy i poprawe efektow

leczenia [180, 182].
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NEK2A to skrotowa nazwa izoformy A kinazy 2 zwigzanej z NIMA
(ang. Never in Mitosis (NIMA) related kinase 2 A), petniacej istotng role w regulacji
podziatlow komorkowych, w tym duplikacji i rozdziale centrosomu, organizacji
i stabilizacji mikrotubul, przytaczaniu kinetochoru, organizacji wrzeciona
podzialowego, kondensacji chromatyny, wyréwnywaniu utozenia chromosomow
I sktadaniu MRNA [183, 184]. Nasila ona takze odpowiedz immunologiczng poprzez
pobudzanie produkcji limfocytow B. NEK2A zbudowana jest z N-koncowej domeny
katalitycznej oraz C-koncowej domeny regulatorowej, w obrebie ktorej,
po dimeryzacji, zachodzi szereg transautofosforylacji, regulujacych aktywnos¢ tej
kinazy. Poziom NEK2A zmienia si¢ w zalezno$ci od fazy cyklu komoérkowego:
w fazie G1 jest on niski, nastgpnie rosnie w fazach S i G2, by znow gwattownie
spas¢ w wyniku ubikwityncji i1 degradacji proteasomalnej na poczatku fazy
podziatéw komorkowych [184]. Aktywno$§¢ NEK2A moze by¢ hamowana takze
poprzez p53 czy defosforylujaca ja fosfataze biatkowag 1 (PP1l) lub pobudzana
w wyniku dziatania czynnika transkrypcyjnego FoxM1, kinaz PLK1 i CDK4. Z kolei
sama NEK2A reguluje dziatanie bialek mitotycznych (np. Hecl, MAD1, MAD?2),
biatka TRG-1, B-kateniny i SRSF1, a przez to znaczng cz¢$¢ proceséw zachodzacych
podczas podzialow komoérkowych. W wielu typach nowotworéow, w tym
w glioblastoma, odnotowano podwyzszony poziom NEK2A, co stanowi negatywny
czynnik prognostyczny [184, 185]. Jej nadekspresja jest przyczyng niestabilno$ci
chromosomalnej, przez co promuje powstawanie i progresjc nowotworow,
proliferacj¢ komorek nowotworowych oraz tworzenie przerzutow [183, 186].
Dodatkowo przyczynia si¢ ona do ostabienia apoptozy i wyksztatcania opornosci
na chemioterapi¢, glownie poprzez aktywacj¢ pomp, bioragcych udzial
W ,,wyrzucaniu” czgsteczek lekow z komorek i eliminacji lekow z organizmu [187].
Z tego wzgledu zahamowanie aktywnosci NEK2A wydaje si¢ by¢ atrakcyjnym
celem dla nowych strategii terapeutycznych.

Rodzina PIM to rodzina kinaz serynowo/treoninowych, do ktoérej nalezg
kinazy PIM1, PIM2 oraz PIM3. Nie posiadaja one domeny regulatorowej, zatem
kontrola ich aktywnosci zachodzi wylacznie na poziomie transkrypcji i translacji
oraz poprzez degradacj¢ proteasomalng. Wyrdézniamy dwie izoformy PIM1: PIM1L
oraz PIMI1S, réznigce si¢ rozmiarem, zakresem oddziatywania i lokalizacja

wewnatrzkomorkowa [188]. Transkrypcja obu izoform regulowana jest przez
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interleukiny (glownie IL-2, -3 i -6), ktore aktywujg szlak sygnatowy kinaz JAK,
fosforylujacych nastgpnie biatka szlaku STAT. Ufosforylowane kinazy STAT3
I STATS indukujg transkrypcje genu PIM1. Ekspresja PIM1 moze by¢ tez nasilona
w warunkach hipoksji [189]. Kinaza PIM1 moze fosforylowa¢ czynniki
zaangazowane w regulacje cyklu komorkowego, proliferacjg, wzrost 1 $mier¢
komorek i w ten sposob kontrolowaé przebieg tych procesow [188]. Przyktadowo,
fosforylacja regulatorow p21 i p27 powoduje ich dysocjacje i dalsza progresje cyklu
komorkowego, za§ fosforylacja proapoptotycznego biatka Bad skutkuje
zahamowaniem jego aktywno$ci 1 wzrostem przezywalnosci komoérek. Ponadto
PIM1 spowalnia procesy starzenia zachodzace w komoérkach. Nadekspresja PIM1
zwigksza ryzyko powstawania i rozwoju wysoce zto§liwych nowotworéw oraz
dawania przerzutow. Podwyzszony poziom tej kinazy odnotowano migdzy innymi
W nowotworach prostaty, chtoniakach, bialaczkach oraz potrdjnie ujemnych rakach
piersi (ang. triple-negative breast cancers, TNBCs) [189, 190]. Wspotdziatanie
PIM1 i onkogenu Myc nasila proliferacje i agresywno$¢ nowotworow. Co wigcej,
wykazano, iz kinaza ta znaczaco obniza wrazliwo$§¢ komodrek nowotworowych
na stosowang chemioterapi¢, mi¢dzy innymi poprzez aktywacj¢ transporterow biatek
btonowych, ,wyrzucajacych” leki poza komorke oraz blokowanie receptorow
aktywatorow apoptozy (np. Etk) [188]. Poniewaz PIMI1 regulowana jest przez
interleukiny, obiecujaco zapowiada si¢ mozliwo$¢ zahamowania jej aktywnos$ci przy
uzyciu immunoterapii z zastosowaniem specyficznych przeciwcial np. przeciwciata
monoklonalnego P9 [188]. W fazie badan przedklinicznych sg réwniez prace nad
selektywnymi inhibitorami tej kinazy, takimi jak zwiazki AZD1208 czy SGI-1776,
gdyz spadek jej poziomu wydaje si¢ by¢ wzglednie bezpieczny dla organizmu,
natomiast moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu nowotworow.

Z kolei PIM3 ekspresjonowana jest w wielu zdrowych tkankach. | tak
w trzustce, jelitach i watrobie jej poziom jest stosunkowo niski, jednak drastycznie
ro$nie w przypadku nowotworoéw tych narzadow [191, 192]. Ekspresja PIM3 nie jest
bezposredniag przyczyna nowotworzenia, ale sprzyja 1 przyspiesza rozwoj
nowotworéw, wywolany innymi czynnikami kancerogennymi. Kinaza ta, podobnie
jak PIMI1, fosforyluje i obniza aktywno$¢ Bad oraz p27, hamujgc w ten sposob
apoptozg¢ komorek nowotworowych i indukujac progresje cyklu komorkowego [193].
Co wiecej, PIM3 inaktywuje kinazg AMPK, zwigksza poziom c-Myc i PGC-1a,
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co skutkuje wzrostem syntezy biatek 1 dodatkowym nasileniem procesu
nowotworowego. Wysoki poziom PIM3 zwigzany jest ze wzrostem stopnia
ztos§liwosci histologicznej guzéw i ich unaczynienia, zdolnosci do migracji komorek
i dawania przerzutow, a takze utrzymaniem charakteru nowotworowych komorek
macierzystych [193-195]. PIM3 zawiera w swej sekwencji regiony moggce
przytacza¢ czynniki transkrypcyjne, takie jak NF-xB, STAT3, Spl oraz Etsl,
co wskazuje, ze to one moga regulowac aktywnosc tej kinazy [191]. Istniejg rowniez
doniesienia sugerujace zwickszenie poziomu tej kinazy pod wptywem nadekspresji
biatka antyapoptotycznego TCTP [192]. PIM3 jest sekwencyjnie bardzo zblizona
do innych kinaz rodziny PIM, w szczegdlnosci do PIMI, dlatego trudno
zaprojektowa¢ inhibitory specyficzne jedynie wobec danego przedstawiciela tych
kinaz. Tak jak w przypadku PIM1, brak ekspresji PIM3 nie niesic za soba
powaznych skutkéw ubocznych dla organizmu [191].

Receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 (IGF-1R) oraz receptor
insuliny (IR) wchodza w sktad rodziny czynnikéw wzrostu IGF/insulina. Do rodziny
tej nalezy rowniez trzeci receptor M-6-PR, trzy czasteczki o charakterze ligandow:
insulina, IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu 1) i IGF-2 (insulinopodobny
czynnik wzrostu 2), a takze sze$¢ typow biatek wiazacych IGFs (IGFBPs) [196].
IGR-1R i IR to receptory transbtonowe o aktywnos$ci kinaz tyrozynowych, wysoce
homologiczne pod wzgledem struktury. Sa heterotetramerami zbudowanymi z par
zewnatrzkomérkowych  podjednostek o 1 transblonowych podjednostek 3,
potaczonych wigzaniami disiarczkowymi. Przylaczenie ligandow do podjednostek a
skutkuje autofosforylacja podjednostek B i aktywacja receptorow.

IGF-1R wiaze gtownie IGF-1, w mniejszym stopniu IGF-2 i insuling.
Po aktywacji moze fosforylowaé substraty receptora insulinowego (IRSs) i w ten
sposob uruchamia¢ $ciezke sygnalizacyjng PI3K/AKT, powodujaca wzrost
metabolizmu komorek, syntez¢ protein oraz zahamowanie apoptozy [197]. Z drugiej
strony, IGF-1R moze fosforylowaé¢ biatko SHC, co prowadzi do inicjacji $ciezki
sygnatowej RAS/RAF/MEK/ERK i nasilenia proliferacji komorek. Zaobserwowano,
ze w wielu typach komorek nowotworowych, w tym w GBM, dochodzi
do nadekspresji IGF-1R, co z kolei sprzyja proliferacji, roznicowaniu, inwazyjnosci
| przezywalnosci komoérek [197-199]. Co wigcej, wzrost poziomu tego receptora

powigzany jest ze wzrostem opornosci komoérek nowotworowych, takze glejakow,
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naradio- 1 chemioterapi¢ (np. temozolomid). Z tego wzgledu uznano
go za atrakcyjny cel w projektowaniu terapii przeciwnowotworowych, przy czym
oznaczanie jego poziomu pozwolitoby wyodrgbni¢ pacjentow podatnych na takie
leczenie [200]. Terapia skierowana przeciwko IGF-1R oparta jest na zastosowaniu
monoklonalnych przeciwcial neutralizujacych oraz matoczasteczkowych inhibitorow
aktywnos$ci kinazy tyrozynowej [196]. Zwiazki te stosowano samodzielnie lub
W potaczeniu ze standardowymi chemioterapeutykami. Niestety, o ile poczatkowe
wyniki badan in vitro, in vivo i fazy przedklinicznej wydawaty sie bardzo obiecujace,
to ostateczne rezultaty badan klinicznych byly negatywne [199, 201]. Okazuje sie,
ze przyczyna niepowodzenia w/w terapii moze by¢ aktywno$¢ drugiego z receptorow
sciezki sygnatowej IGF, receptora insuliny (IR), réwniez nadekspresjonowanego
w komorkach nowotworowych [201, 202]. Wyrdézniamy dwie izoformy receptora
insuliny: krotszag IR-A oraz dluzsza IR-B [203], ktére roznig si¢ budowa
podjednostek o i zdolnoscig przylaczania przez nie ligandow. Obie izoformy moga
wigza¢ insuling i w ten sposob regulowa¢ metabolizm komorek poprzez szlak
PISBK/AKT. IR-A wykazuje dodatkowo wysokie powinowactwo wzgledem IGF-2,
Co sprzyja rozwojowi nowotworow i tworzeniu przerzutéw. Szlak mitogenny
zachodzi poprzez kaskad¢ sygnalowa RAS/RAF/MEK/ERK. Jak wspomniano
powyzej, IR 1 IGF-1R wykazuja wysoka wzajemng homologi¢. Z tego powodu oba
mogag wigza¢ jako ligandy insuling, IGF-1 oraz IGF-2, cho¢ z réznym
powinowactwem. Ponadto, w warunkach nadekspresji obu receptor6w moze
dochodzi¢ do powstawania tzw. receptorow hybrydowych (HR), zawierajacych
podjednostki o i B, pochodzace zarowno od IR, jak i IGF-1R [203]. Poniewaz IR
wystepuje w dwoch izoformach, to dwa sg rowniez receptory hybrydowe: HR-A
i HR-B. Tworzenie HR zwigcksza powinowactwo receptorow sktadowych
do ligandow, dzigki czemu moga je chetniej przylaczat. W konsekwencji
pronowotworowe dziatanie IGF-1R moze zosta¢ indukowane nawet w przypadku
inhibicji IGF-1, na przyktad przez insuling. Co wiegcej, wystgpowanie HRs obniza
efektywnos$¢ terapii selektywnych wobec IGF-1R. Wykazano, ze zahamowanie
dziatania IR powoduje spadek proliferacji komoérek nowotworowych, zaburzenia
w formowaniu naczyn krwiono$nych i limfatycznych oraz zwigksza ryzyko
przerzutow [204]. Co réwnie istotne, obnizenie ekspresji IR skutkuje takze wzrostem

wrazliwosci guzow na terapie skierowane przeciwko IGF-1R [202].
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2. Cel i zalozenia pracy

Celem prowadzonych badan byla ocena wptywu réznych warunkow
tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, na potencjat przeciwnowotworowy
wybranej pochodnej izotiomocznika — ZKK-3 wobec komorek nowotworowych linii
zto$liwego glejaka T98G in vitro.

Cele szczegdtowe obejmowaty:

1) Pordwnanie proliferacji oraz zywotnosci komérek nowotworowych linii T98G
w roznych warunkach tlenowych: normoksji, anoksji oraz hipoksji.

2) Ocen¢ wplywu natleniania hiperbarycznego na proces proliferacji oraz
zywotnos$¢ komoérek nowotworowych linii T98G.

3) Oceng wplywu HBO na poziom ekspresji biatka HIF-loo w komorkach
nowotworowych linii T98G.

4) Oceng efektu cytotoksycznego pochodnej izotiomocznika ZKK-3 w roéznych
warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania hiperbarycznego.

5) Oceng wpltywu ZKK-3 na poziom ekspresji kinazy biatkowej PKD1 oraz
poziom jej form ufosforylowanych: pPKD1 (Ser 916) i pPKD1 (Ser 744/748)
w roéznych warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania

hiperbarycznego.

Przyjeta hipoteza badawcza zakladata, Zze podawanie tlenu hiperbarycznego
pozwoli na obnizenie stopnia niedotlenienia komorek glioblastoma linii T98G,
uwrazliwiajagc je tym samym na dzialanie wybranej pochodnej izotiomocznika,
comoze stanowi¢ potencjalnie  skuteczng lini¢ dzialania w  terapii
przeciwnowotworowej. Mozna byto przypuszczaé, ze hamowanie aktywnos$ci kinazy
PKD1 przez ZKK-3 moze spotegowac stres oksydacyjny i w zwiazku z tym nasili¢

efekt antyproliferacyjny proponowanego potaczenia ZKK-3/HBO.
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3. Materialy i metody

3.1. Model badawczy

Do$wiadczenia prowadzono na ludzkiej linii komorkowej ztosliwego glejaka
- glioblastoma T98G (American Type Culture Collection) o IV-tym stopniu
ztosliwosci histologicznej wg klasyfikacji WHO.

