Streszczenie

Rak jelita grubego pozostaje jednym z najczestszych nowotworow ztosliwych na swiecie,
ktorego bardzo duza heterogenno$¢ utrudnia opracowanie skutecznych terapii molekularnie
ukierunkowanych oraz molekularnych biomarkerow. W ostatnich latach wzrosto
zainteresowanie zmianami molekularnymi poprzedzajagcymi zmiany histopatologiczne i
morfologiczne, ktore moga pojawiac si¢ rowniez w tkance otaczajacej guz, dlugo uznawane;j
za bierng. Nowotworom towarzyszy deregulacja odpowiedzi zapalnej 1 immunologicznej,
podobnie jak zabiegowi operacyjnemu, bedacemu gtownym narzedziem walki z RIG. W
ostatnich latach na popularnosci zyskuje chirurgia robotowa, lecz podtoze molekularne
obserwowanych korzysci klinicznych z jej stosowania jest wcigz stabo poznane a zespot, w
ktorym pracowatam prowadzil pionierskie badania w tym zakresie. Majac powyzsze na
uwadze, podjetam si¢ przyblizenia wzorcéw ekspresji (i wydzielania) chemokin z rodziny
biatek MCP 1 MIP oraz ich receptorow, jako potencjalnych celi molekularnych i biomarkerow
ze szczegdlnym uwzglednieniem ich potencjalnego udziatu w zdarzeniach okolooperacyjnych.
Dodatkowo, wpisujac si¢ w nurt badan nad chemoprewencja w RJG, ocenitam w badaniu
pilotowym NLPZ z grupy oksykamow oraz ich pochodne jako modulatory ekspres;ji 1 sekrecji

chemokin.

Korzystajac z technik ilosciowego PCR (PCR w czasie rzeczywistym) w badaniu ekspresji
1 jednoczesnej analizy ilo§ciowej analitow w zawiesinie macierzy w czasie rzeczywistym
(Luminex) w ocenie stezenia chemokin we krwi 1 ptynach pohodowlanych, zaobserwowatam
zmienione sygnatury chemokin i ich receptoréw u pacjentow z RJG, zaro6wno w tkankach guza,
jak 1 okolic marginesu resekcji, i makroskopowo i histologicznie prawidlowych. Jest to
obserwacja niepokojaca, ktora moze thumaczy¢ niepowodzenia chirurgiczne w leczeniu RIG
i/lub odpowiada¢ powstawanie guzow synchronicznych. Zmiany ekspresji i sekrecji chemokin
1 ich receptorow wigzaty si¢ szczegdlnie z przerzutowaniem do weztow chtonnych oraz z
agresywnos$cia RJG. Ponadto dowiodtam, ze heterogenno$¢ RJG wynikajaca z sublokalizacji
nie ogranicza si¢ do zmian w profilu genetycznym i epigenetycznym, w szczegdlno$ci genow
zwigzanych z cyklem komérkowym, przezyciem i wzrostem, ani tez do samego guza, ale moze
dotyczy¢ mediatorow lokalnej 1 ogdlnoustrojowej odpowiedzi zapalnej i immunologiczne;j
(CCLS, CCR2, ACKR4, MIP-1a.1 B) oraz pozornie prawidlowej tkanki otaczajacej, co nalezy
uwzgledni¢ projektujac molekularnie ukierunkowane terapie i biomarkery, bedace filarami

medycyny spersonalizowane;.



Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na inwazyjno$¢ operacji (operacje otwarte vs.
minimalnie inwazyjne operacje robotowe), dlugo$¢ zabiegu operacyjnego oraz duza utrate krwi
1 zwigzang z nig koniecznos$¢ przetoczenia krwi, jako glowne czynniki odpowiedzialne za duza
amplitude zmian stezen badanych chemokin we wczesnym okresie okotooperacyjnym. Tym
samym, minimalizacja stresu operacyjnego przez wykorzystanie chirurgii robotowej obejmuje
rébwniez mniejszy wyrzut i tagodniejsze fluktuacje st¢zenia badanych chemokin, w
szczegbdlnosci MCP-1 — najwazniejszej chemokiny leukocytow, w szczegdlno$ci monocytow i

neutrofili.

Zaobserwowatam rowniez, ze zmiany stezenia MCP-1, tj. utrzymujace si¢ wysokie stezenie
tej chemokiny lub jej przyrost poprzedzaja kliniczng manifestacje niekorzystnych zadarzen
klinicznych, takich jak zakazenia rany pooperacyjnej, pooperacyjny ileus czy, stanowiacy
zagrozenie zycia, przeciek z zespolenia o dobrej sile predykcyjnej. Tym samym monitorowanie
zmian MCP-1 w tym okresie, indywidualnie lub w zestawie z innymi markerami, moze by¢
cenne 1 wykorzystane do wdrozenia krokéw zaradczych jeszcze przed pojawieniem si¢

objawow klinicznych.

