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Wykaz skrotow

5-FU — 5-fluorouracyl

5-HT:a — receptor serotoniny

ABC — (ang. ATP-binding cassette transporters) — transportery z domena wiazacag ATP
ACTB — gen kodujacy B-aktyng

B1 — 3p,28-diacetoksy-lup-20(29)-en

B2 — 3B-acetoksy-lup-20 (29)-en-28-ol

BCRP — (ang. breast cancer resistance protein) — biatko opornosci raka piersi
BET — betulina

Chol — cholesterol

CI - (ang. combination index) —indeks kombinacji

CIMP — (ang. CpG island methylator phenotype) — fenotyp hipermetylacji wysp CpG
CIN — (ang. chromosomal instability) — fenotyp niestabilno$ci chromosomalnej
CMS — ( ang. consensus molecular subtypes) — podtypy molekularne RIG
CRC - (ang. colon cancer) — rak jelita grubego

D, — receptor dopaminy

DMPC — 1,2-dimirystoilo-sn-glicerolo-3-fosfatydylocholina

DMSO - dimetylosulfotlenek

DOPC - 1,2- dioleoilo-sn-glicero-3 fosfatydylocholina

DPH - 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien

DPPC - 1,2-dipalmitoilo—sn-glicerolo-3-fosfatydylocholina

EGF — nabtonkowy czynnik wzrostu

EGFR — receptor nabtonkowego czynnika wzrostu

EPS — (ang. extrapyramidal symptoms) — objawy zespotu pozapirymidowego
ER — retikulum endoplazmatyczne

FBS — plodowa surowica wolowa

FLP — flupentyksol

FLU — flufenazyna



FPP — pirofosforan farnezylu

GPP - pirofosforan geranylu

GUYV - (ang. giant unilamellar vesicles) — ogromne jednowarstwowe liposomy
HCC — rak watrobokomoérkowy

HDL - (ang. high density lipoproteins) — lipoproteiny o duzej gestosci
HMG-CoA — 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzym A

HMGCR — gen kodujacy reduktaze HMG-CoA

ICio — (ang. inhibitory concentration 10%) — stezenie zwigzku potrzebne do zahamowania
proliferacji komorek w 10% w stosunku do proby kontrolnej

ICas — (ang. inhibitory concentration 25%) — st¢zenie zwigzku potrzebne do zahamowania
proliferacji komorek w 25% w stosunku do proby kontrolnej

ICso — (ang. inhibitory concentration 50%) — stezenie zwigzku potrzebne do zahamowania
proliferacji komorek w 50% w stosunku do proby kontrolnej

IDL — (ang. intermediate density lipoproteins) — lipoproteiny o posredniej gestosci
IMP — imipramina

IPP — pirofosforan izopentenylu

KLZ — klozapina

LDL — (ang. low density lipoproteins) — lipoproteiny o matej gestosci

LDLR — gen kodujacy receptor lipoprotein o matej gestosci

LOR — loratadyna

LUR — lurazydon

LV —leukoworyna

MDR — (ang. multidrug resistance) — opornos¢ wielolekowa

MRP1 — (ang. multidrug resistance associated protein 1) — biatko oporno$ci wielolekowej 1
MRP3 — (ang. multidrug resistance protein 3) — biatko opornosci wielolekowej 3
MSI — (ang. microsatellite instability) — fenotyp niestabilnos$ci mikrosatelitarnej
OLZ — olanzapine

PBS — buforowany roztwor soli fizjologiczne;j

PCR — (ang. polymerase chain reaction) — fancuchowa reakcja polimeryzacji



PCZ — prochlorperazyna

PFA — perfenazyna

P-gp — glikoproteina P

PI —jodek propidyny

PS — fosfatydyloseryna

QTP — kwetiapina

RIS — rysperydon

RJG —rak jelita grubego

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

RT - reakcja odwrotnej transkrypcji

SI — (ang. selectivity index) — indeks selektywnosci

SIM — simwastatyna

SM - sfingomieling

SRB — sulforodamina B

SREBP — (ang. sterol regulatory element binding protein) — czynnik transkrypcyjny SREBP
TCA — (ang. tricyclic antidepressants) — trojpier§cieniowe leki przeciwdepresyjne
TFP — trifluoperazyna

TGF-B — (ang. transforming growth factor ) — transformujacy czynnik wzrostu 3
THX — tiotyksen

TMZ — temozolomid

TMA-DPH - 1-(4-tr6jmetylamino), 6-difenylo-1,3,5-heksatrien

TNM - klasyfikacja zaawansowania klinicznego nowotworow

VEGF — naczyniowo-$rodblonkowy czynnik wzrostu

VLDL - (ang. very low density lipoproteins) — lipoproteiny o bardzo matej gestosci

ZIP — zyprazydon



Streszczenie

Leki przeciwpsychotyczne stosowane sg w leczeniu choréb psychicznych, a ich zazywanie
wigze si¢ z wystepowaniem wielu dziatan niepozadanych, takich jak: wzrost masy ciata,
zwigkszone ryzyko rozwoju cukrzycy oraz chordb sercowo-naczyniowych. Skutki uboczne
powiazane sa ze zdolnoscig tych lekow do zaburzania metabolizmu kwaséw ttuszczowych i
cholesterolu. Z drugiej strony wiele badan epidemiologicznych wykazato korelacje miedzy
dhlugotrwatym stosowaniem lekow przeciwpsychotycznych, a zmniejszong zapadalnoscig na
nowotwory. Jedng z cech komoérek nowotworowych jest ich odporno$¢ na apoptoze oraz
wigksza zdolno$¢ do proliferacji i tworzenia przerzutoéw. Btona komorkowa petni kluczowa
role w zachowaniu komorek przy zyciu, a zmiany w szlakach sygnalizacyjnych zwigzane z
tratwami lipidowymi sg silnie zalezne od ilo$ci 1 rozmieszczenia cholesterolu w komoérkach. Z
tego powodu wazne jest prowadzenie badan majacych na celu identyfikacje lekéw zdolnych do
zaburzania homeostazy lipidowej i modulowania wlasciwosci bton komorek nowotworowych.
Jednym z nowotwordéw, w ktérym zaobserwowano zwigkszony poziom cholesterolu we krwi
jest rak jelita grubego (RJG). Nowotwor ten, zajmuje trzecie miejsce wsrdd catkowitej liczby
zachorowan na nowotwory na $wiecie. Wystepowanie raka jelita grubego silnie zalezy od
czynnikow $rodowiskowych, w tym niewlasciwej diety oraz otylosci. Leki, zdolne do
zmniejszania poziomoéw kwasow tluszczowych i cholesterolu moga wiec by¢ obiecujacymi

kandydatami na substancje uzupethiajace leczenie raka jelita grubego.

Celem pracy doktorskiej bylo zidentyfikowanie lekéw przeciwpsychotycznych i
przeciwdepresyjnych  zdolnych do selektywnego hamowania wzrostu komorek
nowotworowych RJG w poréwnaniu z komoérkami nienowotworowymi oraz okreslenie ich
wptywu na zwigkszenie ekspresji genéw lipogennych. Dodatkowo sprawdzono
antyproliferacyjne dziatanie badanych lekéw uzywanych samodzielnie, a takze w
kombinacjach z substancjami o udokumentowanym wptywie na metabolizm cholesterolu:
simwastatyng oraz betuling w poszukiwaniu synergii pomi¢dzy tymi zwigzkami. Wigkszo$¢
sposrod badanych lekow ma dobrze udokumentowane zdolno$ci do oddziatywania z btonami
lipidowymi, co potencjalnie moze wplywacé zaro6wno na ich wtasciwosci cytotoksyczne, jak i
na ich wptyw na poziom cholesterolu w komoérce. Dodatkowym celem pracy bylo okreslenie
wpltywu badanych lekéw na mikrodomeny blonowe wzbogacone w cholesterol 1 sfingomieling

(tzw. tratwy lipidowe) w uktadach modelowych.



Badania cytotoksyczno$ci przeprowadzone na liniach komoérkowych RJG wykazaty, ze
wigkszo$¢ badanych lekéw przeciwpsychotycznych posiadata znaczng aktywno$é
przeciwnowotworowa wobec komorek linii HT29 oraz COLO205. Wigksza toksycznoscia
charakteryzowaly si¢ leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, niz leki drugiej generacji.
Ponadto, wyzsza aktywno$¢ antyproliferacyjng zaobserwowano wobec komorek linii
COLO205. Zwiazki znane ze zdolno$ci do modulowania biosyntezy cholesterolu —
simwastatyna (SIM) oraz betulina (BET) réwniez posiadaty istotng aktywno$¢ cytotoksyczng.
Badania przeprowadzone na liniach nienowotworowych, wykazaty, ze badane leki
charakteryzowaly si¢ selektywna cytotoksyczno$ciag wobec komoérek rakowych. Dodatkowo
przebadano dwie nowe pochodne BET i wykazano, ze pochodna podstawiona jedna grupa
acetylowa (B1) posiadala znacznie wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa od pochodnej
zawierajacej dwie grupy acetylowe (B2). Trzy leki: trifluoperazyna (TFP), imipramina (IMP)
oraz flupentyksol (FLP) dziataly synergistycznie w kombinacji z SIM, ale jedynie TFP
wykazala synergi¢ rowniez z BET. Dodatkowo polacznie SIM z FLP zwigkszyto efekt
proapoptyczny tego leku oraz zwigkszylo zdolno$¢ TFP i IMP do generowania reaktywnych
form tlenu w komoérkach nowotworowych. Wymienione wyzej leki, wykazujace synergie w
potaczeniu z SIM moga znalez¢ zastosowanie w leczeniu przeciwnowotworowym.
Stwierdzono, ze wszystkie badane leki, oprocz rysperydonu wykazywaty zdolno$¢ do
zwigkszania ekspresji genow lipogennych, w tym gendéw kodujacych reduktazg¢ HMG-CoA
oraz receptor LDL w komorkach linii nowotworowej RJG. Kolejny etap badan, majacy na celu
zbadanie wptywu badanych lekéw na poziom wolnego cholesterolu w komodrkach RJG,
wykazal, ze zaréwno SIM, jak i leki przeciwpsychotyczne takie jak FLU, TFP oraz FLP
obnizaty jego poziom w komorkach linii HT29. Zdolno$ci tej nie zaobserwowano dla BET,
natomiast wykazaty ja jej acetylowane pochodne. Dodatkowo, TFP, FLP oraz B1 powodowaty
nierownomierny rozkiad cholesterolu, co moze oznacza¢, ze wplywaja réwniez na jego
rozmieszczenie w blonie komorkowej. Takze badania wykonane na ogromnych
jednowarstwowych liposomach (GUV) o sktadzie lipidowym, powodujacym pojawienie si¢ w
nich mikrodomen dowiodly, ze badane zwiazki wptywaja na mikrodomeny lipidowe,
modyfikujgc ich pole powierzchni, liczbe oraz ksztatt. Wydaje si¢ wigc, ze leki wykazujace
synergiczne dziatanie przeciwnowotworowe w potgczeniu z SIM, jednoczes$nie istotnie

wplywaja na poziom i rozmieszczenie cholesterolu w komadrkach nowotworowych.

Obliczenia fizykochemiczne i modelowanie molekularne, wykazaty, ze badane zwigzki

posiadaja wysokg lipofilowos¢ i zdolno$¢ do przenikania bton biologicznych, co ma wptyw na
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ich aktywno$¢ biologiczng. Dodatkowo przeprowadzone badania oddziatywania nowych
pochodnych betuliny, B1 oraz B2 z modelowymi btonami lipidowymi za pomoca metod
spektrofluorymetrycznych i mikrokalorymetrycznych wykazaty, ze terpeny te wplywaty na
termotropowe wlasciwosci dwuwarstw lipidowych. Wyniki otrzymane dla pochodnej Bl
wskazuja, ze posiada ona silniejsze zdolnosci do interakcji, a takze odmienng lokalizacje w
modelowych btonach lipidowych niz pochodna B2. R6znica ta moze stanowi¢ wyjasnienie jej

znaczaco wyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej wobec komorek RJG.