Komérki linii T98G hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 10 cm
w standardowych warunkach tlenowych w temp. 37°C. Jako medium hodowlanego
uzywano pozywki MEM zawierajacej 10% surowicy bydlecej. Pozywke MEM
uzyskano poprzez zmieszanie 500 ml Minimum Essential Medium Eagle (MEM,
Sigma-Aldrich), 56,8 ml FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco), 5,7 ml mieszaniny
antybiotykow Penicillin Streptomycin (Gibco) oraz 5,7 ml MEM non-essential
Amino Acid Solution (Sigma-Aldrich). Wymiany pozywki dokonywano co 48 godzin
w warunkach komory laminarnej. Stan hodowli monitorowano codziennie przy
uzyciu mikroskopu odwrdoconego z kamera (Inverted Microscope DIAPHOT-TMD,
Nikon). Po osiggnigciu przez hodowle stanu konfluencji komodrki poddawano
pasazowi w warunkach komory laminarnej: usuwano starg pozywke, dwukrotnie
przemywano szalke 3 ml roztworu PBS (Phosphate-Buffered Saline, Gibco),
a nastgpnie podawano 1 ml trypsyny (0,05% Trypsin-EDTA, Gibco) i umieszczano
na ok. 2 minuty w inkubatorze w temp. 37°C. Po tym czasie na szalk¢ podawano
1ml pozywki MEM 1 odklejano komoérki z dna szalki. Zawiesing komorek
umieszczano w falkonie, wirowano przez 5 min przy obrotach 1500 rpm, a nastepnie
usuwano supernatant i zawieszano osad (pelet) w 1 ml pozywki MEM. Uzyskang
zawiesing komorek przenoszono na $wieze szalki 1 uzupetliano pozywka MEM
do objetosci 10 ml. Szalki umieszczano w inkubatorze hodowlanym
w standardowych warunkach tlenowych w temp. 37°C.

Do doswiadczen uzywano komorek od trzeciego do siodmego pasazu.
3.1.1. Przygotowanie lizatoéw komorkowych

Z szalki Petriego o S$rednicy 10 cm, zawierajacej komorki linii T98G,
usuwano pozywke MEM, dwukrotnie przemywano szalke 3 ml PBS, a nastepnie
podawano 1 ml trypsyny i umieszczano na ok. 2 minuty w inkubatorze

w temp. 37°C. Po tym czasie na szalke podawano 1 ml MEM 1 odklejano komorki
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Z dna szalki. Zawiesing komorek wirowano przez 5 min przy obrotach 1500 rpm,
a nastgpnie usuwano supernatant i zawieszano pelet w 2 ml pozywki MEM.
Pobierano 30 ul zawiesiny komodrkowej, podawano na hemocytometr i pod
mikroskopem (Inverted Microscope DIAPHOT-TMD, Nikon) okres$lano liczbe
komorek. Komorki wysiewano na szalki Petriego o $rednicy 10 cm w liczbie 1-10°
komorek na szalke i dodawano 10 ml pozywki MEM. Komorki preinkubowano
wtemp. 37°C w rdéznych warunkach tlenowych: 1/ normoksji, 2/ hipoksji,
3/ hiperbarii tlenowej, 4/ podwdjnej hipoksji, 5/ hipoksji/hiperbarii tlenowej.
Po 24 godzinach komoérki poddawano dziataniu badanego zwigzku cytotoksycznego.
Dbajac o to, aby nie uszkodzi¢ rosngcych komorek, z szalek usuwano starg pozywke
i podawano 10 ml pozywki MEM, zawierajacej zwiazek ZKK-3 w stezeniach 10 uM,
25 uM 1 50 puM. Nastepnie komorki inkubowano w temp. 37°C w odpowiednim
do przypisanych warunkéw $rodowisku tlenowym. Po 24 godzinach inkubacji
z ZKK-3 komorki poddawano lizie roztworem lizujacym RIPA Lysis Buffer System
(Santa Cruz), bedacym mieszaning 10 ml buforu lizujacego RIPA (RIPA Lysis
Buffer), 10 ul PMSF, 10 ul ortowanadianu sodu (Sodium Orthovanadate) oraz 10 pl
koktajlu  inhibitorow proteaz  (Protease Inhibitor  Cacktail). Procedure
przeprowadzano trzymajac szalki z komodrkami oraz roztwory lizujgce na lodzie.
Z szalki usuwano pozywke, dwukrotnie przemywano 1 ml PBS, a nastepnie
podawano 600 pl roztworu lizujacego. Zeskrobywano komorki z dna szalki
I przenoszono do probowek typu Eppendorf. Gotowe lizaty przechowywano
w temp. -80°C.

3.2. Badana pochodna izotiomocznika

Do badan efektu cytotoksycznego uzyto modyfikowanej pochodnej
izotiomocznika — N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznika
(ZKK-3) (Rycina 2). Zwiazek zostat zsyntetyzowany przez prof. dr hab. Zygmunta
Kazimierczuka. Zwigzek rozpuszczano w dimetylosulfotlenku (DMSO) (Dimethyl

sulfoxide, AppliChem) otrzymujac roztwory o stezeniach 10 uM, 25 uM i 50 pM.
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Rycina 2. Wzor strukturalny N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)-
izotiomocznika (ZKK-3)

3.3. Stosowane warunki tlenowe

Porownywano wptyw roznych warunkéw tlenowych na potencjat
proliferacyjny komorek linii T98G oraz efekt przeciwnowotworowy wybranego
zwigzku cytotoksycznego. Hodowle prowadzono w standardowych warunkach
hodowlanych (normoksja), srodowisku catkowicie pozbawionym tlenu (anoksja),
srodowisku o obnizonej zawarto$ci tlenu (hipoksja) oraz w warunkach zwigkszonego
cisnienia tlenu (hiperbaria tlenowa). Stosowano takze warunki kombinowane:

hipoksja/hipoksja oraz hipoksja/ hiperbaria tlenowa.
3.3.1. Normoksja

Normoksja odpowiadata standardowym warunkom tlenowym, jakie
sg zapewniane hodowlom komoérkowym poprzez zastosowanie mieszaniny gazowej
o sktadzie procentowym 21% O2/ 5% CO2/ 74% No.

Komoérki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
plytki wielodotkowe, uzupeliano pozywka hodowlang i inkubowano przez
24 godziny w inkubatorze hodowlanym w standardowych warunkach tlenowych
(normoksji). Nastepnie komorki poddawano dziataniu ZKK-3 i ponownie

umieszczano na 24 godziny w srodowisku normoksji w temp. 37°C.
3.3.2. Anoksja

Anoksja  odpowiadata warunkom tlenowym, uzyskanym  poprzez

zastosowanie mieszaniny gazowej o sktadzie procentowym 5% CO2/ 95% No.
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Komorki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
ptytki wielodotkowe, uzupeliano pozywka hodowlana i inkubowano przez
24 godziny w inkubatorze hodowlanym w standardowych warunkach tlenowych
(normoksji). Po tym czasie komoérki poddawano dziataniu badanej pochodnej
izotiomocznika ZKK-3. Nastepnie, w warunkach komory laminarnej, umieszczano
otwarte szalki w wysterylizowanej komorze anoksyjno-hipoksyjnej (Modular
Incubator Chamber MIC-101, Billups-Rothenberg) (Rycina 3), ktora szczelnie
zamykano. Przez 10 minut przez komore przepuszczano mieszaning azotu (przeptyw
10 I/min) oraz dwutlenku wegla (przeptyw 500 ml/min), po czym zamykano zawor
odprowadzajacy, napetniano komor¢ gazem anoksyjnym i umieszczano

na 24 godziny w temp. 37°C.

Rycina 3. Komora do hodowli komérek w warunkach anoksyjnych i hipoksyjnych
Modular Incubator Chamber MIC-101 (Billups-Rothenberg).

3.3.3. Hipoksja

Hipoksja odpowiadata warunkom tlenowym, uzyskanym poprzez
zastosowanie mieszaniny gazowej o skladzie procentowym 1% O/ 5% CO»/
94% Noy.

Komorki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
ptytki wielodotkowe, uzupelniano pozywka hodowlang i inkubowano przez
24 godziny w inkubatorze hodowlanym w standardowych warunkach tlenowych
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(normoksji). Po tym czasie komoérki poddawano dzialaniu badanego zwigzku
cytotoksycznego. Nastepnie, w warunkach komory laminarnej, umieszczano otwarte
szalki w wysterylizowanej komorze anoksyjno-hipoksyjnej (Modular Incubator
Chamber MIC-101, Billups-Rothenberg) (Rycina 3). Dla zapewnienia optymalnej
wilgotnosci srodowiska hodowlanego na dnie komory umieszczano otwartg szalke
Petriego z wodg destylowang 1 szczelnie zamykano komore. Przez komorg
przepuszczano przez 10 minut gaz hipoksyjny, po czym zamykano zawor
odprowadzajacy, napetniano komor¢ gazem hipoksyjnym do ci$nienia 2 psi

| umieszczano na 24 godziny w temp. 37°C.
3.3.4. Hiperbaria tlenowa

Hiperbari¢ tlenowa uzyskiwano poprzez zastosowanie mieszaniny gazowej
0 sktadzie procentowym 97,5% 02/2,5% CO> pod cisnieniem 2 ATA.

Komoérki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
ptytki wielodotkowe, uzupeliano pozywka hodowlang, a nast¢gpnie inkubowano
przez 24 godziny w inkubatorze hodowlanym w standardowych warunkach
tlenowych (normoksji). Po tym czasie komorki poddawano dziataniu ZKK-3.
Nastepnie otwarte szalki umieszczano w wysterylizowanej komorze hiperbarycznej
(wykonanej na zamoéwienie wg. wilasnego projektu) (Rycina 4), ustawionej
w inkubatorze o temp. 37°C. Dla zapewnienia optymalnej wilgotnosci srodowiska
hodowlanego na dnie komory umieszczano otwartag szalkg¢ Petriego z wodg
destylowang po czym szczelnie zamykano pokrywe komory. Przez komorg
przepuszczano przez 10 minut mieszaning tlenu i dwutlenku wegla, po czym
zamykano zawor odprowadzajacy gaz i napetniano komore¢ az do osiggni¢cia w jej
wnetrzu cisnienia 2 ATA (tempo napetniania komory wynosito ok. 0,1 bar/min).
Komorki inkubowano w warunkach hiperbarii tlenowej w temp. 37°C przez
1 godzing. Nastegpnie otwierano zawdr odprowadzajacy w stopniu zapewniajacym
powolny, stopniowy wyptyw gazu z wnetrza komory (tempo oprézniania komory
wynosito ok. 0,1 bar/min). Szalki z komoérkami nakrywano wieczkami i umieszczano

w standardowych warunkach tlenowych (normoksji) w temp. 37°C na 23 godziny.
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Rycina 4. Komora do hodowli komoérek w warunkach hiperbarii tlenowej (wykonana
na zamowienie wg. wlasnego projektu).

3.3.5. Hipoksja/hipoksja (podwojna hipoksja)

Podwojng hipoksja nazwano warunki, w ktorych komorki hodowane byty
w atmosferze gazu hipoksyjnego (1% O2/ 5% COa2/ 94% N) zaro6wno po, jak i przed
podaniem badanej pochodnej izotiomocznika.

Komoérki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
plytki wielodotkowe, uzupetniano pozywka hodowlang, a nastgpnie, w warunkach
komory laminarnej, umieszczano otwarte szalki w wysterylizowanej komorze
anoksyjno-hipoksyjnej (Modular Incubator Chamber MIC-101, Billups-Rothenberg)
(Rycina 3). Dla zapewnienia optymalnej wilgotnosci $rodowiska hodowlanego
na dnie komory umieszczano otwartg szalke Petriego z woda destylowang i szczelnie
zamykano komorg¢. Przez komorg przepuszczano przez 10 minut gaz hipoksyjny,
po czym zamykano zawor odprowadzajacy, napelniano komore gazem hipoksyjnym
do ci$nienia 2 psi i umieszczano na 24 godziny w temp. 37°C. Po tym czasie
wyjmowano komore z inkubatora i w warunkach komory laminarnej spuszczano
zniej gaz, otwierano i wyjmowano szalki z komorkami. Nastepnie komorki

poddawano dziataniu badanego zwigzku cytotoksycznego i ponownie umieszczano
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w komorze anoksyjno-hipoksyjnej. Komore napelniano gazem hipoksyjnym

do ci$nienia 2 psi i umieszczano na 24 godziny w temp. 37°C.
3.3.6. Hipoksja/hiperbaria tlenowa

Hipoksja/hiperbarig tlenowana nazwano warunki, w ktérych poczatkowo
komorki byly preinkubowane w atmosferze gazu hipoksyjnego (1% O/ 5% CO»/
94% N), natomiast po podaniu ZKK-3 inkubowano je w $rodowisku hiperbarii
tlenowej (97,5% 02/ 2,5% CO2) pod cisnieniem 2 ATA.

Komorki linii T98G hodowane in vitro wysiewano na szalki Petriego lub
ptytki wielodotkowe, uzupetniano pozywka hodowlang, a nastepnie, w warunkach
komory laminarnej, umieszczano otwarte szalki w wysterylizowanej komorze
anoksyjno-hipoksyjnej (Modular Incubator Chamber MIC-101, Billups-Rothenberg)
(Rycina 3). Dla zapewnienia optymalnej wilgotnosci $rodowiska hodowlanego
na dnie komory umieszczano otwartg szalke Petriego z woda destylowang i szczelnie
zamykano komore. Przez komorg przepuszczano przez 10 minut gaz hipoksyjny,
po czym zamykano zawor odprowadzajacy, napetniano komor¢ gazem hipoksyjnym
do ci$nienia 2 psi i umieszczano na 24 godziny w temp. 37°C. Po tym czasie
wyjmowano komor¢ z inkubatora i w warunkach komory laminarnej spuszczano
Zniej gaz, otwierano i wyjmowano szalki z komorkami. Nastepnie komorki
poddawano dziataniu badanego zwiazku cytotoksycznego. Otwarte szalki
umieszczano w wysterylizowanej komorze hiperbarycznej (Rycina 4), ustawionej
w inkubatorze o temp. 37°C. Dla zapewnienia optymalnej wilgotno$ci srodowiska
hodowlanego na dnie komory umieszczano otwarta szalke Petriego z woda
destylowang po czym szczelnie zamykano pokrywe komory. Przez komorg
przepuszczano przez 10 minut mieszaning tlenu i dwutlenku wegla, po czym
zamykano zawor odprowadzajacy gaz i1 napelniano komore az do osiggnigcia
we wnetrzu  komory ci$nienia 2 ATA (tempo napelniania komory wynosito
ok. 0,1 bar/min). Komoérki inkubowano w warunkach hiperbarii tlenowe;j
w temp. 37°C przez 1 godzing. Nastgpnie otwierano zawodr odprowadzajacy
W stopniu zapewniajagcym powolny, stopniowy wyplyw gazu z wnetrza komory
(tempo oprézniania komory wynosito ok. 0,1 bar/min). Szalki z komoérkami
nakrywano wieczkami i umieszczano w standardowych warunkach tlenowych

(normoksji) w temp. 37°C na 23 godziny.
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3.4. Metodyka badawcza

Do oceny wplywu réznych warunkéw tlenowych i natleniania
hiperbarycznego na wzrost komoérek nowotworowych linii T98G oraz na efekt
cytotoksyczny pochodnej izotiomocznika ZKK-3 przeprowadzono do$wiadczenia,
W ktoérych niezaleznie od siebie poréwnano proliferacj¢ oraz zywotnos$¢ badanych
komodrek w warunkach normoksja — anoksja, normoksja — hipoksja, normoksja —
HBO oraz hipoksja — HBO.

