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

Dyplom magistra nauk chemicznych nadany przez Uniwersytet Slaski, Wydziat
Matematyki, Fizyki i Chemii, Instytut Chemii w dniu 19.06.2009 r. w Katowicach.

Tytut pracy magisterskiej: ,,Synteza i1 badanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej pochodnych
chinazoliny.”

Dyplom doktora nauk fizycznych nadany przez Uniwersytet Slaski, Wydziat Matematyki,
Fizyki i Chemii, Instytut Fizyki w dniu 14.10.2013 r. w Katowicach

Tytut pracy doktorskiej: ,,Poszukiwanie nowych chelatorow zZelaza dla terapii

przeciwnowotworowych.”

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

listopad 2013 — pazdziernik 2014 Asystent w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Slaskiego
listopad 2014 — obecnie Adiunkt w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Slaskiego

3. Wskazanie osiagni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789):

a) tytul osiagniecia naukowego,

»Kompleksowanie jonow metali w terapii antynowotworowej”

b) (autor/autorzy, tvtul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy),

H1. R. Musiol, A. Mrozek-Wilczkiewicz, J. Polanski, 2014, “Synergy against fungal
pathogens: Working together is better than working alone”, Curr. Med. Chem., 21(7), 870-
893. doi: 10.2174/0929867321666131218094848.

IF2014 = 3,853, MNiSW = 35 pkt.

Moj wkiad w powstanie tej przegladowej pracy polegat na krytycznej analizie oraz opisie

dostepnych metod walidacji zjawiska synergii w ujeciu testow przeciwgrzybiczych oraz
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stosowanych lekow przeciwgrzybiczych, napisaniu rozdziatu dotyczacego badan klinicznych
oraz edycji koncowej wersji tekstu. Moj wktad polegatl rowniez na kierowaniu projektem
naukowym (N405/ 068440) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 40%.

H2. A. Mrozek-Wilczkiewicz, M. Serda, R. Musiol, G. Malecki, A. Szurko, A. Muchowicz,
J. Golab, A. Ratuszna, J. Polanski, 2014, ,,Iron Chelators in Photodynamic Therapy Revisited:
Synergistic Effect by Novel Highly Active Thiosemicarbazones”, ACS Med. Chem. Lett, 5,
336-339. doi: 10.1021/ml400422a.
IF2014 = 3,120, MNiSW = 30 pkt.

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu ogolnej koncepcji oraz
zaplanowaniu, wykonaniu, interpretacji i opisie nastepujacych doswiadczen:

- cytotoksyczno$é na liniach komérkowych HCT 116 p53**, HCT 116 p53”-, NHDF

- pomiary kinetyczne powstawania protoporfiryny X

- wptyw badanych zwigzkow na powstawanie PpIX

- pomiar rodzaju oddzialywania badanych potaczen (badanie synergii)

- pomiar reaktywnych form tlenu

Ponadto moj udzial polegat na napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu oraz kierowaniu
projektem naukowym (N405/ 068440) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Moj udziat procentowy szacuje na 70%o.

H3. A. Mrozek-Wilczkiewicz, E. Spaczynska, K. Malarz, W. Cieslik, M. Rams-Baron, V.
Krystof, R. Musiol, 2015, ,Design, Synthesis and In Vitro Activity of Anticancer
Styrylquinolines. The p53 Independent Mechanism of Action”, PLOS One 10(11), e0142678.
doi: 10.1371/journal.pone.0142678.

IF2015 = 3,057, MNiSW = 40 pkt.

Mo¢j wklad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu gtéwnej hipotezy, zaplanowaniu
doswiadczen dotyczacych czesci biologicznej oraz analizie uzyskanych danych. Ponadto moj
udziat polegat na napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu oraz kierowaniu projektem
naukowym (2014/13/D/NZ7/00322) obejmujgcym badania opisane w tej pracy.

Moj udziat procentowy szacuje na 60%o.



H4. A. Mrozek-Wilczkiewicz, K. Malarz, M. Rams-Baron, M. Serda, D. Bauer, F.-P.
Montforts, A. Ratuszna, T. Burley, J. Polanski, R. Musiol, 2017, ,,Iron Chelators and Exogenic
Photosensitizers. Synergy through Oxidative Stress Gene Expression”, J. Cancer, 8, 1979-87.
doi: 10.7150/jca.17959.

IF2017 = 3,249, MNiSW = 30 pkt.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu gldwnej hipotezy badawczej,
zaplanowaniu doswiadczen 1 analizie wynikow dotyczacych czesci biologicznej oraz
wykonaniu eksperymentéw dotyczacych synergii. Ponadto moj udziat polegat na napisaniu
koncowej wersji manuskryptu oraz kierowaniu projektem naukowym
(2014/13/D/NZ7/00322) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 70%o.

HS. M. Rejmund, A. Mrozek-Wilczkiewicz, K. Malarz, M. Pyrkosz-Bulska, K. Gajcy, M.
Sajewicz, R. Musiol and J. Polanski, 2018, ,Piperazinyl fragment improves anticancer
activity of Triapine” PLOS One, 13(4), e0188767. doi: 10.1371/journal.pone.0188767.

IF2017 = 2,766, MNiSW = 35 pkt.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, analizie 1 opisie eksperymentow
zwigzanych z cytotoksycznoscig, hamowaniem cyklu komorkowego oraz indukcja apoptozy.
Testy te wykonywata mgr Malarz, nad ktora sprawowatam opieke¢ naukowa jako promotor
pomocniczy odpowiedzialny za cze$¢ biologiczng. Ponadto zaplanowatam, wykonatam i
opisalam analize Western Blot. Dodatkowo mdj udzial polegat na kierowaniu projektem
naukowym (2014/13/D/NZ7/00322) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Moj udziat procentowy szacuje na 50%o.

H6. K. Malarz, A. Mrozek-Wilczkiewicz, M. Serda, M. Reyjmund, J. Polanski, and R.
Musiol, 2018, “The role of oxidative stress in activity of anticancer thiosemicarbazones”,
Oncotarget 9(25), 17689-17710. doi: 10.18632/oncotarget.24844.

IF2017 = 5,168, MNiSW = 35 pkt.

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu, analizie i opisie wszystkich
testow dotyczacych czesci biologicznej. Czes¢ z nich wykonata mgr Malarz, nad ktorg

sprawowatam opiek¢ naukowa jako promotor pomocniczy odpowiedzialny za czg§¢
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biologiczng. Ponadto wykonatam testy okreslajace hamowanie cyklu komorkowego, indukcje
apoptozy oraz analiz¢ Western Blot. Dodatkowo mdj udziat polegat na kierowaniu projektem
naukowym (2014/13/D/NZ7/00322) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Moj udzial procentowy szacuj¢ na 70%.

H7. A. Mrozek-Wilczkiewicz, K. Malarz, M. Rejmund, J. Polanski, R. Musiol, 2019,
“Anticancer activity of the thiosemicarbazones that are based on di-2-pyridine ketone and
quinoline moiety”, Eur. J. Med. Chem., 171C, 180-194. doi: 10.1016/j.ejmech.2019.03.027.
1F2017 = 4,816, MNiSW = 40 pkt.