Badania wykonane w pracy doktorskiej przyczyniaja si¢ do szczegdlowego wyjasnienia
mechanizmu dziatania lekow przeciwpsychotycznych na komoérki nowotworowe 1 dostarczajg
danych istotnych dla ewentualnych prob wprowadzenia niektorych z tych lekéw do terapii

przeciwnowotworowe;.

Summary

Antipsychotics are used to treat mental illness, However, their prolonged use is associated with
several side effects, such as weight gain, increased risk of developing type II diabetes and
cardiovascular diseases. Side effects of antipsychotic drugs are linked to their ability to disturb
the fatty acid and cholesterol metabolism. On the other hand, many epidemiological studies
have shown a correlation between long-term use of antipsychotics and a reduced incidence of
cancer. One of the characteristics of cancer cells is their resistance to apoptosis and their greater
ability to proliferate and metastasis. The cell membrane plays a key role in keeping cells alive,
and changes in signaling pathways associated with lipid rafts are strongly dependent on the
amount and distribution of cholesterol in cells. For this reason, it is important to conduct
research to identify drugs capable of disrupting lipid homeostasis and modulating the membrane
properties of cancer cells. Colon cancer (CRC) is one of the cancer types in which the increased
cholesterol level in serum was observed. This cancer ranks third among the total number of
cancers worldwide. The incidence of CRC is strongly influenced by environmental factors,
including improper diet and obesity. Drugs capable of reducing levels of fatty acids and

cholesterol may therefore be promising candidates as adjuncts to the treatment of CRC.

The aim of the present work was to identify antipsychotic and antidepressant drugs capable of
selectively inhibiting the growth of CRC cancer cells compared to non-cancer cells, and to
determine their effect on increasing lipogenic gene expression. In addition, the antiproliferative
effect of the investigated drugs used alone, as well as in combinations with compounds with

documented effects on cholesterol metabolism: simvastatin and betulin, was checked in search
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of synergies between these compounds. Most of the drugs tested have well-documented abilities
to interact with lipid membranes, potentially influencing both their cytotoxic properties and
their effects on cholesterol levels in the cell. An additional aim of this study was to determine
the effects of the tested drugs on membrane microdomains enriched in cholesterol and

sphingomyelin (lipid rafts) in model systems.

Cytotoxicity studies conducted on CRC cell lines, revealed that the majority of the studied
antipsychotics drugs had significant antitumor activity against cells of the HT29 and COLO205
lines. Generally, first-generation antipsychotics had greater cytoxicity than second-generation
drugs. Additionally, COLO205 cells were more vulnerable than HT29 cells. Compounds
known for their ability to modulate cholesterol biosynthesis - simvastatin (SIM) and betulin
(BET) also had significant cytotoxic activity. Tests conducted on non-cancerous lines, showed
that the tested drugs exhibited selective cytotoxicity against cancer cells. In addition, two new
BET derivatives were tested and showed that the derivative substituted with one acetyl group
(B1) had significantly higher anticancer activity than the derivative containing two acetyl
groups (B2). Three antipsychotic drugs: trifluoperazine (TFP), imipramine (IMP) and
flupentixol (FLP) acted synergistically in combination with SIM, but only TFP showed synergy
also with BET. Moreover, the combination with SIM increased the proapoptotic effect of FLP,
and enhanced the ability of TFP and IMP to generate reactive oxygen species in tumour cells.
The above-mentioned drugs showing synergy in combination with SIM may find application in
anticancer treatment. It was found that all drugs tested, except for risperidone, showed the
ability to increase the expression of lipogenic genes, including genes encoding HMG-CoA
reductase and the LDL receptor in cells of the CRC cancer line. A further phase of the study to
investigate the effects of the drugs tested on free cholesterol levels in CRC cells showed that
both SIM and antipsychotic drugs such as FLU, TFP and FLP reduced its levels in HT29 cells.
This ability was not observed for BET but was demonstrated by its acetylated derivatives. In
addition, TFP, FLP and B1 caused an uneven distribution of cholesterol, which may mean that
they also affect its distribution in the cell membrane. Also, studies performed on giant
unilamellar liposomes containing raft-mimicking microdomains showed that the tested
compounds affect lipid microdomains, modifying their surface area, number, and shape . Thus
it was hypothesized that the drugs that behave synergistically in combination with SIM also

significantly modify cholesterol level and distribution in cancer cells.

Physicochemical calculations and molecular modeling showed that some of the compounds are

highly lipophilic and easily penetrate lipid membranes, which has an impact on their biological
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activity. In addition, studies of the interaction of new betulin derivatives, B1 and B2 with model
lipid membranes using spectrofluorimetric and microcalorimetric methods showed that these
terpenes affected the thermotropic properties of the lipid bilayers. The results obtained for
derivative B1 showed that it possessed stronger interaction abilities as well as a different
localization in model lipid membranes than derivative B2. This difference may explain its

significantly higher antiproliferative activity against CRC cells.

The research carried out in this thesis contributes to the detailed elucidation of the mechanism
of action of antipsychotic drugs on cancer cells and provides data relevant to possible attempts

to introduce some of these drugs into anticancer therapy.
1. Czes¢ teoretyczna

1.1. Rak jelita grubego — epidemiologia i etiologia

Nowotwory to grupa chorob, charakteryzujaca si¢ niekontrolowanym wzrostem i namnazaniem
komorek. Komodrki nowotworowe powstajag w procesie onkogenezy 1 oprocz nieograniczonego
wzrostu, cechujg si¢ niekontrolowanymi procesami replikacji, czy zahamowaniem procesu
$mierci komérkowej w wyniku apoptozy. Nowotwory ztosliwe sg wynikiem nieprawidtowosci
genetycznych 1 epigenetycznych powstatych w wyniku dlugotrwatego oddzialywania

czynnikow zewnetrznych.!

Rakiem jelita grubego (RJG) okreslamy ztosliwy nowotwor pochodzenia nablonkowego
wystepujacy w okreznicy i/lub w odbytnicy. Baza danych Globocan opracowana przez
Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer,
IARC) szacuje, ze w roku 2020 na $wiecie zanotowano 18,1 mln nowych zachorowan na
nowotwory oraz 9,9 mln zgonéw spowodowanych chorobg nowotworowa. RJG stanowi 10%
catkowitej §wiatowej liczby zachorowan na nowotwory, co plasuje go na trzecim miejscu. RJIG
odpowiada takze za okoto 10% catkowitej liczby zgonéw. Uwzgledniajac podziat na picie, RIG
stanowi trzecig co do wielko$ci przyczyne $mierci spowodowanych choroba nowotworowg
zarowno wérdéd mezczyzn, jak i wérdd kobiet (Rys. 1).2 W przypadku zapadalnosci, RJG jest

drugim co do czgsto$ci nowotworem u kobiet, natomiast trzecim u m¢zczyzn.
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ZACHOROWANIA
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Rys. 1. Struktura zachorowan 1 zgonéw na nowotwory w 2020 roku na $wiecie z podziatem na
pte¢ (opracowano na podstawie danych z Globocan, International Agency for Research on

Cancer).

Dane zebrane przez Krajowy Rejestr Nowotworéw dotyczace roku 2019 wskazuja, ze w Polsce
zanotowano 171,2 tys. nowych zachorowan i 100,3 tys. zgondw na nowotwory zlosliwe. RJG
stanowil okoto 11% zachorowan na nowotwory u mezczyzn (co dato mu 3. miejsce) oraz 8,5%
u kobiet (4. miejsce). Najwigcej zachorowan na ten nowotwor u mezczyzn zaobserwowano w
grupie wiekowej 55-79 lat, u kobiet natomiast w grupie 50-74 lat. Pod wzgledem ilo$ci zgonow
na nowotwory, RIG zajmuje trzecie miejsce zaréwno u kobiet, jak i u mezczyzn. Liczba
zachorowan i zgondéw spowodowanych nowotworami ztosliwymi w naszym kraju ma tendencj¢

rosnaca, a nowotwory stanowig druga przyczyne zgondéw w Polsce.’

W ponad 90% RIJG wystepuje w postaci guza zwanego gruczolakorakiem (ang.
adenocarcinoma), ktory zajmuje tkanke¢ nablonkowa okrgznicy i1 odbytnicy. Inne rzadziej

wystepujace rodzaje histopatologiczne RJG to: rak gruczolowo-ptaskonabtonkowy (ang.
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adenosquamous carcinoma), rak wrzecionowatokomérkowy (ang. spindle cell carcinoma),
ptaskonablonkowy (ang. squamous cell carcinoma) oraz niezréznicowany (ang.
undifferentiated carcinoma). Gruczolakorak powstaje z fagodnej zmiany nowotworowej tzw.
gruczolaka posiadajacego forme polipa (uszyputowanego Ilub ptaskiego). W procesie
przemiany w nowotwor ztosliwy, polip wzrasta w objetej zmiang tkance oraz nacieka na $ciang
jelita. Nastgpnie tworzy przerzuty, ktore rozprzestrzeniajg si¢ poprzez naczynia limfatyczne i
krwionosne do weztow chtonnych oraz pozostatych narzadow (najczesciej watroby i pluc). Za
okoto 30% diagnozowanych przypadkéw RJG odpowiadaja czynniki genetyczne, jednak az
70% przypadkow tego nowotworu ma charakter sporadyczny. Wsrdd czynnikow
srodowiskowych sprzyjajacych rozwojowi RJG wymienia si¢: wiek (powyzej 50 roku zycia),
niewtasciwg diete (bogata w thuszcze zwierzece), otytos$¢, siedzacy tryb zycia oraz palenie

tytoniu.*

Weczesnie wykryte przypadki RJIG leczy si¢ chirurgicznie, usuwajgc zmieniong nowotworowo
tkanke, a nastepnie stosujac leczenie adjuwantowe. Chemioterapia prowadzona jest za pomocg
cytostatykoéw: S-fluorouracylu skojarzonego z leukoworyng (5-FU/LV), oksaliplatyng lub
irinotekanem. 5-FU stosowany jest zamiennie z jego pochodna kapecytabing.>®* W przypadku
zaawansowanego stadium raka 1 braku skuteczno$ci chemioterapii w leczeniu RJG
wykorzystywana jest terapia celowana, wykorzystujagca przeciwciata monoklonalne.
Najczescie] stosowane przeciwciata to Bevacizumab (przeciwko naczyniowo-srodbtonkowemu
czynnikowi wzrostu — VEGF) oraz Cetuximab i1 Panitumubab (przeciwko receptorowi
nabtonkowego czynnika wzrostu — EGFR). Immunoterapia spowalnia progresje nowotworu i
przeciwdziata jego nawrotom poprzez stymulacje ukladu odpornosciowego pacjenta. Inne
wspomagajace leczenie RJG terapie, ktore obecnie znajduja si¢ w fazie badan klinicznych,
obejmujg stosowanie m.in. niesteroidowego leku przeciwzapalnego celekoksybu czy

szczepionek genetycznych.” '3

W przypadku leczenia adjuwantowego cytostatykami, wskaznik 5-letniego przezycia po
zakonczeniu leczenia wedlug American Cancer Society wynosi okoto 65%, natomiast po 10
latach okoto 58%. W przypadku wczesnego wykrycia wynosi nawet 90% 1 moze wymagac
jedynie interwencji chirurgicznej (kolektomii).'* Badania wskazuja réwniez na poprawe
catkowitego przezycia pacjentdOw z przerzutami po zastosowaniu chemioterapii. Zastosowanie
5-FU z LV zwigksza przezywalnos¢ chorych o prawie 4 miesigce wzgledem leczenia
wspomagajacego, odpowiedzialnego za tagodzenie objawow chemioterapii. Oksalipatyna i

irynotekan rowniez powoduja czg¢sciowa poprawe wskaznika przezycia. W wigkszosci badan
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klinicznych, w ktorych pacjenci posiadajacy przerzuty otrzymywali dwa lub trzy z
wymienionych wczesniej chemioterapeutykow, mediana ich przezycia wynosita od 15 do 20
miesigcy, a nawet przekraczata dwa lata. W przypadku leczenia wspomagajacego wskaznik ten

wynosit jedynie od 4 do 6 miesiecy. !