3.5. Stosowane procedury

3.5.1. Ocena proliferacji komorek linii T98G

Przyrost liczby komorek okreslano przy uzyciu licznika Multisizer 3 Coulter
Counter (Beckman Coulter). Z szalki Petriego o $rednicy 10 cm, zawierajacej
komorki linii T98G, usuwano pozywke MEM, dwukrotnie przemywano szalke 3 ml
PBS, a nast¢pnie podawano 1 ml trypsyny i umieszczano na ok. 2 minuty
w inkubatorze w temp. 37°C. Po tym czasie na szalk¢ podawano 1 ml pozywki MEM
i odklejano komorki z dna szalki. Zawiesing komorek umieszczano w falkonie,
wirowano przez 5 min przy obrotach 1500 rpm, a nastgpnie usuwano supernatant
I zawieszano pelet w 2 ml pozywki MEM. Pobierano 30 pl zawiesiny komorkowej
i uzywajac hemocytometru okre$lano pod mikroskopem odwroconym (Inverted
Microscope DIAPHOT-TMD, Nikon) liczbe komorek. Komorki wysiewano na szalki
Petriego o $rednicy 6 cm w liczbie 1,2:10° komérek na szalke i dodawano 3 ml
pozywki MEM. Komorki inkubowano przez 24 godziny w standardowych
warunkach tlenowych (normoksji) w temp. 37°C. Po tym czasie komorki poddawano
dziataniu badanego zwigzku cytotoksycznego. Dbajac o to, aby nie uszkodzi¢
rosngcych komorek, usuwano starg pozywke. Podawano 3 ml pozywki MEM,
zawierajace] zwiazek ZKK-3 w stezeniach 10 pM, 25 uM i 50 uM. Nastepnie
komorki inkubowano w badanych warunkach tlenowych w temp. 37°C. Materiat
kontrolny stanowily hodowle utrzymywane w badanych warunkach tlenowych bez
podania badanego zwigzku.

Przyrost liczby komorek okre§lano po 24 godzinach inkubacji. Dbajac
0 to, aby nie uszkodzi¢ rosnacych komorek, usuwano pozywke zawierajaca ZKK-3,

przemywano szalke 3 ml PBS, a nastepnie podawano 0,5 ml trypsyny 1 umieszczano
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na ok. 2 minuty w inkubatorze w temp. 37°C. Po tym czasie na szalke podawano
1ml pozywki MEM i odklejano komoérki z dna szalki. Zawiesing komorek
umieszczano w falkonie, wirowano przez 10 min przy obrotach 1300 rpm,
a nastgpnie usuwano supernatant i zawieszano pelet w 1 ml pozywki MEM.
Do falkonu podawano 4 ml Coulter® Isoton® Il Diluent (Beckman Coulter), catos¢
przenoszono do naczynka pomiarowego i dokonywano analizy w liczniku Multisizer
3 Coulter Counter (Beckman Coulter).

3.5.2. Ocena zywotnosci komorek linii T98G

Zywotno$¢ komoérek badano przy uzyciu modyfikowanego testu MTS
(CellTiter 96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega). Z szalki
Petriego o $rednicy 10 cm, zawierajacej komorki linii T98G, usuwano pozywke
MEM, dwukrotnie przemywano szalk¢ 3 ml PBS, a nast¢epnie podawano 1 ml
trypsyny i umieszczano na ok. 2 minuty w inkubatorze w temp. 37°C. Po tym czasie
na szalke podawano 1 ml pozywki MEM 1 odklejano komoérki z dna szalki.
Zawiesing komorek umieszczano w falkonie, wirowano przez 5 min przy obrotach
1500 rpm, a nastepnie usuwano supernatant i zawieszano pelet w 2 ml pozywki
MEM. Pobierano 30 ul zawiesiny komorkowej i uzywajac hemocytometru okreslano
pod mikroskopem odwroconym (Inverted Microscope DIAPHOT-TMD, Nikon)
liczbe komérek. Komorki wysiewano na phytki 96-dotkowe w liczbie 5-10% komérek
na studzienk¢ 1 dodawano po 100 pl pozywki MEM. Komorki inkubowano przez
24 godziny w standardowych warunkach tlenowych (normoksji) w temp. 37°C.
Po tym czasie komorki poddawano dziataniu badanego zwiazku cytotoksycznego.
Dbajac o to, by nie uszkodzi¢ rosngcych komorek, ze studzienek usuwano starg
pozywke. Podawano po 100 pl pozywki MEM, zawierajacej zwigzek ZKK-3
w stezeniach 10 uM, 25 uM i 50 uM. Nastepnie komorki inkubowano w badanych
warunkach tlenowych w temp. 37°C. Material kontrolny stanowity hodowle
utrzymywane w badanych warunkach tlenowych bez podania badanego zwiazku.

Zywotno$¢ komoérek badano po 24 i 48 godzinach od podania ZKK-3.
Za punkt odniesienia (tzn. 100% zywotnos$ci) przyjeto zywotno$¢ odnotowang dla
komoérek hodowanych w warunkach normoksji bez dodatku badanego zwigzku

cytotoksycznego.
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Dla testow 24-godzinnych, po 24 godzinach inkubacji do studzienek podawano
po20 ul odczynnika barwigcego CellTiter 96®AQueouis One Solution Reagent
(Promega), inkubowano 3 godziny w temp. 37°C, po czym mierzono absorbancje
przy analitycznej dlugos$ci fali A = 490 nm.

Dla testow 48-godzinnych, po 24 godzinach inkubacji ze studzienek usuwano starg
pozywke, a nastepnie podawano po 100 pl nowej pozywki MEM, zawierajacej
ZKK-3 w odpowiednich st¢zeniach. Do studzienek kontrolnych podawano pozywke
bez dodatku badanego zwigzku. Komoérki inkubowano odpowiednio w srodowisku
normoksji lub anoksji w temp. 37°C przez kolejne 24 godziny. Nastepnie
do studzienek podawano po 20 ul odczynnika barwigcego CellTiter 96®A4Queous
One Solution Reagent (Promega), inkubowano 3 godziny w temp. 37°C, po czym

mierzono absorbancj¢ przy analitycznej dtugosci fali A =490 nm.
3.5.3. Oznaczanie catkowitego poziomu biatka w lizatach komoérkowych

Calkowity poziom biatka w lizatach komérkowych oznaczano przy uzyciu
zestawu Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Na ptytke 96-dotkows
podawano standardy (Diluted Albumin (BSA) Standards) oraz probki lizatow
W objetosci 25 ul na dotek (kazde w trzech powtdrzeniach). Dodawano po 200 pl
roztworu roboczego BCA (BCA Working Reagent), wytrzasano 30 sekund
na wytrzasarce, nakrywano ptytke i inkubowano 30 minut w temp. 37°C. Studzono
ptytke i mierzono absorbancj¢ przy analitycznej dtugosci fali A = 562 nm. WartoS$ci
absorbancji uzyskane dla standardow oraz probek lizatow skorelowano o warto$¢
absorbancji uzyskang dla S$lepej proby. W oparciu o wartosci uzyskane dla
standardow wykonano krzywa standardowa i na jej podstawie odczytano stezenia

catkowite biatka w badanych probkach.
3.5.4. Oznaczanie ekspresji biatka HIF-1a przy uzyciu testu ELISA

Ekspresje HIF-1o0 w komorkach linii T98G oceniano oznaczajac jego poziom
w lizatach komorkowych metoda testu ELISA przy uzyciu zestawu HIF-1A ELISA
Kit (Thermo Scientific). Na ptytke 96-dotkowa (Anti-HIF-1A Precoated 96-well
Strip Plate) podawano standardy (Lyophilized Recombinant HIF-1A Standard
rozpuszczane w Standard Diluent) oraz probki lizatow w objetosci 50 pl na dotek

(kazde w trzech powtdrzeniach), delikatnie mieszano, nakrywano folig nakrywkowa
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i inkubowano 2 godziny na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej. Usuwano
zawarto$¢ dotkoéw 1 trzykrotnie plukano roztworem phluczacym (Wash Buffer).
Dodawano po 50 ul Biotinylated Antibody Reagent, nakrywano folig nakrywkowa
i inkubowano 1 godzine na wytrzgsarce w temperaturze pokojowej. Usuwano
zawarto$¢ dotkow 1 trzykrotnie ptukano roztworem ptuczacym. Dodawano po 50 pl
roztworu streptawidyny-HRP  (Streptavidin-HRP  Solution), nakrywano folig
nakrywkowa i inkubowano 30 minut na wytrzasarce w temperaturze pokojowe;j.
Usuwano zawarto$¢ dotkéw i trzykrotnie ptukano roztworem ptuczacym. Dodawano
po 100 ul TMB Substrate Solution. Odkryta plytke inkubowano w ciemnosci
na wytrzasarce w temperaturze pokojowej. Po 30 minutach zatrzymywano reakcje
dodajac po 100 ul STOP Solution. Mierzono absorbancje przy analitycznych
dhugosciach fali A1 = 450 nm oraz > = 550 nm. W celu wyeliminowania wptywu
interferencji optycznych na wyniki oznaczenia w dalszej analizie postugiwano si¢
warto$ciami roznicy absorbancji (A1- A2). Wartosci absorbancji uzyskane dla
standardow oraz probek lizatow poprawiono o warto$¢ absorbancji uzyskang dla
Slepej proby. W oparciu o wartosci uzyskane dla standardéw wykonano krzywa
standardowa i na jej podstawie odczytano stezenia biatka HIF-loo w badanych

probkach.

3.5.5. Oznaczanie ekspresji kinazy biatkowej PKDI1 i poziomu jej form

ufosforylowanych przy uzyciu techniki Western Blot

Ekspresj¢ kinazy PKD1 oraz poziom jej form ufosforylowanych: pPKD1 (Ser
916) i pPKDI1 (Ser 744/748) w komorkach linii T98G oznaczano w lizatach

komorkowych przy uzyciu techniki Western Blot.
3.5.5.1. Oznaczanie ekspresji kinazy biatkowej PKDI1

Lizaty komorkowe mieszano w stosunku 1:1 z buforem obcigzajacym
Laemmli (Sample Buffer, Laemmli 2x Concentrate, Sigma-Aldrich), a nastepnie
gotowano 5 minut w tazni wodnej w temp. 95°C i studzono na lodzie. Na zel
do elektroforezy (Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels, Bio-Rad) podawano 5 pl
standardu wielkosci bialek (BlueEye Prestained Protein Marker, Jena Bioscience)
oraz probki w objetosciach odpowiadajacych 20 pg catkowitego biatka. Przy uzyciu
aparatu Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad) przeprowadzano elektroforeze zelowa
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(napigcie 200 V, czas 40 minut). Nastepnie zel namaczano przez 15 minut w buforze
do transferu i przy uzyciu aparatu Mini Trans-Blot® (Bio-Rad) wykonywano transfer
elektroforetyczny na blone nitrocelulozowa (Nitrocellulose Membranes, 0.45um)
(napiecie 100 V, czas 75 minut). Btong po transferze ptukano przez 5 minut w temp.
4°C w roztworze PBS (Phosphate-Buffered Saline, Gibco), a nast¢pnie blokowano
przez 60 minut w buforze blokujacym na bazie mleka w temp. 4°C. Btlong
inkubowano przez noc w temp. 4°C z przeciwcialem pierwszorzedowym PKD/PKCu
Antibody (Cell Signaling, 1:500), rozcienczonym w buforze do przeciwcial na bazie
mleka. Nastepnie zlewano przeciwciato pierwszorzedowe, ptukano btong trzykrotnie
przez 10 minut w rozcienczonym buforze ptuczacym TBS (tTBS) w temperaturze
pokojowej i inkubowano przez 2 godziny z przeciwcialem drugorzgdowym
Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling, 1:1000) w temp. 4°C.
Zlewano przeciwcialo drugorzedowe, ptukano blong trzykrotnie przez 10 minut
w buforze tTBS, a nastepnie dwukrotnie przez 1 minute w buforze ptuczacym TBS
w temperaturze pokojowej. Usuwano z blony roztwoér ptuczacy i podawano 6 ml
odczynnika wywolujacego Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare). Btong przenoszono do kasety wywotujacej, umieszczano
na niej Kklisz¢ fotograficzng (Carestream Medical X-ray Blue/MXBE Film,
Carestream) i zamykano kasete. Wyjmowano kliszg z kasety, wywotywano przez
5 minut w wywolywaczu (Carestream Dental X-ray Developer, Carestream Dental),
plukano w wodzie destylowanej i utrwalano przez 5 minut w utrwalaczu
(Carestream Dental X-ray Fixer, Carestream Dental). Nast¢pnie klisze plukano
w wodzie destylowanej i suszono.

W celu oznaczenia B-aktyny btone nitrocelulozowa po wywotywaniu
poddawano strippingowi w buforze strippujacym przez 30 minut w temp. 50°C.
Nastepnie blon¢ plukano dwukrotnie przez 10 minut w rozcienczonym buforze
ptuczacym TBS (tTBS) w temperaturze pokojowej i blokowano przez 60 minut
w buforze blokujacym na bazie mleka. Btong inkubowano przez noc z przeciwciatem
pierwszorzgdowym Monoclonal Anti-S-Actin Clone AC-15 (Sigma Aldrich, 1:20000)
w temp. 4°C. Nastgpnie zlewano przeciwcialo, ptukano blong trzykrotnie przez
10 minut w buforze ptuczacym tTBS w temperaturze pokojowej i inkubowano przez
2 godziny z przeciwciatem drugorzedowym Chicken anti-mouse 1gG-HRP (Santa
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Cruz, 1:5000) w temp. 4°C. Nastepnie powtarzano procedur¢ plukania
I wywotywania opisang powyzej.
Stopien zaczernienia pragzkow widocznych na kliszach obliczano przy uzyciu

programu ImageJ 1.50i.
3.5.5.2. Oznaczanie poziomu kinazy biatkowej pPKD1 (Ser 916)

W celu oznaczenia poziomu kinazy biatkowej pPKD1 (Ser 916) postepowano
wedlug procedury opisanej w podpunkcie 3.5.5.1 z tg r6znicg ze:
e bufor blokujacy 1 bufor do przeciwcial przygotowywane byly na bazie
albuminy surowicy bydlgcej BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich),
e jako przeciwciala pierwszorzedowego uzyto przeciwciala

Phospho-PKD/PKCp (Ser 916) Antibody (Cell Signaling, 1:1000).
3.5.5.3. Oznaczanie poziomu kinazy biatkowej pPKD1 (Ser 744/748)

W celu oznaczenia poziomu kinazy biatkowej pPKDI1 (Ser 744/748)
postepowano wedtug procedury opisanej w podpunkcie 3.5.5.1 z tg r6znicg ze:
e bufor blokujacy i bufor do przeciwcial przygotowywane byly na bazie
albuminy surowicy bydlgcej BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich),
e jako przeciwciala pierwszorzedowego uzyto przeciwciala

Phospho-PKD/PKCp (Ser 744/748) Antibody (Cell Signaling, 1:1000).
3.6. Analiza statystyczna

Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono w oparciu
0 jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) oraz test post hoc Tukey'a.
Za warto$¢ graniczng p, od ktorej wynik uznawano za statystycznie istotny, przyjeto
p<0,05.

Oznaczenia w ocenie proliferacji oraz zywotnosci komorek: * - p<0,05;
** - p<0,01; *** - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w normoksji lub hipoksji;
# - p<0,05; ## - p<0,01; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w anoksji, hipoksji
lub HBO; t - p<0,05; T - p<0,01; T § T - p<0,001 poréwnanie tych samych st¢zen

ZKK-3 dla réznych warunkéw tlenowych.
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Oznaczenia w ocenie ekspresji HIF-1a: * - p<0,05; ** - p<0,01;
*** - p<0,001 w odniesieniu do danego stgzenia ZKK-3 w normoksji; # - p<0,05;
## - p<0,01; ### - p<0,001 poréwnanie hipoksji vs. HBO oraz podwojnej hipoksji
vs. hipoksja/HBO.