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na stworzeniu gtownej hipotezy, zaplanowaniu
doswiadczen dotyczacych czesci biologicznej oraz analizie uzyskanych danych. Ponadto moj
udzial polegal na wykonaniu analizy Western Blot, eksperymentéw zwigzanych z indukcja
apoptozy, napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu oraz kierowaniu projektem naukowym
(2014/13/DINZ7/00322) obejmujacym badania opisane w tej pracy.

Mo6j udzial procentowy szacuje na 70%o.



¢) omowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z omOwieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

Glownym celem naukowym moich badan jest zastosowanie zwigzkoéw z grupy
chinolin, tiosemikarbazonow, porfiryn, chloryn i innych jako potencjalnych lekow w terapii
antynowotworowej. Cechg wspo6lng wszystkich tych pochodnych jest tworzenie kompleksow
z jonami metali. Gospodarka metali jest $cisle regulowana przez szereg czynnikoéw, dlatego
jej zaburzenie w istotny sposob wptywa na odpowiedz komdrkowa. Zwigzanie jonow metali
powoduje zaburzenie proliferacji komorkowej poprzez zablokowanie dostarczania waznych
mikroelementow. Wérod wielu z nich mozna wyrdzni¢ zelazo biorgce udzial w syntezie
DNA, ATP, hemu, oddychaniu komérkowym czy transporcie tlenu [1]. Podobnie miedz petni
funkcje transportera elektronow, jak rowniez bierze udziat w waznych procesach, takich jak
sygnalizacja komoérkowa. Komorki nowotworowe maja zwigkszone zapotrzebowanie na
wymienione mikroelementy z racji zwickszonego metabolizmu, dlatego zablokowanie zrodta
kluczowych skladnikow wydaje si¢ by¢ racjonalnych podejsSciem w  terapii
antynowotworowej. Ponadto zwigzanie metali ma rowniez wpltyw na szereg biomolekut
bioracych udziat w zasadniczych procesach komoérkowych, a sterowanie ich funkcjonalnoscia,
poprzez zastosowanie badanych zwigzkow, pozwala decydowacé o losie komorki. W dalszej
cze$ci pracy zebrano wyniki dotyczace potencjalnego mechanizmu dziatania duzej biblioteki
zwigzkoéw o wiasciwosciach kompleksujacych, z podkresleniem wktadu jaki ta wiedza wnosi
w rozwo0j farmakologii. Wspotpraca z zespotami specjalistow z dziedziny chemii lekow,
syntezy organicznej oraz farmacji (zespot prof. Roberta Musiola oraz prof. Jarostawa
Polanskiego) zaowocowala przetestowaniem kilkuset pochodnych na panelu linii
komorkowych. Ponadto w ramach analizy zaleznosci struktura-aktywno$¢ zmodyfikowano
$ciezki syntetyczne nowych zwigzkow, w celu zaprojektowania i zsyntezowania analogdéw 0
lepszych parametrach farmakologicznych. Z duzej grupy przetestowanych pochodnych
zostaly wybrane najciekawsze przyklady wnoszace istotny wptyw w rozwdj wiedzy na temat

wlasnosci biologicznych i mechanizmu dziatania danej grupy zwigzkow.

Pochodne tiosemikarbazonu

Pochodne tiosemikarbazonu (TSC) charakteryzujg si¢ szerokim spektrum wiasnosci
biologicznych, takich jak wlasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze [2],
przeciwmalaryczne [3] oraz przeciwnowotworowe [4]. Mechanizm dziatania
antynowotworowego, ktory jest glownym obiektem moich badan, jest zlozony i
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niejednokrotnie zwigzki te byly okre§lane mianem ,,miecza obosiecznego”, ze wzgl¢du na
fakt, iz dzialaja wielotorowo [5]. Ich wysoka aktywno$¢ jest zwigzana z indukcja wielu
procesow, jak generowanie reaktywnych form tlenu (RFT) [6], mobilizacja jonow metali
miedzy kompartmentami [7], hamowanie aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej [8],
zahamowanie cyklu komérkowego i indukcja apoptozy [9]. Zwigzki te majg rowniez istotny
wplyw na zmiang ekspresji genow i biatek zwigzanych z gtownymi szlakami w komorce
[10,11]. Obecnie pochodne z grupy TSC ciesza si¢ duzym zainteresowaniem naukowcow, a
kilka pochodnych znajduje si¢ w testach klinicznych [12,13] (NCT02688101, NCT00004213,
NCT02433626). Wiodacy zwiazek, Triapina (3-AP) (Fig.1), zostal szeroko przebadany w
testach klinicznych 1 i 1l fazy, ktore dowiodty korzysci z jego potencjalnego zastosowania w
terapii onkologicznej, rowniez w terapii kombinowanej z gemcytabing, cisplatyng lub

radioterapia (NSC #663249, IND # 68338).
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Fig. 1 Pochodne TSC w fazie testow klinicznych. Analogii badanych zwigzkow.

W swojej dotychczasowej pracy przebadatam ponad 250 pochodnych TSC zsyntezowanych w
grupie prof. Jaroslawa Polanskiego oraz prof. Roberta Musiota z Instytutu Chemii
Uniwersytetu Slaskiego, opartych na strukturze tiosemikarbazonu, w ujeciu ich aktywnosci
antynowotworowej, testujac je na kilkunastu modelach komoérkowych. Sposrod tej bogatej
biblioteki zwigzkow wybratam przyktady przedstawione na Fig.2. Badane zwigzki zostaty
zaprojektowane w oparciu 0 znane farmakofory, takie jak sama grupa tiosemikarbazonu, ale
réwniez inne fragmenty molekularne, jak keton dipirydylowy (obecny w Dp44mT oraz
DpC), aminopirydyna (obecna w 3-AP) czy tetrahydrochinolina lub piperazyna (obecne w
COTI-2). Badanie aktywnos$ci antyproliferacyjnej oraz mechanizmu dziatania pozwolity na
uzupehienie luk w farmakologii tiosemikarbazonéw oraz postawienie nowych hipotez

badawczych.
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Fig. 2 Wybrane pochodne TSC

Rozpoczgcie dyskusji na temat mechanizmu dziatania pochodnych TSC nalezy
rozpocza¢ od ich budowy chemicznej, ktora warunkuje wlasnos$ci chelatujace tych zwigzkow.
W pracy H5 zostaty opisane wtasnos$ci fizykochemiczne analogow Triapiny, ze szczegblnym
uwzglednieniem wiasno$ci kompleksujacych. Badania te sg kontynuacja weze$niejszych prac
[14,15] i ich rozszerzeniem w kontekscie kompleksowania. Zdolnos¢ do tworzenia
kompleksow z metalami jest motywem przewodnim wszystkich prac zebranych w cyklu
habilitacyjnym. W pracy H7 przeprowadzono eksperymenty z wpltywem niespecyficznego
chelatora EDTA na aktywno$¢ badanych TSC. Eksperymenty wykazaly, ze nawet
dziesigciokrotnie wigksze st¢zenie EDTA nie mialo wplywu na aktywnos$¢ TSC. Jest to
niewatpliwym dowodem na tworzenie trwatych kompleksoéw z metalami oraz znajduje
potwierdzenie w pracach innych zespotow [16].