Wyrézniamy cztery podtypy molekularne RJG — oznaczane skrotem CMS ( ang. consensus
molecular subtypes) rdznigce si¢ profilem ekspresji genow, a takze odpowiedzig na leczenie:
CMSI1 — immunologiczny, CMS2 — kanoniczny, CMS3 — metaboliczny i CMS4 — podtyp
mezenchymalny.'® CMS1 charakteryzuje si¢ niestabilnoécig mikrosatelitarng — MSI (ang.
microsatellite instability) powiazang z inaktywacjg gendw (MLHI, MSH1, PMS2, MSH6) oraz
mutacjami w genach BRAF, PTEN 1 ATM. Dodatkowo charakteryzuje si¢ hipermetylacja wysp
CpG (CIMP, ang. CpG island methylator phenotype) odpowiedzialng za wylaczanie genow
supresorowych, zjawiska lezacego u podstaw procesu kancerogenezy. CMSI1 to typ RJG
lokujacy si¢ gtownie w odcinku proksymalnym jelita oraz posiadajacy dobre rokowanie.
Podtyp CMS2 jest najczesciej rozpoznawanym wariantem u pacjentow chorych na RJG.
Lokalizuje si¢ w odcinku dystalnym jelita grubego i posiada najlepsze rokowanie. Ten typ RIG
oraz pozostate (CMS3 i CMS4) charakteryzuje niestabilno$¢ chromosomalna (CIN, ang.
chromosomal instability). W CMS2 obserwujemy aktywacj¢ szklaku WNT/B-kateniny,
czynnika transkrypcyjnego MYC, receptora EGFR czy integryn. Podtypy CMS2 i CMS3
charakteryzuje wystepowanie mutacji w genach APC, KRAS, TP53 oraz PIK3CA. CMS3
wystepuje w réznych rejonach jelita grubego. Podobnie jak w przypadku CMSI1, w podtypie
CMS3 spotykana jest hipermetylacja wysp CpG, jednak w mniejszym stopniu. Ostatni podtyp,
CMS4, zaliczany rowniez do typu podscieliskowego, charakteryzuje wysoka ekspresja
transformujacego czynnika wzrostu B (TGF-B, ang. transforming growth factor p), inwazja
podscieliska, zwigkszona angiogeneza i immunosupresja. Typ ten lokuje si¢ najczescie] w
dystalnej czesci jelita i zwigzany jest ze ztym rokowaniem dla pacjentow. Badania kliniczne
wskazuja, ze odpowiednie dostosowanie terapii lekami skojarzonymi (zazwyczaj taczace
stosowanie chemioterapii z lekami biologicznymi) do typu RJG obecnego u pacjenta (tzw.
leczenie personalizowane) moze przynosi¢ wymierne korzysci.'” Szczegélnie korzystne wyniki
otrzymano w przypadku leczenia lekami anty-EGFR wobec podtypéw CMS2 i CMS4.'8
Przyktadowo, terapie zalecane w przypadku podtypu CMSI1 zalecaja oksaliplatyne z
bewacyzumabem, natomiast w przypadku CMS2, CMS3 oraz CMS4 leczenie cetuksymabem

w potaczeniu z okasliplatyng lub irynotekanem.!”-!-°
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Jako modele réznych podtypéw RJIG w badaniach in vitro z powodzeniem stosuje si¢
komercyjnie dostgpne linie komdrkowe. W celu klasyfikacji linii komoérek nowotworowych do
odpowiedniego typu uzywana jest miedzy innymi analiza ekspresji genéw markeréw
nowotworowych oraz metody bioinformatyczne. Linia komorkowa HT29 to linia komorek
bedacych we wezesnym stadium raka jelita grubego, pobrana z pierwotnego guza 44-letniej
kobiety rasy kaukaskiej. Zgonie z klasyfikacja Duke’a pochodza one z RJG bedacego w
stadium C, natomiast wedtug klasyfikacji zaawansowania klinicznego (TNM) ze stadium TNM
112! Komérki linii HT29 maja pochodzenie nablonkowe i s3 adherentne, co ulatwia ich
zastosowanie jako modelu RJG w warunkach laboratoryjnych w celu symulacji prawdziwe;j
tkanki okreznicy.”? Poshuzyly one réwniez do utworzenia modelu stuzacego do badania
zdolno$ci zwigzkow do pokonania opornosci wielolekowej nowotworéw. Sublinia HT29/Dx
powstala w wyniku ekspozycji komoérek linii wrazliwej HT29 na dziatanie doksorubicyny.
Selekcja spowodowata, ze linia ta charakteryzuje si¢ wysokg opornosciag na ten
chemioterapeutyk i zwigkszong ekspresja bialek opornosci wielolekowej, glikoproteiny P (P-
gp) oraz MRP3 (ang. multidrug resistance protein 3).*** Inng linig rowniez czesto stosowang
jako model RJG in vitro jest linia gruczolakoraka okreznicy — COLO205. Komorki
zapoczatkowujace t¢ lini¢ pobrane zostaty z ptynu otrzewnowego 70-letniego mezczyzny rasy
kaukaskiej. Linia komoérkowa COLO205 ro$nie zar6wno w zawiesinie, jak 1 tworzy
monowarstw¢ w naczyniach hodowlanych. Komoérki te, pochodzace =z przerzutu
nowotworowego reprezentuja RJG zaliczanego do stadium D wg. klasyfikacji Duke’a,
natomiast w przypadku klasyfikacji TNM mozna zaliczy¢ je do stadium 4, czyli nowotworu

atakujacego sasiednie organy.?>2°

1.2. Biosynteza cholesterolu i jej znaczenie w patologii chorob

Cholesterol (Chol) to organiczny zwigzek z grupy steroli zbudowany z pierScienia
1,2-cyklopentanoperhydrofenatrenowego. Lipid ten jest prekursorem syntezy hormonow,
witaminy D, czy kwasow zotciowych. Jest istotnym sktadnikiem blon komoérkowych, majagcym
wplyw na ich ptynno$¢ oraz wspottworzacy bogate w Chol i1 sfingomieling mikrodomeny
btonowe. W okoto 50% za syntez¢ Chol de novo u ssakéw odpowiada watroba, w mniejszym
stopniu jelito cienkie. Pozostalty Chol egzogenny przyjmowany jest z pozywieniem i

wchtaniany w jelitach.?’28

Chol syntetyzowany jest w szlaku mewalonowym, ktérego reakcje zachodza w siateczce

srodplazmatycznej. Schematycznie proces ten przedstawiono na Rys. 2. Poczatkowym etapem

17



biosyntezy Chol jest reakcja katalizowana przez reduktaze 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA
(HMG-CoA), w ktorej z 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA powstaje mewalonian. Kwas
mewalonowy przeksztalcany jest nastepnie do pirofosforanu izopentenylu (IPP). Izopren ten to
kluczowy budulec Chol, a takze wielu zwigzkow pochodzenia naturalnego, m.in. terpenow.
Nastepnie IPP ulega izomeryzacji i kondensacji tworzac pirofosforan geranylu (GPP).
Produktem przylaczenia kolejnej czasteczki IPP jest pirofosforan farnezylu (FPP). Z niego w
wyniku reakcji kondensacji powstaje skwalen, ktory nastepnie ulega cyklizacji dajac lanosterol.
W ostatnim kroku lanosterol zostaje przeksztalcony w wieloetapowym procesie w Chol.>” W
szlaku mewalonowym oprécz Chol powstaja rowniez czasteczki zaangazowane w transkrypcje
DNA, glikozylacj¢ (dolichol) i prenylacje bialek (GPP, FPP), transport elektronow w

mitochondriach (ubichinon) oraz inne czasteczki istotne dla przezycia komorki.>

Acetylo-CoA

Lanosterol

STATYNY

Mewalonian ) Cholesterol

Rys. 2. Szlak biosyntezy cholesterolu z zaznaczonym miejscem inhibicji poprzez statyny.

Chol i inne lipidy ze wzglgdu na swdj hydrofobowy charakter transportowane sg w osoczu krwi
w formie kompleksow z biatkami, trojglicerydami i1 fosfolipidami okre§lanych jako
lipoproteiny. Wyrozniamy pig¢ rodzajow tych makroczasteczek pogrupowanych w zaleznosci
od gestosci: chylomikrony, lipoproteiny o bardzo matej gestosci (VLDL, ang. very low density
lipoproteins), o posredniej gestosci (IDL, ang. intermediate density lipoproteins), o matej
gestosci (LDL, ang. low density lipoproteins) oraz o duzej gestosci (HDL, ang. high density
lipoproteins). Czasteczki LDL sg gléwnymi transporterami Chol z krwi do tkanek organizmu
oraz odpowiadaja za regulacj¢ biosyntezy Chol. HDL odpowiedzialne sg za usuwanie

uwolnionego do osocza Chol z obumartych komorek i1 blon oraz kierowanie go do watroby na
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drodze transportu zwrotnego.’! Nadmiar Chol w osoczu w postaci LDL jest przyczyna
powstawania ptytek arteriosklerotycznych w naczyniach krwiono$nych, z czym zwigzane jest
popularne okres$lanie go mianem tzw. ,zlego Chol”. Za tzw. ,,dobry Chol” uznawane sa
lipoproteiny HDL, ktére przenosza Chol do tkanek i obnizajg jego poziom w osoczu. Stosunek
poziomow tych frakcji Chol (HDL/LDL) jest stosowany do oceny ryzyka rozwoju chorob serca

u danego pacjenta.’?

Gléwny regulator syntezy Chol w organizmie stanowi czynnik transkrypcyjny SREBP (ang.
sterol regulatory element binding protein). Biatko to wigze sterolowy element regulatorowy
SRE (ang. sterol regulatory element) znajdujacy si¢ w wielu genach kodujacych biatka
zaangazowane w biosyntez¢ i transport Chol. Czynnik transkrypcyjny SREBP kontroluje
proces transkrypcji mRNA m.in. receptora LDL i reduktazy HMG-CoA. Czynnik SREBP
syntezowany jest jako nieaktywny prekursor, ktory w retikulum endoplazmatycznym tworzy
nieaktywny kompleks z biatkiem SCAP (ang. SREBP cleavage activating protein). Biatko
SCAP posiada domene¢ wigzacg Chol, ktora pozwala mu reagowac na poziom tego sterolu w
komoérce. W przypadku niskiego poziomu Chol, kompleks biatkowy SREBP/SCAP
przemieszcza si¢ do aparatu Golgiego, gdzie zostaje aktywowany poprzez cigcie
proteolityczne. Nastepnie aktywna forma czynnika SREBP wiagze si¢ w jadrze z elementem
SRE genow kodujacych enzymy lipogenne. Powoduje to zwigkszong transkrypcje genow
HMGR 1 LDLR, a co za tym idzie wzrost produkcji Chol w komorce. Z kolei, nadmiar Chol
wewnatrz komorki powoduje zatrzymanie uwalniania SREBP z kompleksu SREBP/SCAP oraz
obnizenie transkrypcji gendw kodujacych reduktaze HMG-CoA oraz receptor LDL. Skutkuje
to zahamowaniem wchianiania Chol do komoérek z LDL obecnych w osoczu. Ponadto
biosynteza Chol moze by¢ regulowana poprzez modulacje aktywnosci reduktazy HMG-CoA.
Aktywnos$¢ tego enzymu hamowana jest przez mewalonian, glukagon, Chol egzogenny, a takze

przez leki, takie jak stosowane w leczeniu hipercholesterolemii statyny.>!