Oznaczenia w ocenie poziomu réznych form PKD1: * - p<0,05; ** - p<0,01,
*** . p<0,001 w odniesieniu do kontroli w danych warunkach tlenowych;
# - p<0,05; ## - p<0,01; ### - p<0,001 w odniesieniu do danego stezenia ZKK-3

W normoksji.

-75-



Wyniki

4. Wyniki

4.1. Ocena proliferacji komorek linii T98G po podaniu ZKK-3 w roéznych

warunkach tlenowych

4.1.1. Normoksja vs. anoksja

Analiza zdje¢ z mikroskopu odwroconego pozwala stwierdzi¢, ze podanie
ZKK-3 w stezeniu 25 uM i 50 uM skutkuje spadkiem proliferacji komoérek linii
T98G, zarowno w warunkach normoksji, jak 1 w warunkach catkowitego
niedotlenienia (Rycina 5). Z kolei w grupach bez dodatku badanego zwigzku oraz
po podaniu 10 uM ZKK-3 liczba komorek jest wyraznie nizsza w warunkach anoksji
niz w warunkach standardowych.

Dane uzyskane z licznika Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman Coulter)
pokazuja, ze zar6wno w warunkach normoksji, jak i anoksji, proliferacja komorek
linii glioblastoma znaczaco maleje wraz ze wzrostem st¢zenia badanego zwigzku
(Rycina 6). Niezaleznie od stosowanych warunkow tlenowych spadek liczby
komorek jest istotny statystycznie po zastosowaniu 25 uM i 50 uM ZKK-3 i wynosi
odpowiednio 41% i 80% dla normoksji oraz 31% i 75% dla anoksji.

Sama anoksja, bez dodatku ZKK-3, powoduje istotne spowolnienie tempa
proliferacji o niemal 20% w poréwnaniu do warunkéow standardowych. W anoksji
mozna zaobserwowa¢ o 15% mniej komorek niz w normoksji takze po podaniu
10 uM badanego zwigzku. Przy wyzszych stezeniach ZKK-3 proliferacja komorek

jest zblizona w obu warunkach.
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Normoksja Anoksja

10 uMm

25 uMm

50 uM

Rycina 5. Obraz mikroskopowy linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3
w warunkach normoksji i anoksji. Diugos¢ odcinka (ang. bar) = 500 um.
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Rycina 6. Wplyw normoksji i anoksji na proliferacje¢ komorek linii T98G
po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: *** - p<0,001 w odniesieniu
do kontroli w normoksji; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w anoksji;
t - p<0,05 poréwnanie tych samych stezen ZKK-3 dla réznych warunkéw
tlenowych.

4.1.2. Normoksja vs. hipoksja

Obraz mikroskopowy pokazuje, ze o ile w warunkach normoksji dochodzi
do zmniejszenia liczby prawidlowych komorek linii glioblastoma T98G wraz
ze wzrostem stezenia badanej pochodnej izotiomocznika, to w warunkach hipoksji
proliferacja nie ulega znaczacemu zahamowaniu (Rycina 7).

Z kolei wyniki testu proliferacji pokazuja, ze zastosowanie niskiego (10 uM)
stezenia ZKK-3 nie powoduje wigkszych zmian w proliferacji komorek linii T98G,
niezaleznie od warunkow tlenowych (Rycina 8). Istotne statystycznie zmniejszenie
liczby komorek nastepuje dopiero po podaniu ZKK-3 w stezeniu 25 pM 1 50 uM
i jest wyraznie wigksze w normoksji (odpowiednio 32% i 63%) niz w hipoks;ji
(odpowiednio 20% i 48%).

Sama hipoksja nie zmienia tempa proliferacji komorek linii T98G w poréwnaniu
do warunkow normoksji. Przy stezeniach 10 uM i 25 uM ZKK-3 roéwniez nie
obserwuje si¢ roznic istotnych statystycznie, jednakze po zastosowaniu ZKK-3

w stezeniu 25 uM liczba komorek w warunkach hipoksji jest nieznacznie wigksza niz
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w normoksji (0 16%). Istotna statystycznie rdznica w proliferacji komorek glejaka

wystepuje natomiast po podaniu ZKK-3 w ste¢zeniu 50 uM i wynosi ponad 40%.

Normoksja Hipoksja

10 pM

25 uM

50 uM

Rycina 7. Obraz mikroskopowy linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3
w warunkach normoksji i hipoksji. Dtugo$¢ odcinka (ang. bar) = 500 pm.
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Rycina 8. Wplyw normoksji i hipoksji na proliferacje¢ komorek linii T98G
po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: * - p<0,05; *** - p<0,001
w odniesieniu do kontroli w normoksji; # - p<0,05; ### - p<0,001 w odniesieniu
do kontroli w hipoksji; T - p<0,05 poréwnanie tych samych stezen ZKK-3 dla
r6znych warunkow tlenowych.

4.1.3. Normoksja vs. hiperbaria tlenowa

Na zdjeciach z mikroskopu odwroconego wida¢, ze liczba komorek linii
ztosliwego glejaka niepoddanych dziataniu ZKK-3 lub w hodowlach eksponowanych
na dziatanie ZKK-3 w niskim st¢zeniu (10 pM) w warunkach HBO jest
poréwnywalna z warunkami standardowymi (Rycina 9). Z Kkolei zastosowanie
ZKK-3 w stgzeniu 25 uM i 50 uM skutkuje widocznym zmniejszeniem proliferacji
komorek. Spadek ten jest szczegdlnie nasilony po podaniu tlenu hiperbarycznego.

Analiza przy uzyciu licznika Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman
Coulter) takze pokazuje, ze wraz ze wzrostem stezenia ZKK-3 liczba komorek linii
T98G znaczaco maleje (Rycina 10). Po podaniu badanej pochodnej izotiomocznika
wstezeniu 25 pM i1 50 puM spadek ten jest istotny statystycznie, zarowno
w warunkach normoksji (odpowiednio 34% i 67%), jak i hiperbarii tlenowej
(odpowiednio 30% i 80%).

Przy niskich stezeniach ZKK-3 (10 uM i 25 upM) komorki proliferujg
W porownywalnym tempie niezaleznie od warunkéw tlenowych. Jednak obnizenie

tempa proliferacji komorek obserwowane po zastosowaniu badanego zwigzku
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w stezeniu 50 puM jest istotnie statystycznie wigksze dla HBO niz dla normoksji

(r6znica pomigdzy warunkami wynosi 45%).

Normoksja HBO

Rycina 9. Obraz mikroskopowy linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3
w warunkach normoksji i hiperbarii tlenowej. Diugo$¢ odcinka (ang. bar) = 500 pum.
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Rycina 10. Wplyw normoksji i natleniania hiperbarycznego na proliferacje komoérek
linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: *** - p<0,001
w odniesieniu do kontroli w normoksji; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli
wHBO; ¥ T f - p<0,001 poréownanie tych samych st¢zen ZKK-3 dla réznych
warunkéw tlenowych.

4.1.4. Hipoksja vs. hiperbaria tlenowa

Obserwacje mikroskopowe pokazujg, ze po natlenianiu hiperbarycznym
na szalkach traktowanych ZKK-3 w stezeniu 25 puM i 50 uM liczba komorek linii
glioblastoma, wykazujacych prawidtowa morfologie, jest zdecydowanie mniejsza niz
w warunkach hipoksji (Rycina 11). W hodowlach kontrolnych oraz po podaniu

ZKK-3 w stezeniu 10 uM proliferacja komoérek w obu warunkach jest zblizona.
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Hipoksja HBO

Rycina 11. Obraz mikroskopowy linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3
w warunkach hipoksji i hiperbarii tlenowej. Diugos$¢ odcinka (ang. bar) = 500 pum.
Wyniki uzyskane z pomiaru liczby komoérek wykazuja réwniez, ze zarowno
w warunkach obnizonego dostepu tlenu, jak i w hiperbarii tlenowej dochodzi
do istotnego statystycznie spadku proliferacji komorek linii T98G po podaniu ZKK-3
w stezeniach 25 uM i 50 uM (Rycina 12). W hipoksji redukcja liczby komoérek
wynosi 22% dla 25 uM oraz 57% dla 50 uM ZKK-3, natomiast po natlenianiu
hiperbarycznym tempo proliferacji maleje o odpowiednio 33% i 71%.
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W przypadku obu w/w stezen, obserwowany spadek liczby komorek glejaka jest
istotnie statystycznie wigkszy po podaniu HBO niz po zastosowaniu hipoksji
i wynosi 10% i 30% dla odpowiednich stezen 25 uM i 50 uM ZKK-3. Nie
odnotowuje si¢ znaczacych réznic w proliferacji komorek eksponowanych jedynie
na dziatanie ré6znych warunkow tlenowych lub traktowanych jednoczesnie ZKK-3

w stezeniu 10 uM.

1000
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m Hiperbaria tlenowa
800
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10 M 25 M
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Rycina 12. Wptyw hipoksji i natleniania hiperbarycznego na proliferacje komorek
linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: *** - p<0,001
w odniesieniu do kontroli w hipoksji; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli
w HBO; 1 - p<0,05; ¥ ¥ T - p<0,001 poréwnanie tych samych stgzen ZKK-3 dla
réznych warunkow tlenowych.
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4.2. Badanie zywotno$ci komorek linii T98G po podaniu ZKK-3 w roéznych

warunkach tlenowych.

4.2.1. Normoksja vs. anoksja

Niezaleznie od stosowanych warunkoéw tlenowych oraz czasu inkubacii,
zywotnos$¢ komorek linii T98G istotnie maleje po podaniu badanego zwigzku, przy
czym im wieksza dawka ZKK-3 tym obserwowany spadek jest wiekszy (Rycina 13).

Po 24 godzinach inkubacji z ZKK-3 (Rycina 13a) w warunkach normoksji
liczba zywych komérek wynosi 68%, 58% i 33% odpowiednio dla 10 uM, 25 uM
1 50 uM, zas w anoksji odpowiednio 64%, 43% oraz 23% (w odniesieniu do grupy
kontrolnej w danych warunkach). Zywotno$¢ komoérek glejaka wystawionych
na dziatanie samej anoksji jest dwukrotnie wyzsza niz dla warunkéw standardowych.
Po podaniu pochodnej izotiomocznika liczba zywych komorek réwniez jest wyzsza
w anoksji niz w normoksji, a ro6znice wynoszg odpowiednio 90% dla stezenia 10 uM
i 50% dla 25 pM.

Po 48 godzinach hodowli zywotnos¢ komoérek linii T98G, traktowanych
ZKK-3 w stezeniach 10 uM, 25 uM i 50 uM, wynosi odpowiednio 51%, 29% i 17%
dla normoksji oraz 39%, 17% i 7% dla anoksji (w odniesieniu do grupy kontrolnej
w danych warunkach) (Rycina 13b). Jednakze liczba zywych komoérek w warunkach
anoksji jest istotnie statystycznie wigksza niz w warunkach normoksji, zaréwno
w grupie kontrolnej (0 164%), jak i po podaniu 10 uM ZKK-3 (o ponad 100%). Przy

wyzszych stezeniach badanego zwigzku brak jest r6znic istotnych statystycznie.
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Rycina 13. Wptyw normoksji i anoksji na zywotno$¢ komorek linii T98G po 24 (a)
i 48 (b) godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: *** - p<0,001 w odniesieniu
do kontroli w normoksji; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w anoksji;
T - p<0,05; 1 - p<0,01; T T T - p<0,001 poréwnanie tych samych st¢zen ZKK-3 dla
roznych warunkow tlenowych.
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4.2.2. Normoksja vs. hipoksja

Po 24 godzinach inkubacji zywotno$¢ komorek linii ztosliwego glejaka
invitro maleje wraz ze wzrostem stezenia ZKK-3 (Rycina 14a). Spadek liczby
zywych komorek jest istotny statystycznie dla stezenia 25 uM i 50 uM badanego
zwigzku, zarowno w warunkach normoksji (o odpowiednio 20% i 60%), jak
i hipoksji (o odpowiednio 12% i 48%). Sama hipoksja obniza zywotno$¢ komorek
O niecate 6%. Po podaniu ZKK-3 roznica ta ulega zatarciu, z tendencja
do odwrécenia proporcji i niewielkiego wzrostu zywotnos$ci w warunkach hipoksji.

48-godzinna inkubacja z wybrang pochodng izotiomocznika w warunkach
standardowych skutkuje istotnym statystycznie spadkiem zywotno$ci komorek linii
T98G, wynoszacym 25%, 13% 1 51% dla odpowiednio 10 pM, 25 uM 1 50 uM
ZKK-3 (Rycina 14b). Z kolei w warunkach hipoksji korzystny efekt cytotoksyczny
ZKK-3 obserwowany jest dopiero przy zastosowaniu stezenia 50 uM, gdzie
zywotno$¢ wynosi 32%. W grupach kontrolnych liczba zywych komorek jest istotnie
statystycznie nizsza w warunkach niedotlenienia niz w standardowych warunkach
hodowlanych (0 10%). Podobna zalezno$¢ wystepuje po podaniu 50 uM ZKK-3,
a odnotowany spadek wynosi 41%. Natomiast po zastosowaniu ZKK-3 w stezeniu
10 uM i 25 uM zywotno$¢ komorek w warunkach hipoksji jest wyzsza niz

w normoksji o odpowiednio 25% i 18%.
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Rycina 14. Wptyw normoksji i hipoksji na zywotnos¢ komorek linii T98G po 24 (a)
I 48 (b) godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: *** - p<0,001 w odniesieniu
do kontroli w normoksji; # - p<0,05; ### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli
w hipoksji; 1 - p<0,05; { 1 - p<0,01;  + T - p<0,001 poréwnanie tych samych st¢zen
ZKK-3 dla r6znych warunkow tlenowych.
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4.2.3. Normoksja vs. hiperbaria tlenowa

Jednodniowa inkubacja komorek linii T98G =z badang pochodng
izotiomocznika w st¢zeniach 25 uM i 50 uM w warunkach standardowych skutkuje
istotnym statystycznie spadkiem liczby zywych komoérek do odpowiednio 81%
i60% (Rycina 15a). Zywotno$¢ komorek glejaka, poddanych dziataniu HBO
réwniez istotnie maleje po podaniu w/w stezen ZKK-3 i wynosi odpowiednio 76%
i 29%. Tlen hiperbaryczny, aplikowany osobno lub w potaczeniu z niskimi
stezeniami ZKK-3, nie powoduje istotnych statystycznie zmian w zywotnos$ci
komoérek w pordwnaniu do warunkéw normoksji. Po 24 godzinach hodowli istotna
roznica obserwowana jest jedynie przy stezeniu 50 uM ZKK-3 i wynosi 52%.