Kontynuujac rozwazania na temat struktury chemicznej opisywanych zwigzkow warto
zwrdoci¢ uwage na niektore zalezno$ci struktura-aktywno$¢ powtarzajace si¢ w wielu
analizowanych przypadkach. W Tabeli 1 przedstawiono przyktadowe wyniki aktywnosci
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1Cs0 [pM]
TSC
HCT 116 p53** | HCT 116 p53” MCF-7 U-251 Hs 683 NHDF

3-AP 1.12£0.28 1.34+0.34 2.33+£0.43 1.48 £0.56 1.76 £ 0.29 >25

1 1.52+£0.44 1.44 £ 0.36 >25

2 >25

4 2.22 £ 0.64 2.60 £ 0.24 >25

5 5.13+£1.24 6.95 £ 3.65 >25

8 12.87 £ 0.99

9 3.20£1.32 >25

14 8.52+2.14 14.74 £ 0.79

15 5.10£1.79 5.54+1.49 14.81 £ 0.72 3.22+0.77

16 12.09 £0.61

Tabela 1 Wybrane warto$ci ICso dla pochodnych TSC dla panelu linii komérkowych.

antyproliferacyjnej dla wybranych zwigzkoéw stanowigcych drugg generacje di-podstawionych
w terminalnym atomie N4 pochodnych [17,18]. W celu czytelnego zobrazowania obliczonych
warto$ci parametru ICso (stezenie, przy ktorym nastgpuje 50% spadek zywotno$ci populacji
komorek) kolorem czerwonym zaznaczono warto$ci ponizej 1 uM, zottym te z zakresu 1 — 10
uM, natomiast ICsg > 10 uM oznaczono kolorem szarym. Analiza struktury krystalograficznej
wskazuje na fakt, iz donorami par elektronowych wigzania koordynacyjnego sa atomy — N (z
pierscienia pirydynowego) oraz N i S (z grupy tiosemikarbazonu) [19]. Przedstawione
warto$ci ICso wskazuja, iz wszystkie pochodne sa bardziej skuteczne w hamowaniu
proliferacji komérek nowotworowych niz Triapina.

Koordynacja jonu metalu jest kluczowa dla aktywno$ci antynowotworowej tych
pochodnych, dlatego wszystkie prezentowane zwigzki posiadajg takie cechy strukturalne,
ktore to umozliwiaja. Na Fig. 3. przedstawiono poréwnanie analogéw Triapiny o réznych
wlasnosciach chelatujacych (na przyktadzie kompleksowania zelaza) i tym samym
odmiennych warto$ciach ICsp. Podstawnik na terminalnym atomie azotu N4 ma z kolei
istotny wptyw na zasadowo$¢ zwigzku i pomimo tego, iz atom ten nie bierze udzialu w

tworzeniu wigzania koordynacyjnego liganda z metalem, to ma istotny wptyw na lipofilowos¢




NG brak wigzania NH

= | Fe
s SJ\N/\ s)\N/\

MR75
IC,, = 0,23 mM (HCT 116 p53™) IC,, > 25 mM (HCT 116 p53™)

Fig. 3 Porownanie aktywnej pochodnej 5 z jej nieaktywnym analogiem MR75.

I aktywnos$¢ catej molekuty [20,21]. Ponadto charakter grupy (elektrono-akceptorowy czy
donorowy) przytaczonej do atomu wegla grupy iminowej rowniez warunkuje lipofilowos¢
oraz aktywno$¢ biologiczng molekuly. Przedstawione dane wskazuja, iz polaczenie
fragmentow molekularnych wystepujacych w pochodnych Triapiny, badz Dp44mT z
pierscieniem piperazynowym obecnym w COTI-2, skutkowato stworzeniem nowych
pochodnych TSC o wysokiej aktywnos$ci antynowotworowe;.

Linie komorkowe z Tabeli 1 sg zréznicowane pod wzgledem pochodzenia, ekspres;ji
biatka p53 oraz innych bialek metalozaleznych. Jak powszechnie wiadomo biatko p53 jest
nazywane straznikiem genomu, dlatego jego prawidlowe funkcjonowanie jest kluczowe do
normalnego rozwoju komorki [22]. Biatko to w odpowiedzi na uszkodzenia komoérkowe
uruchamia systemy naprawcze, badz gdy naprawa jest niemozliwa hamuje wzrost komorkowy
i1 wyzwala procesy degradacji komorki. Obecne dane wskazuja, iz w polowie
scharakteryzowanych nowotworéw gen kodujgcy biatko p53 jest zmutowany, co jest
przyczyng lekoopornosci i stabych prognoz [23]. Dlatego problem ten stanowi interesujacy
temat badawczy. W wigkszosci przypadkéw badane zwigzki wykazywaty wiekszg aktywno$é
na linii z podwdjna delecja genu TP53 (HCT 116 p53”) niz na typie dzikim (HCT 116
p53**). Linia U-251, ktéra posiada mutacje punktowa w sekwencji TP53 rowniez
wykazywata podatno$¢ na badane zwigzki. Najbardziej oporna na dziatanie testowanych TSC
byla linia Hs 683. Zaobserwowana specyficzno$¢ badanych TSC byla impulsem do
przeprowadzenia dalszych analiz.

Tworzenie komplekséw z metalami jest waznym aspektem warunkujgcym wysoka
aktywno$¢ pochodnych z grupy TSC, ktéra z kolei jest zwigzana z generowaniem
reaktywnych form tlenu. Udziat w reakcjach redoks jest mozliwy dzigki skoordynowaniu

jonow metali, ktore moga wystepowaé na réznych stopniach utlenienia jak Fe*/Fe®* czy
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Cu*/Cu?*. Specyficzny sposob koordynacji metalu, ktéry umozliwia zmiane potozenia
elektronu skutkuje generowaniem RFT i tym samym wptywa na zaburzenie komorkowej
homeostazy redoks. Istotny wplyw na pozostawienie luk w sferze koordynacji metalu ma
atom donorowy liganda, ktory determinuje udziat catego kompleksu w reakcji redoks [24].
Dowodem moze by¢ przyktad DFO, ktory tworzgc z metalami nietoksyczne kompleksy w
petni wyczerpuje ich sfery koordynacji, uniemozliwiajac generowanie RFT [25]. Tak wigc
wysoka aktywnos$¢ antynowotworowa pochodnych TSC w duzej mierze jest zalezna od
generowania RFT, co zostato potwierdzone m.in. w pracy Richardsona i wsp. [26], w ktorej
przeprowadzono eksperymenty z wczesniejsza inkubacja z nietoksycznym chelatorem,
majacym silne powinowactwo do metali. Rezultatem tego byla utrata wlasciwosci
cytotoksycznych zwigzku Dp44mT. Zdolnos¢ do generowania RFT przez badane pochodne
zostata zweryfikowana przez przeprowadzenie szeregu testow z udziatem indykatora RFT,
odczynnika CellROX, ktoéry po utlenieniu wigze si¢ z DNA i wykazuje zielong fluorescencje.
W pracy H6 przeprowadzono réwniez szczegdlowa analize kinetyczng powstawania RFT.
Wyniki wskazuja, iz maksymalne stezenie RFT zostaje osiagnigte po 12 godzinach, po czym
nastepuje spadek. Zdolno$¢ do generowania RFT koreluje z aktywnoscig antyproliferacyjna.
Ze wzgledu na podatno$¢ komorek nowotworowych na terapi¢ zwigzang z wywolaniem stresu
oksydacyjnego, zwiazki posiadajace takie wlasciwosci sg atrakcyjnym materialem do badan
nad nowymi lekami. Transformacja nowotworowa oraz zaburzenie metabolizmu powoduje
podwyzszenie poziomu RFT, a to z kolei ma istotny wptyw na lekoopornos¢ [27,28]. W pracy
H6 wykazano, iz pochodne TSC wptywaja na regulacje gendéw zwigzanych z systemem
antyoksydacyjnym. Analiza ekspresji genow dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) i katalazy
(CAT) wykazata ich wyrazny spadek. Przeprowadzono rowniez analize najbardziej znanego
przeciwutleniacza glutationu (GSH) i rowniez w tych testach wykazano znaczacy spadek jego
stezenia. W wyniku generowania RFT, przez badane TSC, nastepowalo catkowite zatamanie
obrony przeciwutleniajacej komorki 1 uruchomienie szlakow majacych na celu zatrzymanie
proliferacji, o czym S$wiadczyl wzrost ekspresji genu NDRG1 — gléwnego indykatora