Podwyzszony poziom Chol w osoczu krwi powigzany jest ze zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia wielu schorzen, takich jak otylos¢, cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe, czy
nowotwory. Zaburzenia w homeostazie Chol w tkankach organizmu moga prowadzi¢ takze do
miazdzycy oraz choréb neurodegeneracyjnych. Oprocz nieprawidlowego trybu zycia,
hipercholesterolemia spowodowana moze by¢ tez stosowaniem niektorych lekow lub stanowié¢
objaw innych powaznych schorzen np. niedoczynno$ci tarczycy. Podwyzszone st¢zenie
catkowitego Chol oraz LDL moze wynika¢ takze z rodzinnej hipercholesterolemii, choroby

genetycznej dziedziczonej autosomalnie dominujgco.® Inne dziedziczone choroby tzw.
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choroby spichrzeniowe, w ktérych obserwujemy nadmierng akumulacj¢ Chol i innych lipidow

w tkankach organizmu, to choroba Wolmana oraz $miertelna choroba Niemanna Picka typu
C 3334

Dane uzyskane z bazy The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://gco.iarc.fr/) wskazuja na
korelacje zaburzen w szlaku homeostazy Chol z rozwojem nowotworéw. Komorki
nowotworowe bedace na etapie proliferacji wykazuja zwigkszong aktywnos$¢ receptora
reduktazy HMG-CoA oraz lipoproteiny LDL, zwigkszajac poziom Chol w poréwnaniu do
komorek zdrowych. Akumulacja Chol jest cechg tkanek nowotworowych i1 wskazuje na jego
istotng role w progresji nowotwordw, takich jak: rak piersi, prostaty czy jelita grubego.>>*¢
Zaobserwowano roéwniez zaburzenia w transporcie Chol, sprzyjajace zwigkszeniu jego
poziomu w komorkach nowotworowych. Chol, jest kluczowa czasteczka potrzebng w
utrzymaniu struktury komoérek oraz petni istotne biologiczne funkcje, zatem podniesienie jego
poziomu sprzyja proliferacji komoérek. Zaburzenia metabolizmu Chol s3 czynnikiem
utrudniajagcym proces leczenia wielu rodzajéw nowotworow, dlatego tez lepsze zrozumienie
roli Chol w progresji raka moze przyczynié sie do skuteczniejszej terapii nowotwordw.>>>7-3
W przypadku zaréwno RJG, jak i raka piersi, dieta wysokotluszczowa oraz otylo$¢ uwazane sg

za istotne czynniki podnoszace ryzyko wystapienia tych nowotworow.>*#!

Pacjenci
posiadajacy odlegte przerzuty RJG wykazujg znacznie wyzszy poziom catkowitego Chol oraz
lipoprotein LDL we krwi w poréwnaniu z pacjentami bez przerzutow.*>** Dodatkowo wyzsze

stezenie HDL w surowicy krwi powigzane zostato ze zmniejszonym ryzykiem raka okreznicy.

Komoérki nowotworowe rdznig si¢ kompozycja lipidowa btony komoérkowej od komorek
zdrowych. Dodatkowo sktad ich zalezy od zto§liwosci i1 rodzaju nowotworu. Zmiany te maja
na celu ich adaptacje do warunkoéw otoczenia: zwigkszanie ich przezywalnosci 1 tempa
proliferacji. Charakteryzuje je m.in. zwigkszona ilo$¢ fosfatydyloseryny (PS) po zewnetrznej
stronie blony, okreslanej czesto mianem biomarkerem raka.** Jej zwiekszona zawarto$¢ w
btonie komoérkowej prowadzi takze do zaburzen szlakéw sygnatowych, a co za tym idzie
ostabienia odpowiedzi uktadu odpornosciowego wobec zmian nowotworowych. Ponadto
wzrost poziomu Chol w btonach komoérek nowotworowych powigzany zostat z ich zwigkszona
odpornoéciag na chemioterapic w poréwnaniu z komoérkami o niZzszym stezeniu Chol.*
Porownanie sktadu lipidowego komorek linii HT-29 (raka jelita grubego), MDA-MB231 (raka
piersi) oraz HDF-n (fibroblastow skory) wykazato, ze komorki HT29 posiadaty btony
komorkowe o wyzszym stosunku eterow kwasoéw ttuszczowych do ich estrow oraz wykazywaty

wyzsza ekspresje fosfatydyloseryny w zewnetrznej monowarstwie blony.*® Inaczej wyglada to
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natomiast w przypadku komoérek nowotworowych bedacych w czasie metastazy, gdzie
obserwowano nizszy poziom Chol, a co za tym idzie komorki te posiadaty btony o wigkszej
ptynnosci 1 plastyczno$ci — istotnej dla ich zdolnosci do przenikania przez $ciany naczyn
krwionoénych.*” Komérki nowotworowe reguluja wiec ilo§¢ Chol, by pozwoli¢ komérkom
guza na migracj¢ w trakcie przerzutowania lub zmniejsza¢ przepuszczalno$¢ btony komorek

guza w celu jego ochrony przed chemioterapeutykami.*$4’

Btong komorek nowotworowych o fenotypie opornosci wielolekowej (MDR) charakteryzuje
wyzsza zawartos¢ Chol, wynikajaca z podwyzszonej aktywnos$ci reduktazy HMG-CoA oraz
wyzszej ekspresji receptora LDL w poréwnaniu do komorek wrazliwych.>® Zwigkszona iloéé
Chol powoduje usztywnienie btony komoérkowej 1 sprawia, ze jest ona mniej przepuszczalna
dla lekéw.”! Dodatkowo komoérki MDR utrzymujg niski poziom ceramidéw poprzez
zapobieganie rozpadowi sfingomieliny, bedacych ich prekursorem w syntezie de novo.
Powoduje to zmniejszenie ilosci bogatych w ceramidy tratw lipidowych, zaangazowanych w
indukcje $mierci komorkowej na drodze apoptozy. Utrata asymetrii btony w wyniku
translokacji PS oraz PE do zewngtrznej monowarstwy blony w komorkach nowotworowych,
moze zosta¢é wykorzystana w projektowaniu skutecznej terapii celowanej. Przyktadem
wykorzystania tej strategii jest lek Bavituximab, przeciwcialo monoklonalne ukierunkowane
na PS, co pozwala na wywotanie odpowiedzi immunologicznej organizmu selektywnej wobec

komérek nowotworowych.>?

1.3. Tratwy lipidowe

Tratwy lipidowe (ang. lipid rafts) to mikrodomeny btonowe wystgpujace w btonie komodrkowe;j
i sktadajace si¢ gtéwnie z cholesterolu, sfingolipidow oraz glikolipidéw. Struktury te posiadaja
rozmiary mieszczace sie w przedziale 10-200 nm.>*** Podklasa tratw lipidowych sa kaweole,
wkleste struktury posiadajace ksztatt kolbki, charakteryzujace si¢ duza iloscig kaweolin, bialtek
odpowiedzialnych m.in. za utrzymanie ich ksztaltu Powodem powstawania mikrodomen sg
roznice w biofizycznych wla$ciwosciach lipidéow je tworzacych.”> Uwaza sig, ze tratwy
lipidowe tworzg faze cieklokrystaliczng uporzadkowang (Lo, ang. liquid ordered), ktora
wspotwystepuje w btonie komorkowej z fazg ciektokrystaliczng nieuporzadkowang (Lp, ang.
liquid disordered).®® Sfingomielina i glikosfingolipidy charakteryzuja sie wyzszymi
temperaturami gldwnego przejscia fazowego niz glicerofosfolipidy. Sfingolipidy naturalnie
wystepujace w btonach sg z reguty dluzsze i1 bardziej nasycone niz glicerofosfolipidy. Sprzyja

to separacji faz ze wzglgdu na hydrofobowe niedopasowanie pojawiajace si¢ miedzy tymi
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grupami lipidow. Dzieki obecnosci grup amidowych 1 hydroksylowych pomiedzy czasteczkami
sfingolipidow moga tworzy¢ si¢ wigzania wodorowe, ktéore dodatkowo wzmacniajg
oddziatywania miedzy ich czasteczkami. Dodatkowo wigzania wodorowe moga powstawac tez
pomiedzy resztami cukrowymi glikosfingolipidow. Sfingolipidy, ktore zawieraja w swojej
strukturze nasycone tancuchy acylowe, umozliwiajg $ciste umiejscowienie cholesterolu w
obszarach bedacych w fazie Lo.’” W tratwach lipidowych Chol pehni istotng stabilizujgca role,

stanowigc spoiwo, ktore utrzymuje zwartg strukture tych mikrodomen.>®

Biatkami specyficznie wigzacymi si¢ z tratwami lipidowymi sg m.in. biatka kotwiczace si¢ w
btonie za pomocg glikozylofosfatydyloinozytolu (GPI), biatka palmitylowane, kinazy z rodziny
Src oraz biatka transblonowe np. CD44.57 Wysoce heterogenne struktury btonowe, jakimi sg
tratwy, petnig rol¢ w procesach przekazywania sygnalow komorkowych, w ktorych biorg udziat
m.in. immunoglobulina E, receptor antygenu komorek T, receptor EGF, czy receptor insuliny.
Zaangazowane s3 réwniez w rozwdj wielu chorob metabolicznych, autoimmunologicznych,
neurodegeneracyjnych, o podlozu zapalnym oraz nowotworowych.’® Tratwy lipidowe w
procesach nowotworzenia wptywaja na procesy adhezji komorek i ich migracj¢. Wykazano, ze
zaburzenie prawidlowej struktury i funkcji tratw lipidowych uniemozliwia tworzenie
inwadiopodiow przez migrujace komorki nowotworowe.*®%° Badania nad biatkami btonowymi
pokazaly, ze obnizenie poziomu Chol w komoérkach za pomocg czynnikow wigzacych Chol,
takich jak metylo-B-cyklodekstryna, filipina czy simwastatyna, zaburzalo strukture tratw
lipidowych i powodowato zwigkszone uwalnianie biatek z nimi zwigzanych. Simwastatyna w
ludzkich komorkach glejaka zwigkszala uwalnianie CD44 z btony komorkowej 1 jednoczesnie
blokowala ich migracje.”’ Biatkowe sktadniki mikrodomen blonowych, tj. kaweolina czy
flotylina, moga byé¢ biomarkerami prognostycznymi dla wielu nowotworéw.%! Zwiekszona
ekspresja flotyliny-1 oraz flotyliny-2 powigzana jest z wigksza proliferacja komorek

nowotworowych RJG oraz jego gorszym rokowaniem.®?