Po 48 godzinach hodowli w warunkach normoksji liczba zywych komoérek
istotnie maleje pod wptywem eskpozycji na dziatanie ZKK-3 w stezeniach 25 uM
i 50 uM (odpowiednio 0 20% i 42%) (Rycina 15b). Z kolei w warunkach natleniania
hiperbarycznego istotne statystycznie zmniejszenie zywotnosci komorek linii T98G
wystepuje takze przy nizszych stezeniach badanego zwiazku i wynosi 18%, 32%
1 63% dla odpowiednio 10 uM, 25 uM i 50 uM ZKK-3. Po zastosowaniu ZKK-3
w stezeniu 25 uM 1 50 uM  zywotnos¢ komorek jest nizsza w warunkach HBO niz

w normoksji odpowiednio 0 19% i 37%.
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Rycina 15. Wptyw normoksji i natleniania hiperbarycznego na zywotnos¢ komorek
linii T98G po 24 (a) i 48 (b) godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: * - p<0,05;
** . p<0,01; *** - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w normoksji; # - p<0,05;
### - p<0,001 w odniesieniu do kontroli w HBO; 1 - p<0,05;
T 7 1 - p<0,001 poréwnanie tych samych stgzen ZKK-3 dla ré6znych warunkéw
tlenowych.
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4.2.4. Hipoksja vs. hiperbaria tlenowa

W warunkach hipoksji zywotno$¢ komoérek ztosliwego glejaka in vitro
znaczgco maleje po 24 godzinach inkubacji przy zastosowaniu badanego zwigzku
w stezeniach 25 pM i 50 uM odpowiednio o0 31% i 73% (Rycina 16a). Po podaniu
tlenu hiperbarycznego istotny statystycznie spadek liczby zywych komorek
obserwowany jest zaréwno przy 10 uM, jak i 25 uM oraz 50 uM ZKK-3 i wynosi
odpowiednio 21%, 40% oraz 77% . Zywotno$¢ komoérek w warunkach HBO jest
zdecydowanie nizsza niz w przypadku hipoksji. Dla grup kontrolnych réznica
wynosi 6%, dla 10 uM 19% a dla 25 uM 17%. Przy wysokim stezeniu 50 pM,
ZKK-3 wykazuje jednakowa toksyczno$¢ wobec komoérek nowotworowych,
niezaleznie od warunkow tlenowych.

Po 48 godzinach hodowli w warunkach hipoksji liczba zywych komorek linii
TI98G jest istotnie statystycznie nizsza po podaniu ZKK-3 w stezeniu 25 uM 1 50 uM
I wynosi odpowiednio 88% i 20% (Rycina 16b). Zastosowanie badanego zwigzku
w potaczeniu z HBO skutkuje istotnym obnizeniem zywotnosci komoérek do 74%,
82% 1 21% dla stezen 10 pM, 25 uM i 50 uM ZKK-3. Redukcja liczby zywych
komoérek pod wplywem natleniania hiperbarycznego jest istotnie Statystycznie
wieksza w poréwnaniu z warunkami niedotlenienia po podaniu ZKK-3 w stezeniu
10uM i 25 puM (o odpowiednio 28% i 12%). Przy stezeniu pochodnej

izotiomocznika 50 uM brak jest roéznic istotnych statystycznie.
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Rycina 16. Wptyw hipoksji i natleniania hiperbarycznego na zywotnos$¢ komorek
linii T98G po 24 (a) i 48 (b) godzinach inkubacji z ZKK-3. Oznaczenia: ** - p<0,01;
*** . p<0,001 w odniesieniu do kontroli w hipoksji; ### - p<0,001 w odniesieniu
do kontroli w HBO; 1 - p<0,05; ¥ 1 T - p<0,001 poréwnanie tych samych st¢zen
ZKK-3 dla r6znych warunkéw tlenowych.
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4.3. Oznaczanie ekspresji biatka HIF-loo po podaniu ZKK-3 w réznych

warunkach tlenowych

W warunkach hipoksji bez podania ZKK-3 dochodzi do niemal
czterokrotnego zwigkszenia poziomu badanego biatka w porownaniu do warunkow
normoksji (Rycina 17). Z kolei sama hiperbaria tlenowa powoduje wzrost ekspresji
HIF-1a o 56% w poréwnaniu do warunkow standardowych. Po podaniu testowane;j
pochodnej izotiomocznika, niezaleznie od st¢zenia, nie obserwuje si¢ rdznic
istotnych statystycznie zarowno w hipoksji, jak i w warunkach HBO. Istotny
statystycznie wzrost poziomu biatka HIF-lo wystgpuje rowniez w komorkach
rosngcych w warunkach podwdjnej hipoksji — zarowno samej (4,5-krotny wzrost),
jak i potaczonej z podaniem ZKK-3 w stg¢zeniach 10 uM (wzrost 0 78%) i 50 uM
(3-krotny wzrost). Po podaniu ZKK-3 w stezeniu 25 pM ekspresja biatka maleje
030% w porownaniu do warunkow standardowych. W warunkach hipoksja/HBO
poziom HIF-1a jest istotnie statystycznie nizszy niz w normoksji, przy podaniu
ZKK-3 w stezeniu 25 uM i 50 uM i wynosi odpowiednio 67% i 32%.

Bezposrednie porownanie warunkow hipoks;ji 1 hiperbarii tlenowej pokazuje,
ze w grupach kontrolnych ekspresja biatka HIF-1a jest o 60% nizsza po ekspozycji
na dziatanie HBO niz w warunkach o niskiej zawarto$ci tlenu. Poziom badanego
biatka jest mniejszy w warunkach HBO réwniez po zastosowaniu ZKK-3 w stezeniu
10 uM i 50 uM, jednak nie sg to roznice istotne statystycznie. Takze w grupach
preinkubowanych w warunkach hipoksji, natlenianie hiperbaryczne powoduje istotne
statystycznie obnizenie poziomu badanego biatka 0 64%. Z kolei po podaniu ZKK-3
w stezeniach 10 uM i 50 uM ekspresja HIF-1a jest nizsza o odpowiednio 45% i 89%

w warunkach hipoksji/HBO w poréwnaniu do warunkoéw podwdjnej hipoksji.
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Rycina 17. Wptyw réznych warunkéw tlenowych na poziom ekspresji biatka HIF-1a
w komorkach linii T98G. Test ELISA. Oznaczenia: * - p<0,05; ** - p<0,01;
*** - p<0,001 w odniesieniu do danego stezenia ZKK-3 w normoksji; # - p<0,05;
### - p<0,001 poréwnanie hipoksji vs. HBO oraz podwoédjnej hipoksji
vs. hipoksja/HBO.

4.4. Oznaczanie ekspresji kinazy biatkowej PKD1 1 poziomu jej form

ufosforylowanych po podaniu ZKK-3 w réznych warunkach tlenowych

4.4.1. Oznaczanie ekspresji kinazy biatkowej PKDI1

W oparciu o wyniki analizy Western Blot mozna stwierdzi¢, ze w warunkach
krotko-, jak i dtugotrwatego niedotlenienia, poziom PKDI1 jest zblizony lub lekko
obnizony w stosunku do normoksji, zaré6wno w grupach kontrolnych, jak
i traktowanych ZKK-3. (Rycina 18). Z drugiej strony natlenianie hiperbaryczne
(HBO lub hipoksja/HBO) skutkuje nasileniem ekspresji badanej kinazy. Traktowanie
komorek linii T98G pochodng izotiomocznika ZKK-3 obniza poziom PKDI

W poroéwnaniu z grupami kontrolnymi bez podania badanego zwigzku.
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Rycina 18. Ekspresja kinazy PKD1 w komorkach linii T98G traktowanych pochodng
izotiomocznika ZKK-3 oraz hodowanych w réznych warunkach tlenowych. Analiza
Western Blot.

Analiza ilosciowa wynikéw uzyskanych technika Western Blot pokazuje,
ze ekspresja PKD1 w komorkach poddanych dziataniu hipoksji oraz podwojnej
hipoksji bez podania ZKK-3 jest identyczna jak w warunkach standardowych
(Rycina 19). Z kolei po ekspozycji na dziatanie tlenu hiperbarycznego nastepuje
niewielki wzrost poziomu tej kinazy, zarowno w grupie HBO (0 25%), jak i w grupie
hipoksja/HBO (o 42%), jednak w obu przypadkach zmiany nie s3 istotne
statystycznie. Po inkubacji z ZKK-3 poziom kinazy biatkowej D1 w roznych
warunkach tlenowych ulega nieznacznemu obnizeniu w stosunku do warunkow
kontrolnych. Bezposrednie porownanie ze sobg poziomu PKDI1 w grupach
preinkubowanych w analogicznych warunkach tlenowych, a nast¢pnie poddanych
dziataniu hipoksji lub HBO, réwniez nie wykazuje rdznic znaczacych pod wzgledem

statystycznym.
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Po podaniu pochodnej izotiomocznika obserwuje si¢ tendencj¢ do ostabienia
ekspresji badanej kinazy niezaleznie od ci$nienia czastkowego tlenu, jednak zmiany

te nie sg istotne statystycznie.
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Rycina 19. Wptyw pochodnej izotiomocznika ZKK-3 oraz roéznych warunkow
tlenowych na poziom ekspresji kinazy PKD1 w komorkach linii T98G. Analiza
Western Blot.

4.4.2. Oznaczanie poziomu kinazy biatkowej pPKD1 (Ser 916)

Analiza Western Blot sugeruje znaczace obnizenie poziomu ufosforylowanej
formy kinazy bialkowej D1 - pPKDI1 (Ser 916) pod wplywem wzrastajacego stezenia
ZKK-3, niezaleznie od warunkow tlenowych (Rycina 20). W grupach, ktore nie byty
inkubowane z ZKK-3, poziom kinazy wydaje si¢ by¢ niezmieniony w stosunku do
normoksji. Z kolei po podaniu ZKK-3 nast¢puje spadek poziomu pPKD1 (Ser 916)

w warunkach podwojnej hipoksji i niewielki wzrost w grupie hipoksji/HBO.
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Rycina 20. Poziom kinazy pPKD1 (Ser 916) w komoérkach linii T98G traktowanych
pochodng izotiomocznika ZKK-3 oraz hodowanych w réznych warunkach
tlenowych. Analiza Western Blot.

Dane ilo$ciowe uzyskane z analizy Western Blot pokazuja, ze w grupach,
ktorym nie podano ZKK-3, poziom formy pPKD1 (Ser 916) ulega znaczacemu
obnizeniu w niemal wszystkich warunkach tlenowych w stosunku do warunkow
standardowych (Rycina 21). Jedynie w grupie hipoksja/HBO poziom pPKD1
pozostaje niezmieniony. Réznice te obserwuje si¢ takze po zastosowaniu badanej
pochodnej izotiomocznika, jednak nie sg one istotne statystycznie. Cho¢ mogloby si¢
wydawacé, ze pod wplywem natleniania hiperbarycznego poziom pPKDI1 (Ser 916)
jest podwyzszony w porownaniu do warunkéw hipoksji, to jednak analiza
statystyczna poziomu pPKD1 w grupach preinkubowanych w analogicznych
warunkach tlenowych tego nie potwierdza.

Wraz ze wzrostem stezenia podawanej pochodnej izotiomocznika obserwuje sie¢
tendencj¢ do obnizenia poziomu ufosforylowanej formy PKDI1 niezaleznie

od warunkow tlenowych. Po zastosowaniu ZKK-3 w stezeniu 50 uM zmniejszenie
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poziomu badanej kinazy jest istotne statystycznie i wynosi 59% dla normoksji, 44%
dla hipoksji, 45% dla HBO, 68% dla podwojnej hipoksji oraz 50% dla hipoksji/HBO.
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Rycina 21. Wptyw pochodnej izotiomocznika ZKK-3 oraz roéznych warunkow
tlenowych na poziom kinazy pPKD1 (Ser 916) w komoérkach linii T98G. Analiza
Western Blot. Oznaczenia: * - p<0,05; ** - p<0,01 w odniesieniu do kontroli
w danych warunkach tlenowych; # - p<0,05; ## - p<0,01 w odniesieniu do danego
stezenia ZKK-3 w normoksji.

4.4.3. Oznaczanie poziomu kinazy biatkowej pPKD1 (Ser 744/748)

Analiza Western Blot pokazuje, ze hodowanie komorek linii T98G
w warunkach niskiego lub wysokiego st¢zenia tlenu skutkuje podwyzszeniem
poziomu formy ufosforylowanej kinazy PKD1 (Ser 744/748) w stosunku
do warunkow normoksji (Rycina 22). Wzrost ten obserwuje si¢ zarbwno w grupach
poddanych dziataniu ZKK-3, jak i w grupach inkubowanych bez badanego zwiazku.
Przy niskich stezeniach ZKK-3 (10 uM 1 25 puM) ilos¢ kinazy wydaje si¢ by¢
niezmieniona w poroéwnaniu do hodowli kontrolnych. Jednak po zastosowaniu
ZKK-3 w stezeniu 50 uM dochodzi do wyraZznego wzrostu poziomu badanej kinazy

niezaleznie od warunkow tlenowych.
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Rycina 22. Poziom kinazy pPKD1 (Ser 744/748) w komorkach linii T98G
traktowanych pochodng izotiomocznika ZKK-3 oraz hodowanych w réznych
warunkach tlenowych. Analiza Western Blot.

Analiza densytometryczna uzyskanych prazkow pozwala stwierdzié,
ze w porownaniu do warunkow kontrolnych poziom pPKD1 (Ser 744/748) ro$nie
pod wplywem zmian ci$nienia czastkowego tlenu (Rycina 23). Jednak zmiany
te sg istotne statystycznie jedynie dla warunkow hipoksji/HBO, gdzie odnotowuje si¢
niemal 2,5-krotny wzrost poziomu badanej kinazy. Zblizone zaleznosci
obserwowane sa takze w grupach traktowanych ZKK-3, lecz nie wykazuja one
istotnos$ci statystycznej dla poszczegdlnych warunkow tlenowych. Nie odnotowuje
si¢ zmian poziomu pPKD1 (Ser 744/748) pomigdzy grupami preinkubowanymi
w analogicznych warunkach tlenowych.