apoptozy (Fig. 4).
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Fig. 4. Wplyw badanych TSC na system antyoksydacyjny komorki.

Oprocz tworzenia chelatow z jonami metali TSC sa roéwniez rozpatrywane w
konteks$cie dziatania jonoforycznego, co zostato po raz pierwszy przedstawione w pracy H6 i
niewatpliwie przyczynito si¢ do wzbogacenia wiedzy na temat mechanizmu dziatania TSC.
Badania z dodatkiem jonow metali wskazywatly na wzrost aktywnos$ci antyproliferacyjnej
pochodnych TSC w stosunku do ich dziatania w monoterapii [29]. W pracy H6 oraz H7
opisane zostaly eksperymenty, w ktorych poréwnano aktywnos$¢ pochodnych TSC do ich
aktywnoéci w potaczeniu z jonami Cu?*. Rezultatem potaczenia TSC z jonami miedzi byl
silny efekt synergiczny, ktorego wytlumaczeniem moze by¢ wlasnie dziatanie jonoforyczne.
Pochodne TSC jako jonofory przenosza jony metali do wnetrza komorki, zwigkszajac tym
samym ich st¢zenie, zaburzajac homeostazg 1 wyzwalajac szereg procesOw zwigzanych m.in.
z generowaniem RFT [30].

Kolejny etap badan nad mechanizmem dziatania pochodnych TSC polegal na
poszukiwaniu zaleznosci pomigdzy wysoka aktywnos$cig, a wptywem na cele molekularne i
szlaki komoérkowe zwigzane z gospodarka jonami metali. W pracach H6 oraz H7
potwierdzono, iz pochodne TSC hamujg cykl komorkowy w fazie S i G2/M oraz wptywaja na
indukcje $mierci komoérkowej na drodze apoptozy. Przeprowadzenie analizy zmian ekspresji
kluczowych biatek komorkowych pozwolitlo na szczegdtowe zbadanie przyczyn wysokiej
aktywnos$ci TSC oraz uzupetnienie luk w tej dziedzinie. Zaburzenie homeostazy metali miato
istotny wptyw na biatka zwigzane z regulacja cyklu komérkowego (cdc2, p21, cykliny) oraz
indukcja apoptozy (PARP, kaspazy, p53, cytochrom c). Inkubacja z badanymi TSC
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powodowata spadek st¢zenia cdc2 oraz niektorych cyklin. We wszystkich analizowanych
przypadkach wyciagnigto jednoznaczny wniosek, iz indukcja apoptozy zachodzi w sposob
niezalezny od biatka p53. Oprécz przeprowadzenia testow z Aneksyng V za pomoca
cytometru przeplywowego, w technice Western Blot odnotowano réwniez obecnos¢ produktu
cigcia przez kaspazy biatka PARP o masie czasteczkowej 89 kDa. Potwierdzeniem byt
réwniez wyptyw cytochromu c do cytozolu. Na Fig. 5 przedstawiono przyktadowe wyniki dla

wybranych zwigzkéw testowanych na linii MCF-7.
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Fig. 5. Wplyw badanych TSC na regulacje biatek w linii MCF-7 [H7].

Pochodne tiosemikarbazonu w terapii fotodynamicznej

Wiele ze stosowanych obecnie schematow leczenia choréb nowotworowych, jak
réwniez innych schorzen, opiera si¢ na tzw. terapii kombinowanej. Takie podejscie ma na celu
zwigkszenie skuteczno$ci terapii poprzez skierowanie dzialania na wigcej niz jeden cel
molekularny (np. receptor czy DNA) lub zwigkszenie liczby roéznych czynnikow
wymierzonych w 6w cel. Tym sposobem jednoczesnie mozna uderzy¢ w kilka ,,punktéw
zapalnych”, badz zwigkszy¢ stezenie i rodzaj atakujacych go czynnikow. Innymi stowy
istnieje mozliwo$¢ wykorzystania r6znych mechanizméw dziatania poszczegdlnych lekow, a
nawet mozliwos$¢ leczenia kilku chordb jednoczes$nie. Przykladem moze by¢ polaczenie
inhibitorow konwertazy angiotensyny stosowanych w leczeniu nadci$nienia z diuretykami,
ktore poprzez dziatanie moczopgdne zmniejszaja stg¢zenie sodu w organizmie, wzmagajac
dzialanie lekéw nasercowych. Jesli taki atak jest skuteczny i efekt terapeutyczny ulega
znacznemu zwiekszeniu, mowimy woéwczas o zjawisku synergii. Z definicji efekt ten moze
zosta¢ okreslony jako zwigkszenie efektu farmakologicznego, ktory nie jest wynikiem
sumarycznych efektéw dziatania pojedynczych sktadowych terapii. Zwigkszona skutecznos¢

terapeutyczna pozwala niejednokrotnie na zmniejszenie dawki leku, a tym samym jego
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toksycznosci i skutkow ubocznych, badz tez na zmniejszenie lub spowolnienie lekoopornosci.
Zjawiskiem przeciwnym do synergii jest antagonizm, ktory dotyczy wzajemnego znoszenia
si¢ efektow dziatania danych lekow. Jak na przyktad podczas podawania naloksonu, bedacego
blokerem receptoréw opioidowych, przy przedawkowaniu opioidow lub leczeniu uzaleznien.
Efekty terapii kombinowanej mozna scharakteryzowa¢ w sposob ilosciowy dysponujac
danymi takimi jak dawka stosowanego leku oraz efekt jaki ten lek wywotuje. W pracy Chou
zostala przedstawiona szczegétowa matematyczna analiza tych zagadnien wraz z
omowieniem metody pozwalajacej na kalkulacje wspdlczynnika kombinacji (ang.
combination index CI) [31,32].