Whpisujac si¢ z kolei w nurt badan nad chemioterapeutykami w zapobieganiu rozwojowi RJIG
lub w odwracaniu procesu karcynogenezy we wczesnych jego etapach wykazatam, ze pochodne
oksykamow sa skuteczniejsze niz klasyczne leki referencyjne (piroksykam i meloksykam), a
jednoczesnie, jak wynika z badan nad ich toksycznoscig prowadzonych przez dr Szcze¢sniak-
Siege, mniej toksyczne wobec zotadka i jelit, co jest szczegdlnie istotne w kontekScie
chemoprewencji RJG u pacjentow z nieswoistymi zapaleniami jelit, u ktoérych ryzyko tego
powiklania jest znacznie wigksze niz w populacji ogolnej, a ktorzy cierpig na zaburzenia pracy

jelit 1 z klasycznych NLPZ korzysta¢ nie moga.

Chemicznie, modyfikacje, ktore wydaja si¢ by¢ szczegélnie efektywne w modulowaniu
ekspresji 1 stezenia chemokin to analogi z pierScieniem tiazynowym podstawionym
ugrupowaniami arylopiperazyny i benzoilu z lacznikiem propylenowym pomig¢dzy atomami

azotu tiazyny 1 piperazyny oraz jeden atom fluory przylaczono do pierscienia arylopiperazyny.



Summary

Colorectal cancer (CRC) remains one of the commonest cancers worldwide, the
overhelming heterogeneity of which hinders designing effective molecular therapies and
discovering molecular biomarkers. The research focus has recently shifted towards discerning
molecular changes occurring in morphologically and histologically unaltered tissue closing on
resection margins, previously considered passive and unchanged. Cancers, including CRC,
negatively affects body immune and inflammatory responses. Likewise, these are evoked and
altered by surgical stress associated with curative resection of tumors, a mainstay in CRC
therapy. There is a growing interest in robot-assisted surgery, although the molecular
background for the observed benefits in terms of clinical outcomes remains obscure and has
only recently being discern. To this pioneering research branch, the team I was working with
has greatly contributed. Therefore, I aimed at discerning local and systemic signatures of
chemokines and their receptors as potentional molecular targets or biomarkers with particular
interest in their possible contribution to early postoperative clinical outcomes. In addition, to
contribute to research on NSAIDs such as oxicams as chemopreventive agents in CRC, I have
conducted a pilot study on Caco-2 cell line treated with classic and newly synthesized oxicams

in order to determine their modulatory potential on expression and secretion of chemokines.

Using quantitative PCR (real-time PCR) in transcriptomic analysis and Luminex xMAP
technology for chemokine determination in sera and conditioned medium, I found chemokine
and their receptor signatures to be altered in patients with CRC not only in tumors but also in
apparently unaltered tissue fragments near resection margins. This observation is disturbing as
the presence of such changes may facilitate cancer recurrence or be a contributor to synchronous
cancers. In CRC patients, lymph node metastasis anf tumor aggressiveness were particulatly
associated with alterations in chemokine and their receptor profiles. My research has proven
that changes in inflammatory and immune responses, both local and systemic, either in tumors
or nearby tissue, add to subsite heterogeneity of CRC and ought to be considered while
designing molecular therapies or establishing molecular biomarkers, two main pillars of

personalized medicine.

My results point at invasiveness of surgical approach (open surgeries), length of the
procedure, and estimated blood loss with resulting blood transfusion as main factors
contributing to large amplitude of changes in chemokine concentrations in early postoperative

period. Therefore, the approach of minimalizing the surgical stress by employing robot-



assistance involves attenuation of chemokine secretion, particularly that of MCP-1, the key

chemoattractant for leukocytes, monocytes and neutrophils in particular.

Moreover, I have observed that MCP-1 concentrations stay high, predicting various adverse
events such as surgical site infections, postoperative ileus, and anastomotic leak—all prior to
their clinical manifestations implying the usefulness of MCP-1 monitoring individually or as a
part of a marker panel as a predictive tool allowing for early implementation of proper

countermeasures.

As a contribution to the research on chemoprevention in CRC, I have tested potential of
classic oxicams (piroxicam and meloxicam) as well as their novel analogues in modulating
chemokine expression and secretion and demonstrated that novel derivatives are not only less
toxic than their precursors, as proven by their architect dr Berenika Szcz¢$niak-Sigga, but more
effective in down-regulating immune and inflammatory response mediated by studied
chemokines. The lower toxicity of the analogues is of utmost clinical relevance as it may allow
for their application in CRC chemoprevention in patients with inflammatory bowel disease, in

whom standard NSAIDs are discouraged.

Chemically, the most effective analogue was characterized by a propylene linker between the
nitrogen atoms of thiazine and piperazine and one arylpiperazine fluoride.