Inkubacja linii T98G z ZKK-3 w st¢zeniu 10 uM i 25 uM nie powoduje roéznic
w poziomie badanej formy ufosforylowanej kinazy PKD1, niezaleznie
od stosowanych warunkow tlenowych. Z kolei po podaniu 50 puM testowanego

zwiazku nastepuje wzrost poziomu pPKDI1 (Ser 744/748) we wszystkich badanych
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warunkach. Jest on jednak istotny statystycznie jedynie dla warunkow normoksji
(0 158%) oraz hipoksji (0 133%).
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Rycina 23. Wptyw pochodnej izotiomocznika ZKK-3 oraz roéznych warunkow
tlenowych na poziom kinazy pPKD1 (Ser 744/748) w komorkach linii T98G.
Analiza Western Blot. Oznaczenia: * - p<0,05 w odniesieniu do kontroli w danych
warunkach tlenowych; # - p<0,05 w odniesieniu do danego stezenia ZKK-3
w normoksji.
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5. Dyskusja

Glioblastoma jest najczgsciej wystepujagcym nowotworem pierwotnym OUN
0 najwyzszym, IV stopniu zlo§liwosci histologicznej. Pomimo rozwoju
nowoczesnych technik stosowanych w diagnostyce i leczeniu glejakow, prognoza
kliniczna dla pacjentow ze zdiagnozowana choroba wcigz pozostaje niekorzystna,
asrednie przezycie nie przekracza 16 miesiecy. Powszechnie stosowany
chemioterapeutyk, jakim jest temozolomid, pozwala na wydluzenie czasu przezycia
pacjentow zaledwie o kilka miesiecy [11, 23, 24]. Mutacje zachodzace w komorkach
nowotworow ztosliwych sprawiaja, ze guzy te szybko rozwijaja oOpornosé
na leczenie. Z tego wzgledu zachodzi konieczno$¢ ciggltego opracowywania bardziej
skutecznych strategii terapeutycznych.
Wydaje sie, ze S-benzylopochodne izotiomocznika (ZKKs) stanowig nowa klase
potencjalnych zwigzkow przeciwnowotworowych. Zwigzki tej grupy byty
przedmiotem badan zespotu Koronkiewicz i wsp., ktorzy potwierdzili ich dziatanie
proapoptotyczne i cytotoksyczne wzglgdem réznych komorek nowotworowych
hodowanych in vitro. Doswiadczenia prowadzone na ludzkich liniach komérkowych
biataczki HL-60 oraz K-562 wykazaty, ze jednym z efektywniej dziatajacych ZKKs
jest N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik (ZKK-3) [139].
Skutecznos¢ dziatania tej pochodnej izotiomocznika byta jednak zalezna od badanej
linii komoérkowej. W przypadku linii ostrej biataczki promielocytowej HL-60
nasilenie apoptozy obserwowano juz przy ekspozycji na dziatanie ZKK-3 w stezeniu
5 uM i 8 uM, natomiast w przypadku linii przewlektej biataczki szpikowej K-562
podobny efekt proapoptotyczny uzyskano przy podaniu ZKK-3 w stezeniu 10 uM
120 uM. Niemniej jednak podanie ZKK-3 powodowato wzrost liczby komorek
apoptotycznych o 42-77% po 24 godzinach oraz o 73-93% po 48 godzinach.
Dos$wiadczenia z wykorzystaniem linii ludzkiej ostrej bialaczki szpikowej KG-1
dawaty zblizone rezultaty: podanie 10 uM i 20 uM badanego zwiazku zwigkszato
apoptoze komorek odpowiednio o okoto 38% 1 82% po 24 godzinach inkubacji oraz
0 48% i 92% po 48 godzinach [141]. Dalsze badania udokumentowaty rowniez
dziatanie proapoptotyczne ZKK-3 wobec linii komoérkowej ludzkiego raka prostaty
[140]. 24-godzinna inkubacja ze zwigzkiem w stezeniach 10 uM, 20 uM i 50 uM

skutkowala wzrostem liczby komorek apoptotycznych odpowiednio 0 3%, 13%
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1 68%. Z kolei po 48 godzinach inkubacji apoptozie ulegato odpowiednio 13%, 31%
i 87% komodrek. Co wigcej, Kaminska i wsp. ocenili efekt cytotoksyczny
pentabromobenzyloizotiomocznika (ZKK-1) i jego pochodnych wzgl¢dem linii
komoérkowych glejakow o réznym stopniu ztosliwosci, w tym linii komorkowe;j
ludzkiego glioblastoma T98G [158]. Zaobserwowano spadek zywotnos$ci komorek
linii T98G po 24 godzinach inkubacji z ZKK-1 do 60%, 55% i 55% odpowiednio dla
stezen 10 uM, 25 uM i 50 uM badanego zwiazku. Dla linii komorkowej ludzkiego
astrocytoma LN229 zaleznos$¢ ta byta zblizona 1 wynosita odpowiednio 70%, 55%
I 50%. Niestety w badaniach tych nie oceniano skutecznos$ci ZKK-3 wobec ludzkich
linii glejaka, a jedynie wobec szczurzej linii glioblastoma C6. Po 24-godzinnym
traktowaniu ZKK-3 w stezeniu 10 uM i 50 uM liczba zywych komorek linii C6
wynosita odpowiednio 30% i 10%, za$ po 48 godzinach 35% i 20%. Z kolei
proliferacja komorek linii C6, poddanych dziataniu 50 pM ZKK-1, spadia
po 24 godzinach o okolo 40%. Badania nad skutecznoscig dziatania pochodnych
pentabromobenzylizotiomocznika wobec ludzkiej lini komoérkowej glioblastoma
(T98G) oraz linii wyprowadzonej 2z gwiazdziaka podwySciotkowego
olbrzymiokomoérkowego (ang. subependymal giant cell astrocytoma, SEGA)
wykazaty, ze zwiazki ZKK-2, ZKK-3, TRIM, a w szczegdlnosci ZKK-13 juz przy
niskich stezeniach skutecznie obnizaja proliferacj¢ oraz zywotno$¢ komorek
nowotworowych [205]. Po 24-godzinnej inkubacji z ZKK-3 w stezeniu 10 uM liczba
komorek T98G i SEGA byta mniejsza 0 20% i 45%, za$ ich zywotno$¢ spadata
060% i 70%. Co wazne, ocena wlasciwosci przeciwnowotworowych temozolomidu
pokazata, ze zwigzek ten istotnie obnizat proliferacje oraz liczbg zywych komoérek
linii T98G dopiero w stezeniu 100 uM po 48 godzinach. ZKKs (w tym ZKK-3)
wykazywaty takze silne dziatanie cytotoksyczne wzgledem prawidtowych ludzkich
astrocytow in vitro. Jest to powazny problem zwigzany ze stosowaniem wigkszosci
chemioterapeutykow, ktoremu mozna by przeciwdziala¢ stosujac nowoczesne
metody precyzyjnego dostarczania zwigzkéw bezposrednio do tkanki nowotworowej
[206-210].

Wyniki uzyskane w ramach przedstawianych obecnie badan koresponduja
Z powyze] przytoczonymi doniesieniami. W warunkach normoksji obserwowano
istotny statystycznie spadek proliferacji komoérek ludzkiej linii glioblastoma T98G

traktowanych ZKK-3 w stezeniach 25 uM i1 50 uM. Wraz ze wzrostem st¢zenia
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badanej pochodnej izotiomocznika istotnie maleje takze zywotno$¢ komorek linii

T98G po 24 i 48 godzinach inkubacji.

5.1. Wptyw warunkéw niedotlenienia na proliferacje oraz zywotno$¢ komoérek

linii T98G poddanych dziataniu ZKK-3

Liczne badania dowodzg, ze wysoki poziom niedotlenienia tkanki
nowotworowej odgrywa znaczaca rolg w progresji zarowno ztosliwych glejakow, jak
1 innych typow nowotworéw oraz zwigksza opornos¢ komorek nowotworowych
na radio- i chemoterapig¢ [27, 33, 43].

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze w warunkach beztlenowych
liczba komorek znaczaco spada wraz ze wzrostem stezenia ZKK-3, podobnie jak
mato miejsce w warunkach standardowych. Co wigcej, sama anoksja powoduje
istotne spowolnienie proliferacji nawet bez dodatku ZKK-3 w poréwnaniu
do warunkow normoksyjnych. Jednakze zywotno$¢ komorek w anoksji jest
zdecydowanie wyzsza niz w warunkach standardowych, zaréwno w grupach
kontrolnych, jak i doswiadczalnych po 24 i 48 godzinach inkubacji z ZKK-3
w stezeniu 10 uM i 25 uM. Znaczacy efekt cytotoksyczny testowanego zwigzku
w warunkach anoksji obserwowany jest dopiero przy wyzszych stezeniach
| przedtuzonej ekspozycji na dziatanie ZKK-3. Otrzymane wyniki wskazuja,
ze niedobor tlenu wptywa hamujaco na wiasciwosci cytotoksyczne testowanej
pochodnej izotiomocznika.

Badania Liang i wsp. rowniez pokazaly, ze w warunkach beztlenowych
komorki glioblastoma hodowane in vitro wykazywaty zwigkszong opornosé
na dziatanie niektorych chemioterapeutykow [211]. W tym wypadku brak tlenu nie
powodowal obnizenia zywotnosci monitorowanych kultur. Natomiast Papandreou
I wsp. zaobserwowali spadek zywotno$ci mysich fibroblastow oraz nasilenie
apoptozy komoérek roznych linii nowotworowych w warunkach anoksji,
W pordéwnaniu z warunkami normoksji, przy 21% stezeniu tlenu [212].

Obecnie przeprowadzone badania dokumentuja, ze sama hipoksja nie zmienia
tempa proliferacji komorek glioblastoma w poréwnaniu do warunkéw normoks;i.
Rowniez efekt cytotoksyczny ZKK-3 wobec komorek nowotworowych ztosliwego
glejaka w warunkach standardowych i niedoboru tlenu nie wykazuje istotnych

statystycznie roznic przy stezeniu 10 uM. Dopiero podanie ZKK-3 w stezeniu

- 103 -



Dyskusja

25 UM wywoluje istotny statystycznie spadek liczby komodrek po 24 godzinach
inkubacji w warunkach hipoksji i normoksji. Natomiast przy zastosowaniu 50 uM
ZKK-3 liczba komoérek w warunkach obnizonego st¢zenia tlenu jest istotnie wyzsza
niz w warunkach standardowych. Sama hipoksja znaczaco obniza natomiast
zywotno$¢ komorek GBM in vitro w poréwnaniu do normoksji zarowno po 24, jak
1 48 godzinach. Co wigcej, w hipoksji tylko przy stezeniu 50 uM badany zwigzek
wywotuje spadek zywotno$ci komorek linii T98G w sposob istotny statystycznie,
zarowno po jedno-, jak i dwudniowej ekspozycji. Natomiast po 48 godzinach
inkubacji z badang pochodng izotiomocznika w stezeniu 10 uM i 25 uM zywotno$¢
komorek jest wyzsza w warunkach obnizonego st¢zenia tlenu niz w warunkach
standardowych. Uzyskane dane pozwalajg wigc Stwierdzi¢, ze hipoksja przy
wydluzonym czasie ekspozycji znaczaco obniza wrazliwo$§¢ komorek
nowotworowych na testowany zwigzek -cytotoksyczny tylko w okreslonym
przedziale stezen. Przy dlugotrwatej inkubacji z ZKK-3 w stezeniu 50 puM nie
obserwuje si¢ zahamowania efektu cytotoksycznego w warunkach niedotlenienia.
Podobnie badania Osawy i wsp. nie wykazaly roznic we wzro$cie komoérek
glioblastoma linii T98G poddanych dziataniu jedynie warunkow hipoksji w stosunku
do normoksji [213]. Wczeséniejsze doniesienia dokumentowaty, ze wrazliwos¢
komorek GBM in vitro oraz in vivo na radioterapi¢ malata niezaleznie od rodzaju
niedotlenienia, przy czym najnizsza byta w przypadku hipoksji cyklicznej [35].
Papandreou i wsp. takze stwierdzili, ze w warunkach hipoksji (0,5-2% O>) liczba
zywych fibroblastéw byta identyczna jak w warunkach standardowych. Co wigce;,
zmianie nie ulegata rowniez zdolno$¢ komorek nowotworowych in vitro
do tworzenia kolonii [212]. W najnowszych badaniach Riffle i wsp. udowodnili,
ze w sferoidach nowotworowych (rak ptuca lub migsak) wysoki potencjat
proliferacyjny wykazywaty nie tylko komorki zlokalizowane w zewngtrznych
warstwach struktur tréjwymiarowych, ale takze te, potozone glgbiej, w obszarach
silnie niedotlenionych [214]. Proliferacja komorek tworzacych sferoidy byta
zblizona, niezaleznie od warunkéow w jakich byly one hodowane (normoksja lub
hipoksja). Z drugiej strony hipoksja przyspieszata wzrost sferoidow raka piersi [215].
Odmienne wyniki uzyskano z kolei w badaniach przeprowadzonych na linii
komodrkowej raka prostaty, w ktorych odnotowano istotny statystycznie spadek
liczby zywych komorek oraz ich migracji pod wptywem samej hipoksji [216].
Niemniej jednak, podobnie jak w obecnie przeprowadzonych badaniach, pod

-104 -



Dyskusja

wpltywem obnizonego poziomu tlenu dochodzito do wzrostu oporno$ci komorek
na testowane chemioterapeutyki. Identyczng zalezno$¢ zaobserwowali w swoich
najnowszych badaniach Qian i wsp. [217]. Analogiczne wyniki uzyskano réwniez
w badaniach przeprowadzonych na komoérkach raka okre¢znicy in vitro [218].
Udowodniono w nich takze, ze wszczepienie komorek nowotworowych, uprzednio
hartowanych w warunkach hipoksji, przyspieszato wzrost guzoéw in Vvivo.

Niedobér  tlenu  sprzyja  wyksztalcaniu  opornosci  na  niektore
chemioterapeutyki, moze jednak wykazywaé dziatanie przeciwne wobec innych
zwigzkoéw cytotoksycznych i uwrazliwia¢ komorki nowotworowe na ich dziatanie.
Dokumentuja to badania Strese i wsp., w ktérych poréwnano efektywno$¢
przeciwnowotworowa 19 zwigzkdéw, powszechnie stosowanych w chemioterapii,
wobec roznych linii komoérek nowotworowych hodowanych w warunkach
standardowych, niedoboru (hipoksji) lub braku tlenu (anoksji) [219]. Co wigcej,
okazato si¢, ze Obserwowane efekty zalezg rowniez od wybranej linii nowotworowe;.
Podobne wyniki uzyskali Yao i wsp. w badaniach z uzyciem cisplatyny [218].
Niektore leki bioredukcyjne sa tak projektowane, aby anoksja i hipoksja mogty

nasila¢ ich dziatanie cytotoksyczne [220].

5.2. Wplyw natleniania hiperbarycznego na proliferacj¢ oraz Zywotno$¢ komoérek

linii T98G poddanych dziataniu ZKK-3

Jak juz wspominano, wystepowanie licznych obszaro6w hipoksji w obrebie
guzow nowotworowych zmniejsza wrazliwo$¢ komoérek na stosowane terapie.
Postuluje sie, ze jedng z atrakcyjnych metod uzyskania poprawy stanu natlenowania
tkanki nowotworowej] moze by¢ zastosowanie hiperbarii tlenowe; (HBO)
[47, 91, 92]. Podawanie tlenu pod zwigkszonym ci$nieniem pozwala na wydluzenie
dystansu dyfuzji i dotarcia Oz do glebszych, czesto Zle ukrwionych partii guza.
Istnieja jednak doniesienia sugerujace, ze HBO moze nasila¢ proces nowotworowy
I sprzyja¢ progresji choroby. Doguchi i wsp. odnotowali wzrost proliferacji komorek
nowotworowych i przyspieszenie kancerogenezy w mysim modelu nowotworu skory
pod wplywem zwigkszonego ci$nienia tlenu [94]. Podobne wyniki uzyskali inni
autorzy, ktorzy porownywali wzrost glejakow in vivo w warunkach standardowych
oraz przy zastosowaniu hiperbarii tlenowej [121, 122]. Pomimo szybszego wzrostu

masy guza po podaniu HBO nie odnotowali oni réznic w czasie przezywalnosSci
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zwierzat pomiedzy badanymi warunkami. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku
zdecydowanej wiekszosci tych badan stosowane procedury natleniania byty bardziej
agresywne niz normy rekomendowane jako bezpieczne dla pacjentow (wydtuzony
czas natleniania, wigksze ci$nienie tlenu, czestsze i liczniejsze serie). Z drugiej
strony, Tang i wsp. nie odnotowali rozbiezno$ci w proliferacji oraz wzroscie
nowotworow pod wptywem HBO w poréownaniu do warunkéw normoksji [221].
Podobne obserwacje dotyczyly szczurzego modelu glejaka, w ktorym réznice
proliferacji komorek w warunkach normoksji, hiperoksji oraz hiperbarii tlenowej nie
byly istotne statystycznie [54]. Co wigcej, badania in vitro, przeprowadzone przez
zespoOl Granowitz 1 Wsp., sugeruja obnizenie proliferacji komoérek nowotworowych
inkubowanych w warunkach HBO [222]. Korzystny efekt HBO zaobserwowano
rowniez w modelu in vivo raka piersi. U szczurow hodowanych w warunkach
standardowych nastegpowala znaczna progresja nowotworu, za$ u osobnikdéw
poddanych dziataniu natleniania hiperbarycznego objetos¢ guzow ulegata redukcji
[98].