W celu badania oddziatywania zwigzkéw z mikrodomenami blonowymi uzytecznym modelem
sg sztuczne blony lipidowe, w tym np. ogromne jednowarstwowe liposomy (GUV, ang. giant
unilamellar vesicles). Zastosowanie odpowiedniej kompozycji lipidowej sktadajacej si¢ z
nienasyconych fosfolipidow, sfingomieliny i Chol pozwala ma otrzymanie blon lipidowych
charakteryzujacych si¢ lateralng separacja faz. Dodatkowo rozmiar GUV, poréwnywalny do
wielkosci komorek, oraz odpowiedni dobor sond fluorescencyjnych pozwala na ich
bezposrednia obserwacje pod mikroskopem.®* Oprécz mozliwosci obserwacji fuzji blon

lipidowych, te uklady modelowe wykorzystywane moga by¢ réwniez w badaniach

22



oddziatywania biatek 1 kwasow nukleinowych z blonami, badaniach dynamiki i morfologii
powierzchni bton lipidowych, czy transportu lekow.5* % Pierwsza praca wykorzystujaca ten
model w celu zbadania wptywu lekow z grupy fenotiazyn na zmiany w organizacji domen
lipidowych bogatych w sfingomieling (SM) i Chol pochodzi z naszego zespotu badawczego.®’
Flawonoidy réwniez wykazaly wpltyw na sktad i1 funkcjonowanie mikrodomen lipidowych w
liposomach utworzonych z DOPC i SM.® Duza popularno$é zyskaty réwniez proby
wykorzystania GUVoOw do badania zdolnosci antybiotykow peptydowych i toksyn do
tworzenia poréw w badanych modelowych btonach lipidowych.®””!  Ogromne
jednowarstwowe liposomy o sktadzie lipidowym imitujagcym btony komoérek nowotworowych
wykorzystane zostaty rowniez do badania wlasciwosci przeciwnowotworowych zwigzkow, a

w szczegdlnosci ich zdolnosci do zaburzania struktury bton komérek rakowych.”?

1.4. Zwiazki hamujace biosynteze¢ cholesterolu

1.4.1. Statyny
W obnizeniu st¢zenia Chol we krwi istotny jest zdrowy tryb zycia, w tym niskottuszczowa
dieta, ograniczenie nalogdéw i zwickszenie aktywnosci fizycznej. Jednak gdy to nie pomaga w
obnizeniu poziomu Chol LDL w osoczu, konieczna jest interwencja farmakologiczna. Lekami
najczesciej stosowanymi w tym celu sg statyny. Statyny to zwigzki stosowane w leczeniu
hipercholesterolemii oraz w profilaktyce choréb sercowo-naczyniowych. Sa one inhibitorami
reduktazy HMG-CoA, kluczowego enzymu szlaku biosyntezy Chol (Rys. 2), powodujacymi
zmniejszenie jego syntezy w watrobie.”> Najwazniejszym efektem stosowania statyn jest
obnizenie stezenia LDL, trojglicerydéw oraz zwigkszenie st¢zenia frakcji HDL w osoczu. Leki
te znane s3 od lat 70. XX wieku, kiedy to rozpoczeto poszukiwanie inhibitorow reduktazy
HMG-CoA wsrdd metabolitow pochodzacych od mikroorganizméw. Pierwszym zwigzkiem
pozyskanym z grzyba Penicillium citrinum byta mewastatyna. Poszukiwanie jej analogow
powigkszyto nastepnie grono lekéw z tej grupy o lowastatyng, simwastatyn¢ oraz
prawastatyne.”* W latach 80. i 90. XX wieku statyny trafity na rynek farmaceutyczny i zaczety
by¢ stosowane w leczeniu pacjentow z chorobg niedokrwienng serca oraz z
hipercholesterolemig. Obecnie grupa statyn stosowana w leczeniu pacjentdw jest jeszcze
obszerniejsza, co pozwala na indywidualne dobranie ich do pacjentow, szczeg6lnie tych
obcigzonych dodatkowymi schorzeniami. Skutki uboczne stosowania statyn obejmujg
zaburzenia zotadkowo-jelitowe oraz miopati¢ Jednym =z najczgstszych 1 najbardziej

niebezpiecznych powiktan w stosowaniu statyn jest rabdomioliza.”> Ryzyko tej choroby
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szczegOlnie wysokie bylo przy stosowaniu syntetycznie pozyskanej ceriwastatyny, ktora

zostata wycofana z rynku w 2001.76

Statyny dzielimy na statyny pochodzenia naturalnego, w tym mewastatyna, lowastatyna, czy
prawastatyna. Simwastatyna, ktéra rowniez zaliczana jest do tej grupy, jest zwigzkiem
poOtsyntetycznym, poniewaz oryginalnie syntetyzowana byta z lowastatyny. Jednak moze by¢
ona rowniez produkowana przez zmodyfikowang genetycznie bakterie Escherichia coli. Do
grupy statyn syntetycznych nalezag m.in. atorwarstatyna, ceriwastatyna, fluwastatyna,
rosuwastatyna oraz pitawastatyna.’® Innym sposobem podziatu jest klasyfikacja statyn w
zaleznosci od ich chemicznej struktury. Na jej podstawie wyrdzniamy typ 1, do ktoérego naleza
statyny zawierajgce pierscien naftalenowy (lowastatyna, mewastatyna i simwastatyna) i typ 2,
statyny zawierajace grup¢ fluorofenylowsa i szereg pierscieni hydrofobowych kowalencyjnie
przylaczonych do wugrupowania imitujacego HMG-CoA. W przypadku atorwastatyny
ugrupowaniem nasladujacym HMG-CoA jest pirol, ceriwastatyny — pirydyna, rosuwastatyny —
pirymidyna, fluwastatyny — indol, a pitawastatyny — chinolina. Ugrupowania imitujace HMG-
CoA odgrywaja role¢ w wigzaniu si¢ leku z reduktazga HMG-CoA, a rdznice w grupach bocznych
pozwalaja na modulacj¢ hydrofilowosci leku, wptywajac tym samym na jego

farmakokinetyke.”’

Statyny posiadaja réwniez wlasciwosci wykraczajace poza ich gldéwny mechanizm dziatania,
ktorym jest leczenie zaburzen lipidowych, czyli wykazuja tzw. dziatanie plejotropowe. Leki te,
migedzy innymi posiadaja zdolno$¢ do hamowania tworzenia blaszek miazdzycowych,
zapobiegania chorobom naczyniowym, ale réwniez wykazuja dzialanie antyoksydacyjne,
przeciwzapalne, czy antykoagulacyjne.”® Wczesne i regularne stosowanie statyn wptywa na
zmniejszenie $miertelnosci chorych na schorzenia sercowo-naczyniowe. Statyny zapobiegaja
wystepowaniu utlenionych frakcji LDL, HDL oraz VLDL w osoczu,”’ a ponadto moduluja
mechanizmy zwigzane z odpowiedzia immunologiczng.”®®" Nastepstwem zablokowania
powstawania mewalonianu przez statyny jest roOwniez zmniejszenie stezenia izoprenoidow:
GPP i FPP, ktére odpowiadajg za prenylacje wielu biatek sygnatowych (w tym biatek G oraz
Ras).®! Biatka te biora udziat w waznych procesach komorkowych, takich jak wzrost,
roznicowanie, sygnalizacja miedzykomérkowa, czy apoptoza.®! Zmiany w tych procesach
prowadza do zahamowania wzrostu i metastazy komoérek nowotworowych. Wymienione
powyzej dzialania statyn sugeruja, ze oprocz leczenia chordb zwigzanych z akumulacjg Chol 1
nowotworow, moga znalez¢ one zastosowanie w leczeniu lub wsparciu leczenia chorob

neurodegeneracyjnych, autoimmunologicznych oraz reumatologicznych.
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Wczesniej wspomniane wlasciwosci plejotropowe statyn spowodowaly, ze mozliwos¢ zmiany
ich pierwotnego przeznaczenia budzi duze zainteresowanie. Wiele badan prowadzonych na
liniach komoérkowych oraz badan klinicznych wykazalo, ze statyny posiadaja wiasciwosci
przeciwnowotworowe, za ktore odpowiada wigcej niz jeden mechanizm. Stwierdzono m.in. ich
zdolno$¢ do indukcji apoptozy, zatrzymywania cyklu komorkowego w fazie G1 1 S, czy
inhibicji prenylacji biatek G prowadzacej do zatrzymania proliferacji komorek
nowotworowych.5?%3 W inhibicji cyklu komérkowego braty udziat cykliny i zalezne od cyklin
kinazy (CDK) oraz inhibitory CDK, ktérych ekspresja byla zaburzana przez zastosowanie
statyn.®? Innym mechanizmem mogacym staé za tymi wlasciwoéciami jest bezposrednio
zwigzana z zastosowaniem statyn redukcja st¢zenia Chol, ktora prowadzi do zmniejszenia jego
ilosci w tratwach komoérkowych i zaburza szlaki sygnalizacji oraz integralno$¢ blony w
komorkach. Statyny lipofilowe, takie jak simwastatyna i lowastatyna mogg tatwo przenikac

btony komérkowe, co moze tlumaczy¢ ich dziatanie przeciwnowotworowe.®*

Istnieje wiele doniesien potwierdzajacych zdolnos$¢ statyn do indukowania programowane;j
$mierci komorek.® Badania na komérkach nowotworowych raka piersi, Zoladka oraz
niedrobnokomoérkowego raka pluc wykazaly, zZe simwastatyna wywotywata w nich
fragmentacj¢ DNA. Dodatkowo zwigkszata ona ekspresje proapoptycznego genu Bax oraz
hamowata ekspresje genu BCL-2, znanego z ochrony komoérek przed apoptoza.®® Nie wptywata
natomiast na $mier¢ komoérkowg komorek normalnych. Komorki ludzkich limfocytow oraz
szpiczaka po ekspozycji na statyny wykazaly spadek potencjatu blonowego mitochondriow i
uwolnienie do cytozolu kaspaz, biatka Smac/DIABLO oraz cytochromu c¢.347# 7 kolei
fluwastatyna powodowata kondensacj¢ chromatyny, fragmentacj¢ DNA oraz powstawanie

cialek apoptotycznych w komorkach chioniaka juz w stezeniu 5 uM.3®

Badania na liniach komérkowych pochodzenia nabtonkowego, w tym raka piersi, prostaty, raka
jelita grubego, pecherza, skory oraz pluc dowiodly, ze hamowanie wzrostu komorek przez
simwastatyne byto silniejsze w przypadku stabiej zroznicowanych komoérek nowotworowych.®
Dziatanie to moze by¢ powigzane z wigkszym zapotrzebowaniem komoérek rakowych na
izoprenoidy, poniewaz namnazaja si¢ one szybciej niz komoérki normalne i wymagaja
sprawniejszych mechanizméw sygnalizacji komorkowej.” Dodatkowo, hydrofobowa
simwastatyna hamowala wzrost komorek w wigkszym stopniu niz hydrofilowa

prawastatyna.*%
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Wiele doniesien wskazuje na wyzszg aktywno$¢ przeciwnowotworowg statyn lipofilowych tj.
simwastatyny, lowastatyny, fluwastatyny i atorwastatyny, a ich zazywanie powigzano z
istotnym zmniejszeniem ryzyka wystapienia raka piersi.”! Statyny hydrofilowe (prawastatyna,
rosuwastatyna) posiadajg mniejsza efektywnos¢ od hydrofobowych. Zwigzane to moze by¢ z
wicksza zdolnoscig statyn lipofilowych do wnikania do komorek, z kolei statyny hydrofilowe
z wicksza selektywno$cia wigza si¢ komorkami watroby. Wyniki badan klinicznych
wskazywaly takze na przewage statyn lipofilowych w leczeniu schorzen
sercowo-naczyniowych, co zwigzane moze by¢ z ich wigkszg zdolnoscig do obnizania poziomu
LDL we krwi.”? Najsilniejsze dzialanie hipolipemizujace posiada atorwastatyna i simwastatyna,

najstabsze natomiast fluwastatyna, %%

Badanie kohortowe przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych na grupie pacjentdow z nowo
zdiagnozowanym RJG wykazato, ze stosowanie statyn wigzalo si¢ z u nich ich dluzszym
czasem przezycia.”* Podobny wynik otrzymano w badaniu przeprowadzonym na dunskiej
populacji, w ktéorym zauwazono, ze regularne zazywanie statyn powigzane bylo ze
zmniejszeniem $miertelnosci z powodu nowotworéw u badanych pacjentow.”®> Obecnie istnieje
wiele badan klinicznych oraz badan populacyjnych badajacych wptyw statyn na przezywalno$¢
pacjentow z nowotworami. Coraz wigcej badan klinicznych idzie w kierunku badan nad
wykorzystaniem ich w terapii kombinowanej, w celu wzmocnienia efektu terapeutycznego
lekéw onkologicznych. Badane jest np. polaczenie simwastatyny z paklitakselem u chorych na
raka drobnokomorkowego ptuc (NCT04698941), czy simwastatyny z doksorubicyna, w celu
zminimalizowania kardiotoksycznego dziatania antracykliny (NCT02096588). Statyny zdaja
si¢ posiada¢ zdolno$¢ do zwickszenia wydajnosci oraz wspierania leczenia konwencjonalnego
nowotworow, co powoduje, ze najwicksze zainteresowanie budzi ich uzycie w terapii
kombinowanej z chemioterapeutykami, ktére pozwolitoby na zwigkszenie efektywnosci

leczenia i przezywalnosci pacjentow.