W swoich badaniach duza czg$¢ uwagi poswiecatam zagadnieniom zwigzanym ze
zjawiskiem synergii. W przegladowej pracy HI1 opisalam metody eksperymentalne
pozwalajace na zweryfikowanie rodzaju oddzialywan terapii kombinowanej. Gléwnym
tematem tej pracy sa zakazenia grzybicze, jednak metody ewaluacji, sposoby wyznaczania
wspotczynnika CI oraz podstawy matematyczne sg uniwersalne dla wszystkich rodzajow
lekow. Przes$ledzenie podstaw teoretycznych oraz metod do$wiadczalnych pozwolito na
znalezienie najlepszej metody weryfikacji zjawiska synergii.

Terapia kombinowana zostatla opisana w pracy H2, w ktorej badalam polaczenie
pochodnych z grupy tiosemikarbazonu z wewnatrzkomdérkowym fotouczulaczem;
protoporfiryng IX (PpIX), stosowang w terapii fotodynamicznej (PDT, ang. photodynamic
therapy). Sama terapia PDT opiera si¢ na stosowaniu fotouczulaczy, ktére po naswietleniu
Swiattem o odpowiedniej dlugosci fali ulegaja wzbudzeniu, a nastgpnie po reakcji z
rozpuszczonym w tkance tlenem wplywaja na generowanie RFT [33]. Niewatpliwg zaleta
wspomniane] terapii jest wysoka selektywnos¢ w stosunku do zdrowych komorek [34].
Modyfikacja klasycznej PDT jest terapia ALA-PDT, w ktorej egzogenny fotouczulacz zostaje
zastgpiony prolekiem — kwasem S5-aminolewulinowym (ALA) [35]. Tak wigc pacjentowi
podaje si¢ prekursor wtasciwego fotouczulacza (PplIX), ktory zostaje samoistnie wytworzony
przez sie¢ enzymoOw w mitochondriach. Dzigki zastosowaniu naturalnie wystepujacego
substratu jakim jest ALA, terapia ta jest bezpieczna dla pacjenta. Dodatkowo zewngtrzne
podanie ALA pozwala na ominig¢cie negatywnego sprzezenia zwrotnego wystepujacego w
normalnych warunkach fizjologicznych podczas zwigkszonej produkcji hemu [36].

Wstepna hipotezg pracy H2 bylo zatozenie, ze pochodne TSC jako zwigzki
wykazujgce wilasnosci chelatujace mogag wptywacé na wzrost akumulacji PpIX. Zjawisko to
zostato szeroko opisane w literaturze [37-39]. Pochodne TSC, poprzez skompleksowanie

jonow Fe*" bioracych udziat w ostatnim etapie syntezy hemu, powodujg zahamowanie tego
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procesu, zwigkszajac tym samych stezenie PpIX. Jednak przeprowadzenie eksperymentoéw, w
ktorych potaczylam dziatanie aktywnych TSC z na$wietlang (a wigc aktywowang) PpIX
przyniosto efekt synergii, jednakze mechanizm dziatania okazal si¢ zupelnie inny niz
zaktadano. Temat ten zostat opisany w mojej pracy doktorskiej jako wstepne wyniki, ktorych
wowczas nie udato si¢ wyjasni¢ w sposéb wyczerpujacy. Dopiero doglebna analiza poparta
przeprowadzeniem dalszych eksperymentow zwigzanych z wywolaniem stresu
oksydacyjnego przez badane zwiazki, pozwolita na wyjasnienie zarejestrowanych zjawisk.
Dodatkowe eksperymenty dowiodty, iz chelatory nie miaty wptywu na wzrost st¢zenia PpIX,
miaty natomiast duzy wplyw na wzmozenie efektu cytotoksycznego poprzez wspolne
generowanie RFT.

Temat okazal si¢ na tyle interesujacy aby kontynuowaé go w kolejnej pracy H4.
Odkrycie zjawiska wzajemnego wspodtdzialania pochodnych TSC 1 fotouczulaczy, w
kontek$cie ich wplywu na zaburzenie réwnowagi redoks, sklonito mnie do przetestowania
egzogennego fotouczulacza, jakim byta pochodna chloryny nowszej generacji zsyntezowana
w zespole prof. Franza Petera Montfortsa z Uniwersytetu w Bremen [40]. W przypadku
uzycia egzogennego fotouczulacza, bazalny poziom komoérkowego zelaza nie ma wigkszego
znaczenia, co czyni t¢ terapi¢ bardziej uniwersalng. W pracy H4 kontynuowano badania nad
pochodng 17 i réwniez w tym przypadku zaobserwowalam efekt synergii (wspotczynnik CI
wynosit 0,82). W celu szerszej analizy wplywu badanego potaczenia na generowanie
reaktywnych form tlenu przeprowadzono eksperymenty zwigzane z generowaniem tlenu
singletowego, ktory jest gtéwnym oksydantem wyzwalanym w reakcji fotouczulacza ze
swiatlem. Przebadatam réwniez wplyw opisywanej terapii kombinowanej na ekspresje gendw
zwigzanych z systemem antyoksydacyjnym oraz peroksydacje lipidow. Doswiadczenia
potwierdzity wczesniejsze badania i dowiodty, iz terapia kombinowana catkowicie zaburza
antyoksydacyjne systemy obronne komoérki i prowadzi do znaczacego wzrostu stresu
oksydacyjnego, co ma bezposredni wplyw na efekt toksyczny. Dodatkowo zostaty
przeprowadzone badania lokalizacji komorkowej, ze wzgledu na fakt, iz procesy z udzialem
rodnikdw sg procesami ultraszybkimi, dlatego umiejscowienie sktadnikow terapii wydaje si¢
by¢ kluczowe. Badania przeprowadzone za pomoca mikroskopii konfokalnej potwierdzity, ze
zarowno pochodna TSC jak i fotouczulacz gromadzity si¢ w mitochondriach, co niewatpliwie

miato wptyw na wzmozenie stresu oksydacyjnego.

15



Pochodne styrylochinolin

Kolejng grupa zwigzkéw wykazujacych wiasnosci chelatujace sa pochodne
styrylochinolin zsyntezowane w zespole prof. Roberta Musiota z Instytutu Chemii
Uniwersytetu Slaskiego. Ta grupa analogéw chinoliny jest od lat badana w tym zespole.
Poczatki mojej kariery naukowej miaty zrodto wlasnie w tej tematyce. Jednak Owczesne
badania zwigzane z aktywno$cia antyproliferacyjng tych zwigzkéw pozwolity jedynie na dos¢
powierzchowny wniosek, i1z pochodne te posiadaja aktywnos$¢ o wskaznikach ICso rzgdu kilku
uM. Dlatego podczas samodzielnej pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora
postanowitam doktadniej zglebi¢ te¢ tematyke, szukajac odpowiedzi na pytanie co jest
przyczyna tej do$¢ duzej aktywnos$ci. Swoje rozwazania opartam na zbadaniu mechanizmu
dzialania opierajac si¢ na idei kompleksowania jonéw metali, ktora jest dobrze potwierdzona
w przypadku pochodnych chinoliny. W pracy H3 opisatam analogi zwigzku CP-31398, ktory
posiada zdolno$¢ do stabilizowania, aktywacji oraz przywracania prawidtowej funkcji

zmutowanemu biatku p53 [41,42] (Fig. 6).
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Fig. 6 Wybrane pochodne styrylochinoliny jako analogi zwigzku CP-31398.