Wyniki uzyskane przeze mnie rOwniez pokazuja, ze sama hiperbaria tlenowa
nie zmienia proliferacji oraz zywotno$ci komodrek linii T98G, zaréwno
W poréwnaniu do warunkow standardowych, jak i niedotlenienia.

Pomimo, ze zastosowanie samego natleniania hiperbarycznego nie przynosi
zadowalajacych efektow, to podawanie HBO moze znaczaco zwigkszy¢ skutecznos¢
innych standardowych procedur terapeutycznych [47, 119]. Tlen hiperbaryczny
pomaga migdzy innymi uwrazliwi¢ komodrki nowotworowe na dziatanie
chemioterapeutykow. Istotne statystycznie nasilenie efektu antyproliferacyjnego
substancji leczniczych (melfalanu, gemcytabiny 1 paklitakselu) pod wptywem HBO
udokumentowano wzgledem linii komorkowych wyprowadzonych z réznego rodzaju
nowotworow piersi [222]. W warunkach podwyzszonego cisnienia tlenu wzrastato
roOwniez dziatanie przeciwnowotworowe karboplatyny wzgledem miegsaka kosSci
invitro i in vivo [116]. Role natleniania hiperbarycznego udokumentowano takze
w nasileniu efektu cytotoksycznego artemizyniny [115]. Zwiazek ten znaczaco
obnizat liczbe komorek linii biataczki, jednak jego dziatanie byto bardziej efektywne
po aplikacji w warunkach HBO. Badania in vivo na szczurzym modelu raka piersi
wykazaty, ze bezposrednio po natlenianiu hiperbarycznym zwigkszata sie
przyswajalnos¢ 5-fluorouracylu przez komorki nowotworowe, co skutkowato

spowolnieniem wzrostu guzéow [113]. Wyniki uzyskane przez Stuhr i wsp.
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na podobnym modelu badawczym pokazaty, ze podawanie samego HBO Iub
W potaczeniu z 5-FU pozwalalo zmniejszy¢é pierwotne rozmiary nowotworu,
zarowno w stosunku do grupy kontrolnej, jak i traktowanej samym lekiem [112]. Nie
zawsze jednak polaczenie chemioterapii i HBO daje jednoznacznie pozytywny efekt.
Selvendiran i wsp. zaobserwowali spadek objetosci guzéw w mysim modelu
nowotworu jajnika pod wptywem HBO 1 cisplatyny, jednak towarzyszaca temu
utrata masy ciala zwierzat $wiadczyla o nadmiernej toksycznosci proponowanej
terapii kombinowanej [110].

Potaczenie tlenu hiperbarycznego z chemioterapia wydaje si¢ by¢ obiecujace
w leczeniu zto§liwych glejakow. Sun i wsp. pokazali, ze juz samo zwigkszenie
zawartos$ci procentowej tlenu przy ci$nieniu normobarycznym w badaniach in vitro
moze wywotaé wzrost wrazliwosci komorek glioblastoma na powszechnie
stosowany temozolomid [55]. Badania cytotoksycznosci TMZ wzgledem komorek
GBM in vitro w warunkach hiperbarii tlenowej wykazaly, ze TMZ zaréwno sam, jak
i w potaczeniu z HBO, powodowat istotne zahamowanie wzrostu komorek [132].
Terapia kombinowana TMZ+HBO znaczaco nasilata rowniez apoptoze komoérek
nowotworowych. Istotny wzrost wlasciwosci antyproliferacyjnych temozolomidu
pod wpltywem HBO zaobserwowali takze Dagistan i wsp. w badaniach in vivo [131].
Lu i wsp. zaproponowali stosowanie nimustyny potaczonej z natlenianiem
hiperbarycznym w terapii guzow glejopochodnych [133]. W swoich badaniach
udokumentowali spadek masy guza u myszy leczonych nimustyna/HBO, nie tylko
w pordéwnaniu do grupy kontrolnej, ale rowniez do zwierzat, ktorym podawano tylko
HBO lub tylko nimustyng.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan, oceniajacych wptyw
natleniania hiperbarycznego na dziatanie ZKK-3, sa zbiezne z przedstawionymi
powyzej doniesieniami literaturowymi. Wzrost st¢zenia testowanej pochodnej
izotiomocznika skutkuje istotnym statystycznie obnizeniem proliferacji komorek
glioblastoma in vitro, zarowno w warunkach normoksji, jak i po podaniu tlenu
hiperbarycznego. Jednakze po podaniu ZKK-3 w stezeniu 50 uM i jednoczesnej
ekspozycji na dziatanie HBO, spadek liczby komorek jest znaczaco wigkszy niz
w warunkach standardowych. Zywotno$¢ komorek linii T98G traktowanych ZKK-3
réowniez ulega zmniejszeniu pod wplywem natleniania hiperbarycznego.
Po 24-godzinnej inkubacji z ZKK-3, spadek liczby zywych komoérek w warunkach

HBO jest znaczaco wigkszy w poréwnaniu do normoksji jedynie po podaniu
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badanego zwigzku w stezeniu 50 pM. Jednak po 48 godzinach istotne statystycznie
réznice pomigdzy warunkami HBO i normoksji obserwuje si¢ takze przy nizszych
stezeniach ZKK-3. Uzyskane wyniki wskazuja, ze tlen hiperbaryczny nasila
przeciwnowotworowe wlasciwosci badanego pentabromobenzyloizotiomocznika.
Najbardziej korzystny efekt obserwowano przy wyzszych stgzeniach lub
przedtuzonym czasie ekspozycji na dziatanie ZKK-3/HBO.

Warto zaznaczy¢, ze bezposrednie porownanie proliferacji komoérek glejaka
in vitro w warunkach hiperbarii tlenowej i hipoksji, analogicznej do warunkow
niedotlenienia tkanki nowotworowej in vivo, potwierdza pozytywna rolg HBO jako
postepowania wspomagajacego chemioterapi¢. Co prawda w obu warunkach
tlenowych wzrost komorek linii T98G jest znaczaco spowolniony po podaniu ZKK-3
w stezeniach 25 puM i 50 pM, jednakze istotnie statystycznie silniejszy efekt
cytotoksyczny uzyskuje si¢ po zastosowaniu HBO. ZKK-3 w polaczeniu z tlenem
hiperbarycznym wykazuje znaczacy wplyw rowniez na obnizenie zywotnosci
komorek linii T98G. Pod wptywem tlenu, podawanego pod zwickszonym
ci$nieniem, badana pochodna izotiomocznika redukuje liczbe zywych komorek
nowotworowych w sposob istotny statystycznie juz przy stgzeniu 10 uM.
Wrazliwo$¢ komorek na dziatanie ZKK-3 jest zdecydowanie wyzsza w warunkach
HBO niz w przypadku hipoksji, niezaleznie od czasu ekspozycji na dzialanie
testowanego zwiazku. Jedynie po podaniu ZKK-3 w stgzeniu 50 uM, niezaleznie
od warunkow tlenowych oraz czasu inkubacji, nie obserwuje si¢ roéznic istotnych
statystycznie. Otrzymane rezultaty pokazuja, ze podawanie tlenu pod zwiekszonym
cisnieniem nasila wlasciwosci cytotoksyczne testowanej pochodnej izotiomocznika
w stosunku do warunkéw hipoksji, odpowiadajacych warunkom fizjologicznym
tkanki nowotworowej. Biorac pod uwagg fakt, ze zwigzek ten stosowany pojedynczo
wydaje si¢ by¢ duzo bardziej efektywny w leczeniu komorek glioblastoma in vitro
niz uzywany aktualniec w klinice temozolomid [205], mozna domniemywac,
ze polaczenie dzialania ZKK-3 1 natleniania hiperbarycznego moze stanowic
obiecujace podejscie terapeutyczne wzgledem nowotworOw mozgu o najwyzszym
stopniu ztosliwosci histologiczne;.

Pozytywne wyniki w eksperymentalnym leczeniu niektorych nowotwordw,
w tym glejakow, uzyskano takze wykorzystujac hiperbari¢ tlenowa jako terapig
wspomagajacg  radioterapi¢  [47].  Niezwykle istotne jest  stosowanie

napromieniowania bezposrednio po natlenianiu, w przeciwnym razie mogg wystapié¢
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dziatania niepozadane i uszkodzenia popromienne. Kohshi i wsp. stosujac RT nie
pozniej niz 15 minut po HBO odnotowali redukcj¢ rozmiarow guzéw
glejopochodnych oraz wzrost przezywalnosci pacjentow bez obserwowanych
efektow ubocznych [125, 126]. Obiecujgce wydajg si¢ byé rowniez badania
kliniczne, w ktérych natlenianie hiperbaryczne stanowilo jeden z elementow terapii
wieloczynnikowej w leczeniu glejakow. Jednoczesne potaczenie HBO, radioterapii
i chemioterapii powodowalo regresje wzrostu nowotworu oraz wydluzenie czasu
przezycia pacjentow. W przeprowadzonych badaniach uzywano rd6znych
chemioterapeutykow: interferonu-beta/nimustyny [134], prokarbazyny/nimustyny/
winkrystyny [135-137], jak réwniez temozolomidu [138].

5.3. Wplyw réznych warunkéw tlenowych na ekspresj¢ biatka HIF-1a

Wyniki licznych badan naukowych dowodza, ze w warunkach
niewystarczajacego zaopatrzenia W tlen, w komorkach nowotworowych dochodzi
do szeregu niekorzystnych zmian metabolicznych, nasilenia angiogenezy oraz
zaburzenia procesu apoptozy [46]. Glownym czynnikiem transkrypcyjnym,
zaangazowanym w regulacje proceséOw adaptacyjnych, jest indukowany hipoksja
heterodimer HIF-1 [33, 36, 61]. Poziom podjednostki o (HIF-la), a przez
to aktywno$¢ czasteczki HIF-1, jest $cisle zalezny od poziomu natlenowania
komorek. Zespdt Zhou 1 wsp. zbadal stopien ekspresji HIFs w komorkach
nowotworow roznego pochodzenia, w tym glejakow, hodowanych in vitro
w zréznicowanych warunkach tlenowych [223]. Zaobserwowano, ze poziom HIFs
roznit si¢ w zaleznosci od linii komoérkowej. Niemniej jednak stopniowe obnizanie
cisnienia czastkowego pO: skutkowalo mniej lub bardziej gwattownym wzrostem
ekspresji HIF niezaleznie od pochodzenia komorek. Podwyzszenie poziomu HIF-1a,
jak réowniez genoéw przez niego regulowanych (m.in. VEGF, GLUT1, GLUTS,
PDHK1), w warunkach hipoksji, w poréwnaniu z warunkami standardowymi,
odnotowali réwniez inni badacze [218, 224]. Co wigcej, Liu i wsp. wykazali,
ze nasilona ekspresja HIF-1a sprzyjata wyksztatcaniu lekoopornosci przez komorki
linii nowotworowych oraz ich przezywalnosci [225]. Byto to zwiazane z faktem,
izpod wptywem HIF-la dochodzilo do wzrostu poziomu biatka opornosci
wielolekowej 1 (ang. multidrug resistance-associated protein 1, MRP1) i genow
antyapoptotycznych (Bcl-2), a z drugiej strony odnotowano ostabienie ekspresji
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biatka proapoptotycznego Bax. Ponadto zar6wno powyzsze badania, jak i inne
eksperymenty przeprowadzone na modelach trojwymiarowych in vitro wykazaty,
ze wzrost ekspresji HIF-1o korelowal z nasilong ekspresjg transportera opornosci
lekowej P-gp (ang. P-glycoprotein) [226].

W przypadku glioblastoma zaobserwowano, ze zarowno W warunkach
hipoksji przewlektej, jak i cyklicznej, dochodzito do wzrostu poziomu mRNA oraz
biatka HIF-10 w komoérkach in vitro [35]. Joseph i wsp. potwierdzili wzrost ekspresji
HIF-1a oraz HIF-2o0 w komorkach réznych linii GBM pod wptywem obnizonej
zawartosci tlenu [66]. Co wigcej, liczne publikacje sugeruja, ze w glioblastoma
aktywnosc¢ biatek z rodziny HIF jest podwyzszona juz w warunkach normoksyjnych,
a hipoksja dodatkowo ja nasila [29, 33, 223].

Zahamowanie aktywnosci czynnikow z rodziny HIF wydaje si¢ by¢
atrakcyjng strategia terapeutyczng. Prowadzone s3a badania, majace na celu
opracowanie inhibitorow specyficznych wobec HIF-1 oraz wyciszanie jego
aktywno$ci przy uzyciu siRNA. Jednym ze zwiazkdéw obnizajacych ekspresje HIF-1
jest topotecan, bedacy inhibitorem topoizomerazy I, ktéry byl testowany na liniach
komorkowych GBM oraz w probach przedklinicznych [227, 228]. Najnowsze
badania sugeruja, ze supresj¢ aktywnosci HIF-la mozna osiggna¢ takze poprzez
podawanie propofolu [217].

Skutecznym sposobem obnizania ekspresji HIF-1a wydaje si¢ by¢ rowniez
zastosowanie tlenu hiperbarycznego. Wykazano, ze podawanie HBO powodowato
obnizenie poziomu mRNA i biatka HIF-la. w modelach in vivo w przypadku
uszkodzenia rdzenia krggowego [229], niedokrwienia moézgu [230] i w ostrym
zapaleniu trzustki [231]. Natomiast przeciwny efekt uzyskiwano podczas stosowania
tlenu pod zwigkszonym cisnieniem w leczeniu trudno gojacych si¢ ran [232] oraz
W regeneracji watroby [233], gdzie dochodzito do wzrostu poziomu HIF-1la.
Niestety, tylko niewielka liczba dost¢gpnych publikacji dotyczy wptywu natleniania
hiperbarycznego na ekspresj¢ bialek z rodziny HIF w komorkach nowotworowych.
Lu i wsp. zaobserwowali istotne statystycznie zahamowanie aktywnosci tego
czynnika transkrypcyjnego w mysim modelu ludzkiego glejaka po ekspozycji
na dziatanie HBO [133]. Potaczenie dziatania HBO i nimustyny niemal catkowicie
hamowato aktywno$¢ HIF-1a. Stuhr i wsp. po zastosowaniu normobarycznego
natleniania (100% O3, 1 bar) wobec innego modelu glejaka in vivo odnotowali ponad

7-krotny spadek ekspresji izoformy HIF-2a w odniesieniu do warunkéw kontrolnych
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- normoksji [54]. Z drugiej strony, istnieja rowniez doniesienia mowigce o braku
wplywu HBO na poziom HIF-1a lub 0 nasileniu jego ekspresji po podaniu czystego
tlenu pod normalnym lub zwickszonym ci$nieniem [110, 122, 234]. Zatem kwestia
ta wciagz pozostaje nie do konca rozstrzygnicta.