1.4.2. Betulina

Betulina (BET) to pentacykliczny triterpen posiadajacy szkielet lupanu. Jest zwigzkiem
pochodzenia naturalnego, najczesciej pozyskuje si¢ go z kory brzozy. Ekstrakty, tj. olejek z
kory brzozy, zawierajace betuling uzywane byty medycynie ludowej w leczeniu choréb skory,
takich jak egzema i tuszczyca.’® Terpen ten posiada wlasciwosci przeciwwirusowe,

przeciwzapalne, czy przeciwnowotworowe.””*
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BET posiada zdolno$¢ do wigzania si¢ z biatkiem SCAP 1 zapobiega aktywacji biatka SREBP-
1.” Co za tym idzie, BET zmniejsza synteze i gromadzenie kwaséw tluszczowych i
trojglicerydow w komorkach. W badaniu przeprowadzonym na pacjentach z rakiem
watrobokomérkowym (HCC) zaobserwowano, iz wysoki poziom SREBP-1 korelowat z gorsza
odpowiedzig chorych na leczenie lekiem przeciwnowotworowym sorafenibem, a wigc rowniez
z gorsza przezywalno$cia i rokowaniem pacjentow. Dodatkowe zastosowanie BET w terapii
tego nowotworu hamowato aktywno$¢ glikolityczng w komorkach HCC oraz zapobiegato
wystepowaniu przerzutow w ksenograftach u myszy.'%!%! Zahamowanie aktywnoéci biatka
SREBP-1 wzmacniato dziatanie leku przeciwnowotworowego, sorafenibu u pacjentow chorych

na HCC, wykazujac efekt synergistyczny miedzy lekiem a BET.

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa BET w duzym stopniu zalezy od wybranego modelu
komoérkowego. BET nie wykazywata wysokiej toksyczno$ci w liniach nowotworowych
czerniaka, nerwiaka zarodkowego oraz biataczki.!">!% Z drugiej strony wykazala aktywno$¢
cytotoksyczng m.in. wobec komorek raka jelita grubego, piersi, ptuc i prostaty.'® W badaniu,
w ktorym podano jednoczesnie Chol oraz BET do hodowli komérek raka szyjki macicy, ptuc
oraz biataczki zaobserwowano wysoka $miertelnos¢ komoérek juz w niskich stezeniach tych
zwigzkow. Co istotne, BET zastosowana pojedynczo wykazywata $rednig toksycznos¢ wobec
komorek tych linii, natomiast Chol byt nietoksyczny. Natomiast potgczenie tych zwigzkow
powodowato widoczng fragmentacje DNA, a za indukcje apoptozy komorek odpowiedzialny
byl szlak mitochondrialny.!® Autorzy wysuneli przypuszczenie, ze tak silne dziatanie
polaczenia Chol i BET na komorki nowotworowe zwigzane jest prawdopodobnie z
zaburzeniem integralno$ci blon komoérkowych przez Chol, a co za tym idzie ich wigksza
przepuszczalno$cig dla BET. W badaniu przeprowadzonym na linii komorkowej RJG rowniez
stwierdzono zdolno$¢ BET do indukcji apoptozy za posrednictwem szlaku mitochondrialnego,
obserwowano uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytoplazmy, a takze aktywacje

kaspaz.'%

Betulina jest waznym prekursorem zwigzkéw biologicznie czynnych, w tym kwasu
betulinowego. Kwas betulinowy posiada szerokie spektrum dziatania biologicznego i
farmakologicznego, w tym dziatanie przeciwmalaryczne, przeciwzapalne, przeciwwirusowe
oraz cytotoksyczne wobec wielu linii nowotworowych.’®!%7 Wiasciwosci cytotoksyczne
pochodnych betuliny zwigzane sg z ich zdolno$cig do indukcji apoptozy i sg porownywalne do
niektorych obecnie stosowanych lekow klinicznych.”® Aktywno$é przeciwnowotworowa

kwasu betulinowego stwierdzono w modelach wielu nowotworoéw m.in. czerniaka, ptuc, raka

27



jelita grubego, prostaty, bialaczki, czy piersi.'®®!% Dodatkowo wykazano jego selektywnosé
wzgledem komorek nowotworowych, podczas gdy kwas betulinowy nie byt toksyczny dla

komorek pochodzacych z linii nienowotworowych.!!°

Obszerne dowody wskazuja na posiadanie przez triterpeny wtasciwos$ci przeciwcukrzycowych
oraz antydyslipidemicznych. BET 1 kwas betulinowy dzigki swoim wiasciwosciom
farmakologicznym mogg by¢ uzyteczne w leczeniu chor6b metabolicznych, w tym cukrzycy, a
takze chorob zakaznych, zaburzen sercowo-naczyniowych i neurologicznych.!!! Diugotrwate
zazywanie kwasu betulinowego powodowato spadek poziomu Chol i trojglicerydéw w osoczu,
zmniejszalo mase ciata, zwigkszato poziom insuliny i1 leptyny oraz zmniejszato poziom greliny
u otyltych myszy.''2 Kwas betulinowy obnizat stezenie Chol LDL, a podnosil poziom Chol HDL

w osoczu badanych zwierzat.!!!

Lepsza rozpuszczalnos¢ zwigksza skuteczno$¢ leku in vivo, duzym zainteresowaniem cieszg
si¢ wigc proby modyfikacji struktury BET i kwasu betulinowego w celu uzyskania lepiej
rozpuszczalnych pochodnych np. przez dodanie grup hydroksylowych, badz umieszczenie ich

w mikronosénikach, no$nikach polimerowych, czy emulsjach.!!!>11?

1.5. Leki przeciwpsychotyczne i przeciwdepresyjne

Leki antypsychotyczne (neuroleptyki) 1 przeciwdepresyjne naleza do grupy lekow
psychotropowych, stosowanych w leczeniu zaburzen psychicznych. Antydepresanty stosowane
sa przede wszystkim w leczeniu zaburzen depresyjnych, czesto rowniez w leczeniu zaburzen
lekowych 1 bezsennosci. Leki przeciwpsychotyczne uzywane sg natomiast w leczeniu psychoz
1 schizofrenii. Wszystkie te leki wigze ich zdolno$¢ do przenikania przez barier¢ krew-mozg i
oddziatywania na moézg oraz uktad nerwowy cztowieka. Farmakologiczne leczenie zaburzen
psychicznych jest skuteczne szczegodlnie w krotkim okresie. W dtuzszej perspektywie niesie za
sobg wiele skutkow ubocznych 1 wymaga zmniejszenia dawek leku oraz wsparcia
psychoterapig. Ws$rod najczesciej obserwowanych  dziatan niepozadanych lekow
antypsychotycznych obserwujemy zmniejszenie objetosci istoty szarej oraz wzrost objgtosci
komory bocznej mozgu, cukrzyce, czy zespol metaboliczny (w tym: otylo§¢ brzuszna,

insulinooporno$¢, dyslipidemie i nadci$nienie tetnicze).'!*

Wigkszo§¢ lekow przeciwdepresyjnych to selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu
neuroprzekaznikéw 1 monoamin: serotoniny (SSRI), noradrenaliny (NRI), serotoniny i

noradrenaliny (SNRI), noradrenaliny i dopaminy (NDRI). Dziatanie to powoduje wzrost ilo$ci
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neuroprzekaznikbw w potaczeniach miedzy synapsami. Inng, wyrdzniajagca si¢ grupg sg
trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne (TCA, ang. tricyclic antidepressants), tj. imipramina,
amineptyna, dibenzepina, czy klomipramina. Ich mechanizm dziatania nie jest do konca
poznany, przypuszcza si¢ ze roOwniez mogg blokowa¢ zwrotny wychwyt amin biogennych.
TCA stanowig gléwnie pochodne dibenzoazepiny i sg stosowane jako leki drugiego rzutu —

zaraz po SSRI — w leczeniu klinicznej depresji.!!>!16

Leki przeciwpsychotyczne dzieli si¢ na dwie grupy w zaleznos$ci od ich mechanizmu dziatania
1 skutkow klinicznych jakie powoduja. Jednym z pierwszych lekow przeciwpsychotycznych
odkrytych w latach 50. XX wieku byta chloropromazyna, poczatkowo stosowana jako lek
znieczulajacy. Zapoczatkowata ona skuteczne farmakologiczne leczenie psychoz, w tym
schizofrenii.''” Na podstawie jej struktury powstaly leki pierwszej generacji tzw. typowe
neuroleptyki, wsrdd ktorych liczng grupe stanowia pochodne fenotiazyny (m.in. promazyna,
perfenazyna, flufenazyna i trifluoperazyna). Innymi nalezacymi do tej grupy lekami sg
pochodne tioksantenu (flupentyksol, tiotiksen, zuklopentyksol) oraz pochodne butyrofenonu
(haloperidol). Dziatania niepozadane zaobserwowane przy stosowaniu lekow I generacji to
przede wszystkim objawy zespolu pozapirymidowego (EPS, ang. extrapyramidal symptoms):
parkinsonizm, dystonia, akatyzja oraz dyskinezy. Staly si¢ one tez powodem, dla ktérego
rozpoczeto poszukiwanie lekéw, ktorych stosowanie bedzie bezpieczniejsze. Tak powstaly
neuroleptyki drugiej generacji, okreslane jako atypowe. Pierwszym lekiem tej generacji byta
klozapina, bedaca pochodng dibenzodiazepiny, ktéra nie powodowala objawéw EPS ani
dyskinez, za to powigzano ja z wystepowaniem agranulocytozy.'!” Pomimo dziatan
niepozadanych nadal jest ona stosowana w leczeniu lekoopornej schizofrenii, lecz stosowanie
jej wymaga monitorowania wynikow badania krwi pacjentéw. Pozostalymi atypowymi lekami
sa rysperydon, olanzapina, zyprazydon, czy kwetiapina. Obie generacj¢ obejmuja leki bedace
antagonistami receptor6w dopaminergicznych oraz serotoninowych, przy czym leki drugiej
generacji silniej dzialaja na receptor serotoniny (5-HT24) niz receptor dopaminy (D2).!'® Leki
nowej generacji majg stabsze skutki uboczne, przede wszystkim zmniejszaja mozliwos¢
wystgpienia EPS, a takze posiadaja lepsza skuteczno$¢ w zwalczaniu objawow
psychotycznych. Najnowsze badania wskazuja jednak, ze stosowanie lekow drugiej generacji
wigze si¢ z wigkszym prawdopodobienstwem wystgpienia zespotu metabolicznego, w tym
cukrzycy, wzrostu wagi i hiperlipidemii.!” Obecnie na rynku dostgpne sa nowe leki
przeciwpsychotyczne nazywane czesto lekami trzeciej generacji, ktore sg agonistami receptora