Podobiefistwo  strukturalne badanych pochodnych styrylochinoliny pozwolito na
wnioskowanie o analogii ich dzialania do mechanizmu dzialania CP-31398. Dlatego model
badawczy stanowily dwie linie komdrkowe nowotworu jelita grubego typu dzikiego o
prawidlowej ekspresji biatka p53 (linia HCT 116 p53**

TP53 (linia HCT 116 p537"). W pracach [43,44] wykazano, iz CP-31398 hamuje proliferacje

) 1 komorki z podwojng delecja genu

komorek typu dzikiego oraz tych z mutacjg 7P53, natomiast nie wykazuje aktywno$ci wobec

komorek z delecja wspomnianego genu. Zespot Luu w wyniku przeprowadzonych
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eksperymentéw dowiodl, ze zwigzek ten jest kilkakrotnie mniej aktywny wobec komorek
HCT 116 p537, niz wobec ich dzikich odpowiednikéw (p53™*) [45]. Wyniki te zostaty
potwierdzone w pracy H3. W Tabeli 2 zostaty zaprezentowane przyktadowe wartosci ICso dla
CP-31398 oraz jego analogow przedstawionych na Fig. 6. Analiza relacji struktura-
aktywnos$¢ pozwala na wysunig¢cie wniosku, iz najbardziej aktywne pochodne nalezg do grupy
C, zawierajagcej podstawniki halogenowe oraz grupe OH. Warto zauwazyé¢, ze
elektronoakceptorowy charakter atomow chloru w pozycjach rezonansowych zwigksza
polarnos¢ grupy hydroksylowej 1 jednoczesnie jej zdolnos¢ do wigzania jonéw metali. Tak
wiec struktura dichlorowych analogéw 8-hydroksychinoliny stanowi szkielet o dobrych
wiasciwosciach farmakologicznych i moze zosta¢ uznana za strukture¢ wiodaca, w celu
zaplanowania dalszych syntez. Acetylacja grupy 8-OH nie miala negatywnego wptywu na
aktywno$¢ badanych zwiazkow (2b-3b oraz 11b-12b). Zaobserwowano rdwniez pozytywny
wplyw podstawnikow halogenowych w styrylowej czgéci czasteczki na aktywno$¢ molekuly
(5b a 17b). Dodatkowym atutem badanych pochodnych, w kontekscie potencjalnego
zastosowania w terapii onkologicznej, jest brak toksycznosci w stosunku do prawidtowych

komorek linii GM 07492.

Styrylachinolina Podstawnik 1Cs0 [uM]
Ri/R2 HCT 116 p53** | HCT 116 p53™" GM 07492

CP-31398 - 18.63 = 0.92 26.28 £1.41 12.26 £ 0.54
la -/2-OH 17.45+2.20 14.05+2.24 >25
2a -/4-OFEt >25 >25 ND
3a -/4-OBu >25 >25 ND
2b Ac/2-OAc 8.08 £ 0.56 1471 £1.74 6.92+1.72
3b H/2-OAc 7.32+1.01 13.53+0.81 >25
5b H/2,3-Cl 5.13+1.41 2.99+0.61 >25
6b H/3,4-Cl 9.41+217 3.34+0.58 >25
11b H/2-F 15.43 £ 2.46 8.38+1.12 >25
12b Ac/2-F 12.07 £ 3.02 5.78 +0.78 >25
17b H/2-Cl 9.84+1.79 7.97+£3.24 20.17 +£ 6.52
1c -/2-OEt 5.93+0.97 3.25+1.81 >25
2c -[2-Cl 1.88 +0.85 2.86 +1.00 12.57 +2.88
3c -/4-OEt 2.23+0.81 3.53+0.83 >25

Tabela 2 Wybrane wartosci ICso dla pochodnych styrylochinoliny dla panelu linii komérkowych.
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Wyniki aktywnos$ci wskazujg na ciekawg zaleznos$¢ aktywnos$ci antynowotworowej od statusu
biatka p53. Mianowicie, pochodne zawierajace podstawniki halogenowe w pierScieniu
fenylowym (Sb, 6b, 11b oraz 12b — wyrdznione w tabeli czerwong ramka) byty 2-3 razy
bardziej aktywne na linii HCT 116 p537, niz wobec linii typu dzikiego. Tak wiec zwiazki te
wykazywaly zupelie odmienny model aktywnos$ci, niz pochodna CP-31398. Z kolei
wystepowanie grupy acetoksy wplywato negatywnie na aktywno$¢ wobec linii z delecjg TP53
(2b-3b — wyrdznione w tabeli zielong ramkg), wykazujac analogiec do CP-31398. Badania
byly o tyle ciekawe, iz wérod tak niewielkiej grupy zwiazkow udato si¢ znalez¢ zwigzki o
réznym modelu aktywnos$ci w stosunku do zwiazku CP-31398 oraz takie, ktére hamowaty w
réwnym stopniu proliferacje obu linii (najbardziej aktywne pochodne z grupy C).

Dalsze badania okres$lajace doktadny mechanizm dzialania pochodnych
styrylochinoliny pozwolity na stwierdzenie, iz zwigzki te uruchamiaja procesy komorkowe
prowadzace do apoptozy, jednak w zalezno$ci od zaobserwowanych powyzej zaleznoS$ci
zachodzi ona na drodze p53 zaleznej (dla zwigzkow dziatajacych podobnie do CP-31398) lub
niezaleznej. Analiza poziomu kaspaz 3/7 jednoznacznie wskazuje, iz pochodne dzialajace na
drodze p53-niezaleznej powoduja wzrost aktywnosci kaspaz 3/7 w linii z delecja TP53.
Dodatkowo ich parametry fizykochemiczne, takie jak lipofilowo$¢, pozwalaja na tatwa
penetracje w glagb komorki 1 wpltyw na indukcje szlakow zwigzanych z wyplywem
cytochromu ¢ z mitochondrium uruchamiajgcego kaskade kaspaz. Obrazy z mikroskopu
konfokalnego wskazuja na lokalizacj¢ badanych zwigzkéw w obrgbie mitochondrium, co
potwierdzito hipoteze¢ o wyzwalaniu apoptozy na drodze p53 niezalezne;.

