STRESZCZENIE

W Laboratorium Przesiewowym Zwigzkow Przeciwnowotworowych istniejgcym w Zaktadzie
Chemii Bioorganicznej CBMiM PAN w todzi, przebadano serie 80 pochodnych benzo[b]furanéw i
dikarboksyimidéw. Zwigzki te oryginalnie zaprojektowano i zsyntetyzowano w Zespole Prof. Jerzego
Kossakowskiego z Zaktadu Chemii Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Badania
nad wiasciwosciami przeciwnowotworowymi i mechanizmem indukowanej przez te zwigzki
toksycznosci w wybranych liniach komdrek nowotworowych staty sie przedmiotem badan niniejszej
rozprawy doktorskiej. Badania te mialy na celu wyjasnienie molekularnych mechanizméw
obserwowanej toksycznosci i wyselekcjonowanie potencjalnych kandydatéw do opracowania nowych
lekéw przeciwnowotworowych.

Pierwszym etapem przeprowadzonych badan bylo okreslenie, za pomocg testu MTT,
wiasciwosci cytotoksycznych badanych zwigzkéow. Na tym etapie wyselekcjonowano 11 zwigzkow
wykazujgcych cytotoksycznos¢ wobec komorek nowotworowych Hela i/albo K562 (ICso w zakresie
1-100 uM). Ponadto, co bardzo istotne, zwigzki te nie byty toksyczne dla komérek prawidtowych
HUVEC. Na szczegolng uwage zastuguje fakt, iz niektére zwigzki wykazywaty selektywng aktywnosé
cytotoksyczng (ICso w zakresie 1-30 uM) wobec komoérek biataczkowych K562, MOLT-4, HL-60,
natomiast nie byly toksyczne dla adherentnych komoérek nowotworowych Hela, CFPAC i
prawidtowych HUVEC. Szczegdlnie selektywne wiasciwosci cytotoksyczne wobec badanych komoérek
biataczkowych zaobserwowatam dla, bedgcego pochodng benzo[b]furanu, zwigzku MKN (nr 14) oraz
dla, bedgcych pochodnymi dikarboksyimidéw, zwigzkéw BK 176.1, BK 176.2, BK 176.4, BK 176.5 i
BK 124.1 (odpowiednio, nr 1,2,4,5 i 6). W dalszym etapie badah postanowitam poréwnaé poziom
cytotoksycznosci m.in. zwigzku MKN (14), BK 124.1 (6) oraz zwigzku BK 176.4 (4) z poziomem
cytotoksycznosci terapeutykéw tj. cytarabiny, bortezomibu, sorafenibu, CPT-11 oraz doksorubicyny,
stosowanych w leczeniu roznych typow nowotwordéw w tym biataczek. Uzyskane wyniki wskazuja, iz
toksycznos¢ i selektywno$¢ badanych pochodnych wobec komoérek biataczkowych jest znacznie
wyzsza, niz w przypadku referencyjnych cytostatykow. Co istotne, badane pochodne nie sg toksyczne
wobec komadrek prawidtowych (HUVEC), czego nie mozna powiedzie¢ o zwigzkach referencyjnych
(poza cytarabing).

W zwigzku z wyraznym efektem cytotoksycznym (ICso w zakresie 1-100 pM) wybranych
zwigzkéw z grupy pochodnych benzo[b]furanéw i dikarboksyimidéw, dalsze badania miaty na celu
okreslenie, czy smieré komoérek nowotworowych nastepuje na drodze apoptozy czy nekrozy. Wzrost
aktywnosci kaspaz wykonawczych procesu apoptozy tj. kaspazy 3 i 7 w badanych komodrkach
nowotworowych K562, MOLT-4, HelLa swiadczyt o uruchomieniu kaskady sygnalizacyjnej
prowadzgcej nieodwracalnie do $mierci komérki na drodze apoptozy. Na szczegdlng uwage zastuguje
wynik swiadczgcy o znacznym wzroscie aktywnos$ci kaspazy 3 i 7 w komérkach biataczkowych K562 i
MOLT-4, w obecnosci zwigzkébw MKN i BK 176.4. Okre$lajagc poziom fosfatydyloseryny (marker
apoptozy) na powierzchni komoérek biataczkowych K562 i MOLT-4 zauwazytam zwiekszong ilos¢
komoérek zaréwno wczesno- jak i pézno-apoptotycznych w hodowli, w ktérej obecne byly te dwa

badane zwigzki.