D», w tym arypirazol, brekspiprazol, kariprazyna.'?°
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1.5.1. Wlasciwosci przeciwnowotworowe lekow psychotropowych
Badania populacyjne wskazuja, ze zwigzki przeciwpsychotyczne moga mie¢ wplyw na rozwoj
nowotworow. U mezczyzn leczonych na schizofreni¢ zaobserwowano mniejszg zapadalno$¢ na
nowotwory jader i skory, w tym czerniaka ztosliwego.!'?! Nie obserwowano jednak znaczacego
spadku zachorowan u kobiet, a nawet istniejg hipotezy, iz schizofrenia jest istotnie skorelowana
ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka piersi. Odpowiada¢ za to moze podwyzszanie
poziomu prolaktyny przez leki antypsychotyczne.!”? U pacjentéow leczonych lekami
przeciwpsychotycznymi obserwowano takze mniejsza czestotliwos¢ wystgpowania
nowotwordéw przewodu pokarmowego i mozgu.'?® Z kolei w badaniach na populacji dunskiej
zauwazono, ze zazywanie neuroleptykow korelowato ze zmniejszonym ryzykiem raka
okreznicy u pacjentow obu plci oraz raka jelit grubego u kobiet, ale nie innych rodzajow
nowotwordw.!?* Inne badanie populacyjne wykazato obnizone ryzyko RJG, ktore skorelowane
byto ze stosowaniem lekoéw antydepresyjnych. Cytotoksyczne dzialanie SSRI powigzano ze
zdolnoscig tej grupy lekoéw do hamowania proliferacji komorek. W przypadku lekoéw z grupy
TCA wyniki te zgodne byly z doniesieniami naukowymi, méwigcymi ze majg one zdolnos$¢ do
indukowania apoptozy w liniach RJG.!? Inne badanie populacyjne rowniez wykazato, ze
stosowanie lekow przeciwpsychotycznych, w tym klozapiny, kwetiapiny i rysperydonu wigzato
si¢ z nizszym ryzykiem zachorowania na RJG.'?® W pracy tej wykazano réwniez, ze rysperydon
hamowal wzrost komoérek RJG, indukowatl w nich apoptoze, ponosit poziom reaktywnych form
tlenu oraz hamowat wzrost guza w badaniach in vivo. Moze to sugerowac, ze dlugotrwate
zazywanie lekow przeciwpsychotycznych pociaga za sobg zmniejszenie ryzyka zachorowania

na przynajmniej niektore rodzaje nowotwordw.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe lekow przeciwpsychotycznych stwierdzono w wielu
badaniach in vitro 1 in vivo. Jednymi z pierwszych zwigzkow z grupy lekow
przeciwpsychotycznych, ktérych wlasciwosci przeciwnowotworowe wykazano byly rezerpina
oraz chloropromazyna, ktore hamowaly wzrost mig¢sakéw u myszy w pordéwnaniu z
nietraktowang lekami grupg kontrolng.'?” Inne fenotiazyny, podobne strukturalnie do

128,129 Obecnie

chloropromazyny, réwniez hamowaly wzrost migsaka u myszy.
chloropromazyna w potaczeniu z temozolomidem jest w drugiej fazie badan klinicznych w celu

poprawy leczenia glejaka wielopostaciowego (NCT04224441).130

Zwiazki zawierajace heterocykliczne struktury, a w szczegolnosci pierscienie tiofenowe oraz
pirazynowe, wykazywaly wlasciwosci antyproliferacyjne wobec komorek raka szyjka macicy,

piersi, watroby oraz ptuc.!*! W wielu badaniach stwierdzono tez aktywno$¢ antyproliferacyjna
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lekéw przeciwpsychotycznych wobec linii komorkowych pochodzacych z ludzkich
nowotwordw, szczegdlnie cytotoksyczne okazywaty sie fenotiazyny.!**!33 Trifluoperazyna
byta cytotoksyczna wzglgdem komorek linii raka jelita HCT116, wywotywala w nich apoptozg,
hamowata zdolno$¢ komoérek do migracji, a takze zmniejszata rozrost guzow w modelu
mysim.'** Takze flufenazyna, dzieki swej zdolnoéci do hamowania proliferacji komorek
rakowych, zaburzania ich cyklu komodrkowego, wywotywania apoptozy, podwyzszania
poziomu reaktywnych form tlenu (ROS) w komorkach i interferencji z komoérkowymi szlakami
sygnalowymi, rozpatrywana jest jako obiecujacy kandydat na lek, ktorego przeznaczenie
mogloby byé zmienione.'*> Aktywnosé przeciwnowotworowa pochodnych fenotiazyny moze
by¢ takze zwigzana z ich udokumentowang zdolno$cia do hamowania aktywnosci
transporterow zwigzanych z opornoscig wielolekowa komorek nowotworowych, takich jak
ABCBI1,"*% czy ABCGI1."*7 Leki antydepresyjne, paroksentyna oraz sertalina, byty
cytotoksyczne wzgledem linii komorkowych RJG: HT29 oraz linii LS1034. Oba leki
indukowaty apoptoze w komorkach nowotworowych, sertalina hamowata rowniez wzrost guza
w badaniach na ksenograftach u myszy.!*® Obszerne badania przesiewowe (ok. 300 lekoéw
wplywajacych na uktad nerwowy czlowieka) na mysich komoérkach biataczki oraz czerniaka
pokazaly, ze prawdopodobienstwo, ze leki psychoaktywne beda posiadaty aktywnos¢
antyproliferacyjng byto ok. 18 razy wigksze w poréwnaniu do czasteczek pochodzacych z

grupy dobranej przypadkowo.'*

Ponadto, w przypadku szesciu lekow antypsychotycznych wykazano istnienie selektywnos$ci
wzgledem komérek rakowych. '** Wartoéci parametru ICso osiaggnigte w komorkach
nowotworowych byty znaczaco nizsze niz w komoérkach normalnych. Dodatkowo wykazano,
ze polaczenie mewastatyny z pimozydem dalo efekt synergistyczny wzgledem wiekszosci
badanych linii nowotworowych i spadek wartoéci ICs0.!*" Podobna selektywna
cytotoksycznos¢ wzgledem komorek nowotworowych zostata takze zanotowana dla grupy
lekéw bedacych pochodnymi fenotiazyny. Zanotowano dla nich znacznie wyzsza

cytotoksyczno$¢ wobec komorek biataczkowych niz normalnych limfocytow. !

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa lekow antydepresyjnych moze by¢ wynikiem réznych
mechanizmow. Wiele badan wskazuje, ze wplywaja one na proliferacje komorek
nowotworowych, ich metastaze, cykl komorkowy, apoptoze i autofagi¢, a takze moduluja
odpowiedZ immunologiczna i stres oksydacyjny.'*? Prowadzone sa badania kliniczne takich
lekéw, jak tranylcypromina, fenelzyna czy dezypramina, w celu oceny ich przydatnosci w

terapii nowotworow.
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Badacze podejrzewaja, ze cytotoksyczna aktywno$¢ lekow przeciwpsychotycznych nie jest
zwigzana z ich zdolno$cig do oddziatywana na receptory serotoniny i dopaminy, poniewaz
stezenie tych lekow niezbedne, aby wywota¢ cytotoksyczno$¢ jest znacznie wicksze niz dawka
terapeutyczna stosowana w leczeniu zaburzen psychicznych.!*’ Jedng z prawdopodobnych
hipotez jest zdolno$¢ tych lekow do oddziatywania z kalmoduling.'*>!'** Alternatywnym
wyjasnieniem dla ich aktywno$ci cytotoksycznej jest ich bezposrednie oddziatywanie z

145,146

btonami komoérkowymi, a takze ich wptyw na homeostaze Chol.'#’

Dotychczas przeprowadzono niewiele badan klinicznych badajacych wpltyw zwiazkow z grupy
lekéw przeciwpsychotycznych na nowotwory u ludzi. Jedno z juz wspomnianych wyzej
dotyczy chloropromazyny (NCT04224441). Z kolei pimozyd stosowany w malej grupie
pacjentéw chorych na czerniaka z obecnymi przerzutami spowodowal pozytywna odpowiedz
na leczenie, w tym stabilizacje choroby.'*® Ze wzgledu na coraz wicksza ilos¢ dowodow
przedklinicznych zebranych w ostatnich latach, zwlaszcza w przypadku typowych lekow
przeciwpsychotycznych, ro$nie prawdopodobienstwo rozpoczgcia nowych badan klinicznych
w ciggu najblizszych lat. Najczesciej badanymi lekami przeciwpsychotycznymi pod katem ich
dziatania przeciwnowotworowego sg haloperidol, chlorpromazyna, tioridazyna i penfluridol.
149 Natomiast badania  kliniczne  dotyczace  nowszych  atypowych  lekow
przeciwpsychotycznych wymagaja wigkszej ilosci badan przedklinicznych, by udowodni¢ ich

dziatanie przeciwnowotworowe.

1.5.2. Wplyw lekow przeciwpsychotycznych na homeostaze cholesterolu

Wiele lekéw przeciwpsychotycznych posiada zdolno$¢ do zwickszania ekspresji genow
zaangazowanych w biosyntez¢ Chol oraz kwasow tluszczowych, tzw. genow lipogennych.
Wiasciwos¢ ta zaobserwowano dla klozapiny, haloperidolu, olanzapiny, pimozydu, a takze
grupy antydepresantow w ludzkich komérkach glejowych. 40159151 podobna aktywnosé lekow
przeciwpsychotycznych i przeciwdepresyjnych zanotowana zostata rowniez w hepatocytach, a
takze w linii komérkowej pochodzacej z nerwiaka zarodkowego.'*>!>3 Podwyzszona ekspresja
genoéw lipogennych zostala takze wywotana w nienowotworowych komoérkach nabtonka
barwnikowego siatkowki przez grupe neuroleptykow (11 typowych oraz 7 atypowych).!>*
Podkresli¢ jednak nalezy, ze stezenia lekow przeciwpsychotycznych, ktére wptywaty na
zmiang ekspresji gendw lipogennych, byly ok. 10-100 razy wigksze niz ich stezenia w osoczu
osiagane w leczeniu choréb psychicznych.!>® Co ciekawe, cecha wspolng wszystkich genéw,

ktérych ekspresja wzrastata pod wptywem lekow przeciwpsychotycznych, byla ich zaleznos¢

od czynnika transkrypcyjnego SREBP. Dodatkowo wykazano, ze niektore leki z tej grupy (m.
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in. chloropromazyna, olanzapina, klozapina 1 haloperidol) stymulowaty proces

proteolitycznego dojrzewania biatka SREBP. 50153

W zwigzku z opisanymi powyzej obserwacjami, postawiono hipoteze, ze powodowana przez
leki przeciwpsychotyczne aktywacja gendw lipogennych moze by¢ istotnym czynnikiem
objasniajacym mechanizm ich aktywnoéci farmakologicznej,'** a takze powodowanych przez
nie efektow ubocznych, takich jak przybieranie na wadze, czy wystapienie zespotu

metabolicznego.'>?