Motyw przewodni niniejszej pracy jakim jest kompleksowanie jonow metali zostal
przeze mnie zbadany w kontekScie generowania RFT przez pochodne styrylochinoliny.
Wyniki prezentowane na Fig. 7 dowodza, iz badane zwiazki wptywaja na wywolanie stresu
oksydacyjnego poprzez podwyzszenie stezenia RFT. Ponadto analiza ekspresji biatek
wskazuje na znaczne podwyzszenie poziomu oksygenazy hemowej 1 (HO-1), bedacej
czynnikiem antyoksydacyjnym aktywowanym w odpowiedzi na zaburzenie rdéwnowagi
redoks. Wyniki sg opisane w pracy A. Mrozek-Wilczkiewicz, et al. ,,The synthesis and
anticancer activity of 2-styrylquinoline derivatives. A p53 independent mechanism of action”,

ktéra zostala skierowana obecnie do recenzji w czasopiSmie Eur. J. Med. Chem.
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Fig. 7 Wptyw pochodnych styrylochinoliny na wywotanie stresu oksydacyjnego w linii HCT 116.
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Przedstawione badania dotyczace antynowotworowego dzialania pochodnych z grupy

styrylochinolin wniosty istotny wktad w zrozumienie mechanizméw dziatania tej rodziny

zwigzkow. Dodatkowo z punktu widzenia lekoopornosci badanie zwiazkow dziatajacych na

lekoopornym modelu HCT 116 p53” niesie duzy potencjal aplikacyjny. Nawiazujac do

rozdziatu dotyczacego pochodnych tiosemikarbazonu, zebrane w niniejszej pracy wyniki

dowodza, iz kompleksowanie jonow metali ma istotny wptyw na mechanizmy zwigzane z

dziataniem antynowotworowym wielu grup zwigzkoéw aktywnych biologicznie.
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4. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Moja $ciezka naukowa rozpoczeta si¢ od realizacji pracy magisterskiej w zespole prof.
Polanskiego w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego dotyczacej syntezy i badania
aktywnosci antyproliferacyjnej pochodnych chinazoliny. W czasie jej realizacji podj¢tam staz
naukowy w Instytucie Onkologii w Gliwicach w zespole prof. Joanny Rzeszowskiej-Wolny,
w ramach zrealizowania czgsci dotyczacej badan antynowotworowych. W wyniku tej
wspoOtpracy moja kariera naukowa ewoluowata w strong badan farmakologicznych, a rezultaty
zostaty opisane w pracy [46].

Studia doktoranckie podjetam w Instytucie Fizyki Uniwersytetu Slaskiego w zespole
prof. Alicji Ratusznej, ktora poszukiwata kadry do nowopowstalego Slaskiego
Miedzyuczelnianego Centrum Edukacji i Badan Interdyscyplinarnych w Chorzowie,
ukierunkowanego na prowadzenie badan z zakresu biofizyki. W trakcie wykonywania pracy
doktorskiej kontynuowatam staz w Instytucie Onkologii rozwijajac swoje zainteresowania
dotyczace testowania nowych substancji w kontek$cie ich wiasciwosci antynowotworowych.
W tym czasie podjetam roéwniez nowa tematyk¢ zwigzang z terapig fotodynamiczng i
odbytam miesi¢gczny staz na Uniwersytecie w Coimbrze w zespole prof. Luisa Arnaut,
specjalisty z dziedziny PDT. Nawigzalam rowniez wspolprace z prof. Jakubem Gotgbem z
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego realizujac  wspdlny projekt dotyczacych
zastosowania badanych zwigzkow w terapii PDT.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk fizycznych moje zainteresowania naukowe skupity
si¢ wokol poszukiwania nowych celow molekularnych zwigzanych m.in. z chelatacja metali.
Wspotpraca z dr hab. Gabrielg Pastuch-Gawotek, specjalista z dziedziny chemii cukrow,
zaowocowala powstaniem dwoch prac na temat antynowotworowego dzialania zwigzkéw z
grupy glikokoniugatow [47,48]. Komorki nowotworowe ze wzgledu na przyspieszong
proliferacje wykazuja zwickszone zapotrzebowanie na czynniki wzrostu. Zwigkszona
szybkos¢ glikolizy prowadzi do beztlenowego metabolizmu i zwigkszonej szybkosci
fermentacji kwasu mlekowego. Zjawisko to nosi nazwe efektu Warburga [49]. W pracach
dotyczacych wlasnosci antynowotworowych pochodnych chinoliny wykazano, iz zwiazki te
posiadaja potencjalne zastosowanie w terapii nowotworéw. Dlatego zrodzit si¢ pomyst na
potaczenie tych pochodnych z czescig cukrows, w celu polepszenia ich farmakokinetyki. Do
badan nad potaczeniami tego typu wybrano komodrki nowotworu jelita grubego (HCT 116) ze
wzgledu na fakt, iz charakteryzuja si¢ zwigkszong liczba receptorow glukozy (GLUT) na
powierzchni komorki [50]. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, ze aktywno$¢

antynowotworowa badanych zwigzkoéw jest zwigzana gtéwnie z chelatacja jonow metali, a co
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za tym idzie generowaniem RFT. Wlasnosci strukturalne warunkowaly rowniez interkalacje z
DNA. Dos¢ nieoczekiwanie okazalo si¢, ze potaczenie z czasteczkami cukrowymi nie zmienia
gldownego mechanizmu dziatania oraz nie uzaleznia dziatania tych polaczen od transportu
aktywnego przez biatka GLUT. Warto zauwazy¢, ze pozwolito to zweryfikowa¢ pojawiajaca
si¢ w literaturze hipoteze o charakterze proleku takich glikokoniugatow [51].

Oprécz opisywanych powyzej wlasnosci antynowotworowych pochodnych chinolin,
zwigzki te posiadajg rowniez interesujace wiasnosci spektralne (zwtaszcza styrylochinoliny),
w tym wysoka kwantowg wydajno$¢ fluorescencji oraz trwalos¢ (niskie fotowybielanie),
umozliwiajgce ich zastosowanie w obrazowaniu struktur komoérkowych. W pracach [52,53]
przedstawiono seri¢ nietoksycznych pochodnych majgcych wysokie powinowactwo do takich
organelli jak mitochondria czy jadra komorkowe. W rozdziale dotyczacym
antynowotworowego dzialania tych pochodnych obrazowanie tych zwiazkéw bylo mozliwe
dzigki korzystnym wiasciwosciom spektralnym (str. 18). Taka roznorodnos¢ zastosowan tych
pochodnych czyni je atrakcyjnym materialem do badan.

Pozostajgc w tematyce obrazowania kolejna praca [54] powstala w wyniku
wspotpracy z prof. Gabriela Kramer-Marek, u ktorej odbytam dwa miesi¢czne staze w the
Institute of Cancer Research w Londynie. Projekt dotyczyt fotoimmunoterapii, w ktorej
potaczenie aktywnego po naswietleniu fotouczulacza najnowszej generacji (grupa
ftalocyjanin) z czasteczkg Affibody bedaca niskoczasteczkowym biatkiem specyficznie
rozpoznajacym receptor EGFR, daje silny efekt terapeutyczny. Kombinacja matoinwazyjnej
terapii fotodynamicznej z celowang immunoterapig daje bardzo skuteczny efekt terapeutyczny
oraz niski poziom toksyczno$ci w stosunku do zdrowych tkanek. Wykorzystanie matej
czasteczki Affibody (masa molowa 25 krotnie mniejsza niz masa przeciwciala EGFR)
pozwala na tatwiejsze dostarczanie do miejsca docelowego oraz szybszy metabolizm [55].
Badania zostaty przeprowadzone na mysim modelu glejaka wielopostaciowego, dla ktérego
cechg charakterystyczng jest nadekspresja receptora EGFR wraz z wystepowaniem mutacji
EGFRVIII [56]. Nowotwory moézgu charakteryzujg si¢ niskim odsetkiem wyleczalno$ci oraz
stabymi wskaznikami przezycia. Umiejscowienie guza niejednokrotnie uniemozliwia resekcje
chirurgiczna, a dostgpne metody leczenia niosg wiele ograniczen m.in. staba przepuszczalno$¢
bariery krew-moézg ogranicza stosowanie wielu cytostatykéw. Dlatego poszukiwanie nowych
metod leczenia glejakow jest istotnym wyzwaniem wspotczesnej nauki. Kolejnym problemem
zwigzanym z testowaniem nowych lekow jest dobranie odpowiedniego modelu, ktory w
sposob rzetelny odzwierciedlatby rzeczywiste $rodowisko guza. Dlatego tez w ramach