Wyniki obecnie przeprowadzonych badan otrzymanych przy uzyciu testu
ELISA pokazuja, ze poziom biatka HIF-1a w komorkach linii T98G zalezy $cisle
od warunkow tlenowych w jakich sg one hodowane. W komoérkach utrzymywanych
w hipoksji ekspresja HIF-1a jest znaczgco wyzsza w porOwnaniu z warunkami
standardowymi. Wydtuzenie czasu niedotlenienia (preinkubacja w warunkach
hipoksji przed podaniem ZKK-3) sprawia, ze wzrost poziomu HIF-la jest jeszcze
wigkszy. Z drugiej strony, ekspozycja na dziatanie HBO nie powoduje istotnych
zmian w poziomie HIF-1oo w porownaniu do normoksji. Wyjatek stanowia lizaty
zgrupy hipoksja/HBO traktowane wyzszymi stezeniami ZKK-3, w ktorych
odnotowuje si¢ znaczace obnizenie poziomu badanego biatka. Najistotniejszym
celem powyzszego doswiadczenia bylo sprawdzenie, w jaki sposob HBO wplywa
na poziom ekspresji  HIF-la w odniesieniu do grupy preinkubowanej
w analogicznych warunkach tlenowych, a nast¢pnie poddanej dziataniu ZKK-3
w warunkach hipoksji. W grupach utrzymywanych wstgpnie w normoksji,
anastepniec w warunkach hipoksji lub hiperbarii tlenowej, obserwuje si¢
statystycznie istotny spadek poziomu HIF-la pod wptywem HBO w grupach
kontrolnych. Z kolei poroéwnanie ze sobg grup preinkubowanych w warunkach
hipoksji pokazuje, ze podanie HBO prowadzi do znaczacego zahamowania ekspresji
HIF-1a, widocznego zar6wno w grupach kontrolnych, jak i przy wiekszosci
stosowanych stezen ZKK-3. Otrzymane wyniki sugeruja, ze ekspozycja na dziatanie
HBO w znaczacy sposéb wptywa na obnizenie poziomu HIF-1a, ktdrego poziom jest
szczegolnie podwyzszony w warunkach hipoksji.

Niewatpliwa zaletg zastosowania natleniania hiperbarycznego w leczeniu
nowotworow jest fakt, ze HBO powoduje istotne zahamowanie aktywnos$ci HIF-1a,
a jednocze$nie wykazuje znikoma toksyczno$¢ w poréwnaniu z innymi

proponowanymi inhibitorami tego biatka.
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5.4. Wptyw pochodnej izotiomocznika ZKK-3 oraz roéznych warunkow
tlenowych na ekspresj¢ kinazy biatkowej PKD1 i poziom jej form

ufosforylowanych

Kinaza biatkowa D1 pelni istotng role w wielu procesach fizjologicznych.
Odpowiada miedzy innymi za regulacje detoksykacji reaktywnych form tlenu,
powstajacych w mitochondriach i w ten sposob chroni komorki i ich organelle przed
stresem oksydacyjnym [165]. Zaburzenia ekspresji PKDI1 sprzyjaja rozwojowi
licznych procesow patologicznych, w tym takze chorob nowotworowych. Mozna
przypuszczaé, ze poprzez regulacj¢ poziomu PKD1 mozna wptywaé na rozwdj tych
schorzen oraz proces ich leczenia. | tak Nickkholgh i wsp. opisali §ciezke sygnatowa
B-kateniny/Myc/Max, odpowiedzialng za obnizanie ekspresji kinazy biatkowej D1
w nowotworach  prostaty. Autorzy zasugerowali, ze poprzez inhibicj¢
poszczegolnych elementdéw tej kaskady mozna zwigkszy¢ aktywnos¢ PKDI, a tym
samym odpowiedz komorek raka prostaty na leczenie [175]. Trwaja liczne badania
nad opracowaniem supresoréw, skutecznych wobec badanej kinazy [172]. Niestety
wadg wigkszosci z nich okazata si¢ ich niska selektywnos$¢. Zmniejszenie poziomu
biatek z rodziny PKD wydaje si¢ by¢ pozadane takze w leczeniu glejakéw. W tym
celu podejmowano proby wykorzystania dostgpnych inhibitorow oraz badano
wyciszenie ekspresji PKD2 w komorkach linii glioblastoma przy uzyciu specjalnie
zaprojektowanych siRNA [171, 176].

Koronkiewicz i wsp. wykazali, ze N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromo-
benzylo)izotiomocznik (ZKK-3), podawany w stezeniu 10 uM, hamowat aktywnos¢
kinazy PKD1 w komorkach raka prostaty in vitro o okoto 70% [140]. ldentyczna
zalezno$¢ zaobserwowano takze w przypadku linii komodrkowej ludzkiej ostrej
biataczki szpikowej [141]. W doniesieniach tych nie podano jednak po jakim czasie
inkubacji z badanym zwiagzkiem oceniana byla ekspresja PKD1. Nie sprecyzowano
takze, czy uzyskane wyniki odnosza si¢ do catkowitego poziomu tej kinazy (tzn.
niezaleznie od jej formy), czy jedynie poziomu formy nieufosforylowanej.
Doktadniejsze badania przeprowadzone na linii komorkowej glioblastoma T98G
wykazaly, ze ZKK-3 w stgzeniu 10 uM po 48-godzinnej inkubacji nie wywotuje
znaczacych zmian w ekspresji PKD1, natomiast powoduje istotny, ponad 66%,

spadek poziomu ufosforylowanej formy tej kinazy: pPKD1 (Ser 916) [205].
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Obecnie przeprowadzone badania z uzyciem linii zlosliwego glejaka T98G
pokazuja jedynie tendencj¢ do obnizania ekspresji kinazy biatkowej D1 pod
wpltywem testowanej pochodnej izotiomocznika, jednak nawet po zastosowaniu
ZKK-3 w stezeniu 50 uM obserwowane rdznice nie sg istotne statystycznie.
24-godzinna inkubacja z najwyzszym st¢zeniem badanego zwigzku skutkuje
natomiast znaczacym spadkiem (0 45-70%) poziomu formy ufosforylowanej pPKD1
(Ser 916) niezaleznie od stosowanych warunkow tlenowych. Sugeruje to, ze ZKK-3
wykazuje dzialanie hamujgce wobec aktywnosci tej formy badanej kinazy. Inaczej
przedstawiaja si¢ wyniki uzyskane dla innej formy pPKD1 (Ser 744/748). Przy
niskich stezeniach testowanego zwigzku cytotoksycznego poziom tej kinazy nie
ulega wigkszym zmianom. Jednak pod wplywem inkubacji z ZKK-3 w stezeniu
50 uM dochodzi do niespodziewanego wzrostu jej aktywnosci, istotnego
statystycznie w warunkach standardowych, hipoksji oraz HBO. Podejmujac proby
wyjasnienia zachodzacej zalezno$ci, warto zwroci¢ uwage na fakt, ze w procesie
aktywacji kinazy biatkowej D1, wywotanej stresem oksydacyjnym po uprzedniej
translokacji oraz fosforylacji na reszcie Tyr 463, zachodzi ponowna fosforylacja tego
biatka w petli aktywacyjnej na resztach Ser 744/748, a dopiero na koncu fosforylacja
na Ser 916 (Rycina 1b) [166]. Wysoce prawdopodobnym wydaje si¢ zatem,
ze podawanie ZKK-3 w stezeniu 50 uM zapobiega fosforylacji PKD1 wlasnie
nareszcie Ser 916, co skutkuje obnizeniem poziomu pPKD1 (Ser 916), przy
jednoczesnym nagromadzeniu pPKD1 (Ser 744/748).

W badaniach in vitro wykazano, ze w hipoksji zachodzi fosforylacja
i aktywacja PKD1, indukowana melatoning lub biatkiem thBMP-2 (rekombinowane
ludzkie biatko morfogenetyczne kos$ci), ktora w potaczeniu ze $ciezkg sygnatowa
MAPK sprzyja roznicowaniu osteoblastow [235, 236]. Fleegal i wsp. oznaczali
poziom izoform kinaz z rodziny PKC w warunkach niskiego st¢zenia tlenu
I po reoksygenacji w modelach in vitro i in vivo [237]. Okazato si¢, ze o ile w liniach
komodrkowych ekspresja kinazy PKCp (pierwotna nazwa kinazy PKD1) znaczaco
rosta pod wplywem hipoksji i pozostawata podwyzszona po reoksygenacji, o tyle
w modelu szczurzym nie obserwowano istotnych zmian jej poziomu. Niezmieniong
w wyniku niedotlenienia (10% O) ekspresje PKCu w pniu mézgu szczurdw
odnotowali wczesniej takze Gozal i wsp. [238]. Z drugiej strony wykazano,

ze wzrost poziomu fosforylacji PKD1 na resztach Ser 744/748 oraz Ser 916
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w odpowiedzi na stres oksydacyjny skutkowal obnizeniem apoptozy komorek
w modelu in vitro choroby Parkinsona [239].

Roéwnie skomplikowana jest kwestia wptywu stopnia natlenowania na poziom
kinaz biatkowych D w nowotworach. Spowodowane jest to faktem, iz zaréwno
niedobor tlenu, jak i jego nadmiar w organizmie nasila stres oksydacyjny i produkcje
ROS [46, 92]. Nalezatoby si¢ zatem spodziewa¢ pobudzenia aktywno$ci PKDI1
w komorkach nowotworowych w warunkach hipoksji oraz pod wplywem HBO.
Azoitei 1 wsp. zaobserwowali, ze w warunkach obnizonego dostepu tlenu dochodzito
do aktywacji kinazy PKD2 w linii komodrkowej nowotworu trzustki [177].
Wykazano, ze pod wplywem zwigkszonego st¢zenia mitochondrialnych reaktywnych
form tlenu (np. H202) nastgpowal wzrost zarowno catkowitej ekspresji Kinazy
biatkowej D, jak i jej form ufosforylowanych na resztach Ser 738/742 oraz Tyr 463
[167, 168].

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, ze poziom PKDI nie rézni si¢
zbytnio pomie¢dzy badanymi warunkami tlenowymi. Po zastosowaniu ZKK-3
ekspresja kinazy biatkowej D1 nieznacznie maleje w warunkach hipoksji oraz
podwdjnej hipoksji. Z kolei natlenianie hiperbaryczne powoduje wzrost ekspresji
PKD1. Wszystkie te zmiany nie sa jednak istotne statystycznie. Zblizone zaleznosci
obserwuje si¢ takze dla form ufosforylowanych kinazy PKD1. W hodowlach, ktorym
nie podano zwigzku cytotoksycznego, nastepuje znaczacy spadek poziomu pPKD1
(Ser 916) w hipoksji, HBO oraz podwdjnej hipoksji. W warunkach zwiekszonego
ci$nienia tlenu poziom tej formy kinazy wydaje si¢ by¢ wyzszy niz w warunkach
niedotlenienia, jednak réznice nie sg istotne statystycznie. Z kolei w przypadku
pPKD1 (Ser 744/748) jedynie w grupie kontrolnej dochodzi do znaczacego wzrostu
aktywnosci w warunkach hipoksja/HBO w stosunku do normoksji. Nieistotne
statystycznie roznice w ekspresji PKD1 oraz poziomie jej ufosforylowanych form
w warunkach hipoksji i HBO moga jedynie sugerowaé, ze pod wptywem tlenu
hiperbarycznego moze dochodzi¢ do nieco wigkszych zaburzen homeostazy
oksydacyjnej niz ma to miejsce w wyniku niedoboru Oz w komoérkach. By¢ moze
nalezatoby wydtuzy¢ okres niedotlenienia oraz powtorzy¢ natlenianie hiperbaryczne,

aby uzyska¢ bardziej jednoznaczne wyniki.
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5.5. Podsumowanie

Przeprowadzone badania miaty na celu ocene wplywu réznych warunkow
tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, na potencjat przeciwnowotworowy
nowej pochodnej pentabromobeznyloizotiomocznika - ZKK-3 wobec komorek
nowotworowych linii ztosliwego glejaka T98G. Uzyskane wyniki dowodza,
ze zarbwno warunki braku (anoksja), jak i niedoboru tlenu (hipoksja) ostabiaja
aktywno$¢ antyproliferacyjng testowanego zwigzku wobec komorek badanej linii
glioblastoma. Aby osiggna¢ zadowalajacy efekt cytotoksyczny w warunkach
niedotlenienia konieczne jest stosowanie ZKK-3 w wysokim stezeniu lub
przedtuzenie ekspozycji na jego dziatanie. Z kolei podanie HBO uwrazliwia komorki
linii T98G na dziatanie badanej pochodnej izotiomocznika, zarbwno w odniesieniu
do normoksji, jak i hipoksji, odpowiadajacej warunkom in situ. W porownaniu
z warunkami hipoksji, zywotno$¢ komorek glejaka znaczgco maleje pod wptywem
natleniania hiperbarycznego juz przy niskich st¢zeniach zwigzku oraz po krétkim
czasie ekspozycji na ZKK-3/HBO. Wzrost poziomu biatka HIF-1o. w warunkach
hipoksji oraz jego obnizenie pod wptywem natleniania hiperbarycznego wyraznie
sugeruje, ze zastosowanie HBO moze zmniejszaé oporno$¢ komorek
nowotworowych na leczenie, spowodowang niedotlenieniem tkanki nowotworowe;.
Otrzymane wyniki pokazuja, ze pod wplywem dziatania ZKK-3 nie dochodzi
do obnizenia poziomu PKDI1 oraz jej ufosforylowanej formy pPKD1 (Ser 744/748),
nastepuje jednak spadek poziomu formy pPKD1 (Ser 916). Brak znaczacych réznic
w poziomie PKD1 i jej ufosforylowanych form w komoérkach poddawanych
dziataniu ZKK-3 w roznych warunkach tlenowych, w tym natleniania
hiperbarycznego sugeruje, ze hamowanie aktywnosci kinazy biatkowej D1 nie jest
wiodgcym mechanizmem dziatania cytotoksycznego ZKK-3/HBO. Warto jednak
podkresli¢, ze pod wplywem tlenu hiperbarycznego dochodzi do zniesienia
ochronnego wptywu HIF-lo na komoérki linii T98G 1 uwrazliwienia komoérek
nowotworowych na efekt cytotoksyczny ZKK-3, co moze stanowi¢ podstawe
do rozwazan nad mozliwoscig zastosowania potgczenia ZKK-3/HBO w leczeniu

ztosliwych nowotworéw glejopochodnych.
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6. Wnioski

e Brak tlenu (anoksja) oraz warunki obnizonego poziomu tlenu (hipoksja)
ostabiaja efekt cytotoksyczny pochodnej izotiomocznika ZKK-3 i sprzyjaja
lepszej przezywalnosci komoérek glioblastoma w warunkach in vitro.

e Podanie tlenu hiperbarycznego istotnie obniza proliferacje komorek linii
ztosliwego glejaka T98G oraz zwigksza ich wrazliwo$¢ na testowang
pochodng izotiomocznika — ZKK-3. Korzystny efekt cytotoksyczny
ZKK-3/HBO mozna uzyska¢ przy nizszych st¢zeniach badanego zwigzku
oraz po krotszym czasie ekspozyciji.

e Poziom bialka HIF-la w komorkach linii T98G wzrasta w warunkach
hipoksji, natomiast wulega obnizeniu pod wplywem natleniania
hiperbarycznego. Moze to sugerowac, ze HBO zmniejszajac niedotlenienie
I poziom markeréw hipoksji, obnizy oporno$¢ komoérek nowotworowych
na dzialanie cytostatykow.

e Spadek poziomu pPKD1 (Ser 916) po podaniu ZKK-3 wskazuje, ze badana
pochodna pentabrombenzyloizotiomocznika wykazuje wtasciwosci inhibitora
wzgledem tej formy kinazy biatkowej D1.

e Brak znaczacych réznic w poziomie PKD1 i jej ufosforylowanych form
w komorkach glioblastoma poddawanych dziataniu ZKK-3 w roznych
warunkach tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, sugeruje,
ze hamowanie aktywno$ci kinazy bialkkowej D1 nie jest wiodacym
mechanizmem dziatania cytotoksycznego ZKK-3/HBO.

e Potaczenie pochodnej izotiomocznika ZKK-3 i natleniania hiperbarycznego
mozna rozwaza¢ jako obiecujace podejScie terapeutyczne w leczeniu

nowotworow moézgu o najwyzszym stopniu ztosliwosci histologiczne;j.
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