W celu identyfikacji szlaku apoptotycznego, prowadzgcego do smierci komoérek biataczkowych
w obecnosci zwigzku MKN (14) oraz zwigzku BK 176.4 (4), okreslitam aktywnosé kaspazy 8, ktéra jest
charakterystyczna dla drogi receptorowej, oraz kaspazy 9 charakterystycznej dla szlaku
mitochondrialnego. Prowadzone badania wykazaty, iz zwigzki 14 i 4 wywotujg w komoérkach K562 i
MOLT-4, aktywacje zaréwno szlaku receptorowego, jak i mitochondrialnego apoptozy, o czym
$wiadczy, odpowiednio, wzrost aktywnosci kaspazy 8 i 9.

Kolejnym etapem badan byta analiza poziomu ekspresji genéw zaangazowanych w proces
apoptozy. Badanie to miato na celu wskazanie genéw charakterystycznych dla szlaku, poprzez ktory
powyzsze zwigzki MKN i BK 176.4 indukujg proces apoptozy w komoérkach przewlektej biataczki
szpikowej K562. Przeprowadzitam analize poziomu ekspresji 93 gendw pro- i antyapoptotycznych z
wykorzystaniem mikromacierzy DNA. Stwierdzitam, ze w obecnosci badanych zwigzkéw dochodzi do
wzrostu ekspresji proapoptotycznych gendéw zaangazowanych zaréwno w szlak receptorowy (m.in.
TNFRSF 10A, TNFRSF 10B, TNFRSF 21, CASP8, CASP10, RIPK1), jak i szlak mitochondrialny
(m.in. BAX, BAD, BID, BAK, BIM, PUMA, NOXA, Smac/DIABLO, APAF1). Poziom zmian ekspres;ji
wybranych genéw apoptotycznych zostat takze zweryfikowany z wykorzystaniem techniki real-time
RT-PCR.

W ostatniej czesci pracy wykonatam badania majgce na celu identyfikacje bezposrednich
przyczyn, jak i mechanizméw obserwowanej cytotoksycznosci badanych pochodnych
benzo[b]furanéw i dikarboksyimidéw. Majgc na uwadze strukture badanych zwigzkéw (ptaski ukfad
aromatyczny czgsteczki), doniesienia literaturowe o mozliwosci interkalacji badanych pochodnych do
DNA, oraz obecnoé¢ elementu halogenku benzylowego (tak jak w MKN) sprawdzitam, czy badane
zwigzki oddziatywujg z DNA i czy wptywajg na konformacje (strukture) DNA. Uzyskane wyniki
pozwalajg sgdzi¢, iz mozliwym mechanizmem cytotoksycznego dziatania zwigzkéw MKN (14) i
BK 176.4 (4), moze by¢ alkilowanie lub/i interkalacja do DNA. Przemawia za tym obserwacja, ze
obydwa zwigzki hamujg ciecie plazmidowego DNA za pomocg enzymu restrykcyjnego BamHI.
Oddziatywanie badanych zwigzkéw z DNA zostato takze potwierdzone z wykorzystaniem techniki
dichroizmu kotowego (CD). Uzyskane wyniki pozwalajg sadzi¢, iz obydwa badane zwigzki,
oddziatywujg z DNA, modyfikujac jego strukture na zasadzie interkalacji lub innych oddziatywan
fizykochemicznych.

Dla badanych pochodnych benzo[b[furandéw i dikarboksyimidéw zostata przeprowadzona
takze analiza SAR (ang. structure-activity relationship) i zidentyfikowano najbardziej pozgdane
elementy struktury obu pochodnych, warunkujgce ich aktywnos$¢ przeciwnowotworows.

Silny potencjat biologiczny zwigzku MKN oraz zwigzku BK 176.4, moze mie¢ duzg wartosé
farmakologiczng w poszukiwaniu nowych i lepszych lekéw, majgcych zastosowanie w leczeniu

biataczek i choréb o podtozu proliferacyjnym.