projektu ,,Fotoimmunoterapia - nowa strategia leczenia glejaka wielopostaciowego.”
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(2017/25/B/NZ5/00039), ktorego kierownikiem jest prof. Kramer-Marek, realizowanego
m.in. we wspolpracy z dr. hab. Wojciechem Kaspera ze Slaskiego Uniwersytetu Medycznego,
prowadzimy badania na komodrkach wyprowadzanych od pacjentéw. Takie podejscie,
pomimo sporej trudnosci w pracy z liniami komérkowymi wyprowadzanymi z tkanki,
pozwala na wybor najbardziej odpowiedniego modelu badawczego.

Badania komoérkowe przeprowadzane w celu okreslenia toksycznosci zwigzku moga
by¢ réwniez rozszerzone na testowanie materiatdw o innym zastosowaniu niz lek. Moje
doswiadczenie zawodowe obejmuje rowniez projekty dotyczace toksycznosci
nanokompozytow zawierajacych jony metali. W pracach [57,58] przeprowadzitam
eksperymenty z uzyciem prawidlowych komodrek, w celu okreslenia bezpieczenstwa
stosowania badanych materiatow. Testowane nanokompozyty moga by¢ wykorzystywane
m.in. do produkcji ceramiki 0 whasciwosciach antyseptycznych, czy implantow.

Brak cytotoksycznosci ma réwniez kluczowe znaczenie we wdrazaniu nowych
technologii zwigzanych z wykorzystaniem cieczy jonowych. Temat ten jest obecnie
przedmiotem zainteresowania zaré6wno naukowcow, ale réwniez firm przemystowych o
profilu nastawionym na rozwdj nowych technologii. Wspotczesne problemy zuzycia i
magazynowania energii wymagaja nowych rozwigzan, a uzycie cieczy jonowych, 0 bardzo
dobrych parametrach termicznych, wychodzi naprzeciw wspomnianym wyzej problemom.
Wspolpraca z prof. Marzena Dzida z Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego zaowocowata
powstaniem kilku prac [59-61], w ktorych bratam udzial w badaniu toksyczno$ci cieczy
jonowych o potencjalnym zastosowaniu jako ciecze chtodzace lub ciecze hydrauliczne.
Bazujac na doswiadczeniu zdobytym w trakcie badan nad potencjalnymi cytostatykami,
podczas tych prac udato si¢ rowniez wysungé wstepne wnioski dotyczace mechanizmu
dziatania. Wyniki wskazuja na generowanie reaktywnych form tlenu, dlatego pochodne o

takich wlasciwos$ciach zostang zmodyfikowane w celu otrzymania nietoksycznych analogow.

Moj catkowity dorobek naukowy zawiera 28 publikacji o sumarycznym IF = 94,638
oraz liczbie punktéw MNiSW = 849.
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5. Plany badawcze.

Zwiazki wykazujace wlasciwosci chelatujace sg interesujacym przedmiotem badan ze
wzgledu na ich znaczacy wplyw na wiele waznych szlakéw sygnatowych w komorce. Jony
metali biorg udziat w procesach komorkowych, takich jak proliferacja, kontrola cyklu,
indukcja $mierci, angiogeneza, czy odpowiedz immunologiczna. Dlatego zwiagzki o
specyficznych wlasciwosciach molekularnych, ktore pozwalaja na regulacje aktywnosci
jonow metali i zwigzanych z nimi biatek i szlakéw w komorce, sg obiecujacymi kandydatami
na leki. Bazujac na dotychczasowym doswiadczeniu moje obecne plany badawcze s3
skoncentrowane na nast¢pujacych pytaniach:

e W jaki sposob zastosowanie chelatorow zmienia ekspresje biomolekut zaleznych od

metali w komorce?
e Jaki chelator jest najlepszy dla specyficznego rodzaju nowotworu?
e Ktory chelator bedzie mial najlepsze witasciwosci ze szczegdlnym uwzglednieniem
przenikania bariery krew-mozg i rozpoznawania receptoréw transferyny?

Plany badawcze uwzgledniaja przeprowadzenie testoéw cytotoksycznosci dla nowych
pochodnych chinoliny, terpirydyny i tiosemikarbazonu. Synteza zostanie przeprowadzona w
grupie wspotpracujacych syntetykow, a jej gldéwnym celem jest poprawa zdolnosci
chelatowania jonow metali, penetracji bariery krew-mozg oraz rozpoznawania receptorow
transferyny, ktorych nadekspresja charakteryzuja si¢ komorki nowotworowe. Glowna czes¢
badan dotyczacych aktywno$ci antynowotworowej oraz mechanizmu dziatania in vitro
zostanie wykonana w moim zespole. Wstepne badania cytotoksycznosci beda
przeprowadzone na kilku liniach komorkowych roznigcych sie pod wzglgdem pochodzenia,
ekspresji receptoréw transferyny oraz biatek metalozaleznych. Najbardziej aktywne pochodne
zostang poddane dalszym modyfikacjom w celu poprawy w/w wlasnosci. Szczegdlng uwage
pragng poswieci¢ liniom glejakowym, dlatego przeprowadzenie testdéw determinujacych
przepuszczalno$¢ bariery krew-mozg bedzie istotnym punktem badan. W dalszej kolejnosci
zostanie zbadany specyficzny mechanizm dziatania, w celu ustalenia w jaki sposob
kompleksowanie metali wptywa na zmiany w ekspresji genow, $ciezki komorkowe, oraz
zmiany na poziomie biatka. W ramach badan planuj¢ okreslenie wptywu badanych zwigzkoéw
na generowanie reaktywnych form tlenu, inhibicje aktywnosci reduktazy rybonukleotydowej,
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz indukcje Smierci komorkowej wraz z okreSleniem jej
rodzaju. Przyktadowe cele molekularne (na poziomie gendéw oraz biatek) to p53, p21, p27,
cykliny, cdc2, GADD45, NDRG1, HIF-1a, EGFR, MAPK; kaspazy, Bcl-2, Bax, PARP, LC3.
Najbardziej interesujgce pochodne zostang poddane dalszym badaniom na modelu 3D oraz
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liniach komoérkowych wyprowadzanych od pacjentow. Takie podejscie ma na celu zaréwno
weryfikacj¢ uzyskanych wczesniej wynikow, jak i zbadanie wptywu modelu badawczego na
rezultaty badan. W ramach wspoélpracy planuje si¢ rowniez przeprowadzenie testow in Vvivo.
Opisywane badania sg przedmiotem zlozonego przeze mnie wniosku grantowego (OPUS),
bedacego obecnie w recenzjach. Schematyczny plan moich badan zostal przedstawiony na

Fig. 8.
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