Nalezy zatem postawi¢ pytanie: jaki jest mechanizm aktywacji genow bedacych pod kontrolg
SREBP przez leki przeciwpsychotyczne? Powodem zwigkszonej ekspresji genow lipogennych
w komorce jest niski poziom Chol w retikulum endoplazmatycznym (ER) lub zaburzenie jego
transportu do ER, gdzie znajduje si¢ komdrkowa maszyneria regulujgca homeostaze tego
zwigzku. Glowng $ciezka wchlaniania egzogennego Chol przez komorki jest zalezna od
receptora endocytoza lipoprotein LDL, ktore stanowia kluczowe czastki transportujace Chol
we krwi. Po wchionigciu, czastki LDL sg degradowane w lizosomach, co powoduje uwolnienie
wolnego (niezestryfikowanego) Chol. Wolny Chol jest nastepnie transportowany do innych
organelli, w tym do ER. Tam Chol jest ponownie estryfikowany 1 w tej formie przechowywany,
a takze ,,wyczuwany” przez wrazliwe na Chol biatko SCAP. Pokazano, ze trifluoperazyna oraz
imipramina hamujg estryfikacje Chol, a takze jego wewngtrzkomoérkowy transport.'#’
Dodatkowo wykazano, ze haloperidol, pimozyd oraz 6 atypowych neuroleptykéw hamowaty
estryfikacje Chol, wywolywaly wewnatrzkomorkowa akumulacje lipoprotein LDL
pozbawionych cholesterolowego ,tadunku”, a takze redukowaty biosynteze Chol.'*® Tym
zjawiskom towarzyszyt wzrost ekspresji gendw lipogennych. Autorzy pracy wyciagneli zatem
whniosek, ze aktywacja genoéw lipogennych stanowita odpowiedz komorki na pozorny brak Chol
w ER, spowodowany =zaburzeniem wewnatrzkomérkowego transportu tego zwigzku.
Postawiono hipotezg, Zze mechanizm takiego dziatania lekéw przeciwpsychotycznych wynikaé
moze albo z ich bezposredniego oddziatywania z wrazliwymi na Chol biatkami, takimi jak
SCAP (co moze by¢ skutkiem strukturalnego podobienstwa ich wielopierscieniowych
czasteczek do Chol), albo z ich zdolnosci do zaburzania fazy lipidowej bton komérkowych. !¢
Z tego wynika, ze mechanizm, w jaki leki przeciwpsychotyczne wptywaja na homeostaze Chol,

jest odmienny niz w przypadku statyn, ktore sg inhibitorami reduktazy HMG-CoA.'*’

Lange i Steck w swojej pracy na temat wptywu réznych zwiagzkow amfifilowych na metabolizm

Chol podzielili badane substancje na dwie klasy. Amfifile nalezace do klasy I (np. oksysterole)
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stymulowaly estryfikacj¢ Chol i hamowaty jego biosynteze. Z kolei zwiazki zaliczone do klasy
I wywieraty przeciwstawny efekt — hamowaty estryfikacj¢ Chol, stymulowaly jego biosynteze
i zwigkszaty aktywnos¢ reduktazy HMG-CoA. Do grupy tej zaliczono m.in. progesteron,
antybiotyki monomezyne 1 nigerycyne, lizofosfatydylocholing, imipraming oraz
trifluoperazyne.'*” Wysunigto przypuszczenie, ze zwiazki te powoduja aktywacje czynnikow
transkrypcyjnych regulujacych ekspresj¢ genow lipogennych poprzez redukcje ilosci Chol w
ER i zwickszenie wewnatrzkomoérkowej akumulacji wolnego Chol'#"1*® Biorgc pod uwage
podobienstwa pomigdzy efektami, jakie na metabolizm Chol wywieraja leki
przeciwpsychotyczne oraz amfifile klasy II, mozna zalozy¢, ze naleza one do tej samej klasy

zwigzkow.

Zwiazki wptywajace na metabolizm Chol moga takze wptywaé na struktur¢ oraz funkcje
mikrodomen btonowych wzbogaconych w Chol, sfingomieling i glikosfingolipidy, takich jak
tratwy 1 kaweole. Mikrodomeny te petnig istotng role w procesach przekazywania sygnatow w
komorce, tworzac platformy, na ktérych zachodzi asocjacja biatek tworzacych kompleksy
sygnatowe.'”® Na przyklad, czynniki wzrostu oraz insulina, dziatajac za posrednictwem
powierzchniowych receptoréw specyficznie zwigzanych z tratwami lipidowymi, moga
aktywowac szlak kinazy PI3-K/Akt, ktory jest kluczowy w regulacji wzrostu komorek, a takze
ich przezycia i proliferacji.'®® Szlak ten ulega hiperaktywacji w wielu typach nowotworow, '
wlacznie z RJG.!'®! Wykazano, ze dziatanie szlaku PI3-K/Akt zalezy od zawartosci Chol w
tratwach lipidowych. Statyny, zmniejszajac biosyntez¢ Chol, redukowaly jednocze$nie
aktywacje Akt, co obnizato przezywalno$¢ komorek raka prostaty.'6?> Takze inne inhibitory
biosyntezy Chol, takie jak np. kwas zaragozowy, zmniejszaly przezywalnos¢ ludzkich
promielocytow i powodowaly zatrzymanie ich w fazie G2/M cyklu komdrkowego.!®* Z kolei
lek przeciwpsychotyczny, haloperidol, hamowal biosyntez¢ Chol w komorkach nerwiaka
zarodkowego, co powodowalo zmniejszenie ilosci Chol w tratwach lipidowych i ich rozpad, a
nastepnie zaburzenia w przekazywaniu sygnaldow na szlaku insulina/Akt.!®* Z kolei
zastosowanie lekow przeciwdepresyjnych wobec ludzkich linii zarodkowych 1 linii nerwiaka
zarodkowego spowodowato translokacje biatka Gas z tratw lipidowych do pozostatych rejonow
btony, a co za tym idzie tatwiejsza aktywacje cyklazy adenylowej i zwigkszong akumulacjg
cAMP.'®> Stanowi to nastepny przyktad zaburzajacego sygnalizacje komoérkowa dziatania

lekéw przeciwdepresyjnych.

Wysunigto takze przypuszczenie, ze powodowana przez leki przeciwpsychotyczne aktywacja

genéw bedacych pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego SREBP, moze by¢ zwigzana z
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zaburzaniem przez te leki fazy lipidowej blony komorkowej.!>® We wczesniejszych pracach
wykonanych w naszym zespole udato si¢ pokazac, ze leki przeciwpsychotyczne z grupy
pochodnych fenotiazyny wywotywaly separacj¢ faz w blonach utworzonych =z

¢ a takze, ze

fosfatydylocholiny z domieszka niewielkich ilosci Chol i sfingomieliny,!®
powodowaly wyrazne zmiany w organizacji przestrzenne] mikrodomen w uktadach

modelowych o sktadzie POPC:Chol:sfingomielina (1:1:1).’

Mechanizmy zwigzane z Chol wymieniane s3 takze ws$rdd istotnych czynnikow
odpowiedzialnych za cytotoksyczno$é¢ lekow przeciwpsychotycznych.!*  Gtéwnymi
przestankami, ktore wskazujg na zasadno$¢ tej tezy sg obserwacje, ze zdecydowana wigkszos¢
genow, na ktorych ekspresje wplywaja leki przeciwpsychotyczne, zwigzana jest z
metabolizmem Chol, a takze ze zmniejszenie ilosci Chol w komodrkach, uzyskane jakakolwiek
metoda, skutkowato znacznym wzrostem wrazliwosci komodrek na te leki. W zwiazku z
powyzszym, zasugerowano, iz cytotoksyczne wiasciwosci lekow przeciwpsychotycznych maja
zwigzek gtownie z ich amfifilowym charakterem oraz z ich zdolno$cia do hamowania
transportu Chol do ER. Toksyczny efekt tych lekéw miatby by¢ wynikiem nieograniczonego
poboru Chol przez komoérke (wynikajacego z uszkodzenia maszynerii regulujacej homeostaze
Chol w ER) lub tez zaburzonego przekazywania sygnatow wzdtuz szlaku Akt, co skutkowatoby
zablokowaniem podziatéw komdrkowych.!*’ Poniewaz sktad lipidowy (w tym zawarto$é Chol)
bton komorek nowotworowych znacznie roézni si¢ od komorek normalnych, przypuszczaé
mozna, ze mechanizmy zwigzane z Chol moga by¢ takze odpowiedzialne za selektywna

cytotoksyczno$¢ lekow przeciwpsychotycznych wzgledem tych pierwszych.

1.6. Repozycjonowanie lekow w terapii onkologicznej

Wprowadzenie nowych lekow przeciwnowotworowych na rynek farmaceutyczny to proces
kosztowny, dtugotrwaty i czesto konczacy sie niepowodzeniem.'®” Szacuje sie, ze koszt tego
procesu dla nowego leku moze sigga¢ nawet 2,5 miliarda dolarow, nie uwzgledniajac dalszych
kosztow jego produkcji i rozwoju. Po przejéciu badan przedklinicznych do etapu badan
klinicznych dostaje si¢ ledwie 5 z 5000 zwigzkoéw bedacych kandydatami na leki. Nastepnie
jedynie jeden z nich otrzymuje dopuszczenie do uzytku przez odpowiednie agendy
administracyjne (np. FDA, Food and Drug Administration). Dodatkowo caty proces zajmuje
od 10 do 15 lat badan. Jednym ze sposobow skrdcenia tego czasu sa badania nad
poszukiwaniem dodatkowych aktywnos$ci biologicznych istniejagcych juz lekow. Obecne juz na

rynku substancje lecznicze czgsto wplywaja na wiele szlakéw komoérkowych badz czasteczek
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docelowych w komorkach. Proces zmiany/rozszerzenia wskazan do stosowania znanych juz
lekow, noszacy nazwe repozycjonowania (ang. drug repurposing) jest nadzieja na znalezienie
sposobu leczenia chorob rzadkich oraz terminalnych, a takze na poprawe efektywnosci terapii,
jak rowniez na zwigkszenie przezywalnosci chorych. Czas dopuszczenia znanego leku w celu
leczenia innej choroby niz pierwotnie jest znacznie krotszy w poréwnaniu z catkowicie nowymi
substancjami i moze wynie$¢ jedynie od 3 do 12 lat. Leki juz znane maja dobrze poznany profil
bezpieczenstwa, dlatego tez ich uzycie wigze si¢ z niskim ryzykiem i duzym wskaznikiem
sukcesu. Liczba lekow o zmienionym przeznaczeniu moze stanowi¢ nawet okoto 20-30%
wszystkich lekow dopuszczonych rocznie na rynek farmaceutyczny.!®® W przypadku chorob
nowotworowych istotne jest sprawdzenie, czy znane juz leki posiadaja wlasciwosci
cytotoksyczne, dzigki ktérym mozna by zastosowaé je w terapii wspomagajacej leczenie

zasadnicze.

Wsrod lekow budzacych zainteresowanie w celu zmiany ich przeznaczenia znajdujg si¢
zarowno leki, ktore zostaly dawno odkryte i wycofane z obiegu oraz leki powszechnie
stosowane. Przykltadem znanego leku, ktéry udato si¢ repozycjonowaé jest aspiryna.
Powszechnie stosowana jako lek przeciwbolowy 1 przeciwzapalny, znalazla rowniez
zastosowanie w leczeniu przeciwzakrzepowym. Talidomid, lek sedacyjny, ktory wykazywat
wlasciwosci teratogenne 1 zostat wycofany z listy lekow, zyskal zastosowanie w leczeniu raka
trzustki czy szpiczaka mnogiego, dzieki swoim wlasciwosciom antyangiogennym.'®170 W
przypadku lekow, ktore udato si¢ repozycjonowaé w celach terapii onkologicznej, wyrdznié
mozemy m.in. itrakonazol, lek przeciwgrzybiczy zaburzajacy integralno$¢ btony komorkowej
1 wplywajacy na metabolizm grzybow, a zarazem posiadajagcy wlasciwosci
przeciwnowotworowe wzgledem raka niedrobnokomorkowego pluc i raka prostaty.!”!
Nelfinavir to przeciwwirusowy lek, ktory znalazl zastosowanie w leczeniu migsaka Kaposiego,
a takze jako dodatek do radiochemioterapii RJG (badanie kliniczne NCT00704600). Z kolei,
antybiotyk nitroksolina w badaniach przedklinicznych in vitro oraz in vivo wykazata dziatanie
cytotoksyczne wobec komorek raka prostaty, glejaka, szpiczaka mnogiego oraz zostala

dopuszczona do II fazy badania klinicznego w leczeniu raka pecherza moczowego.!”*!7

1.7. Terapie kombinowane w onkologii

Terapie kombinowane, inaczej nazywane skojarzonymi, polegaja na jednoczesnym
zastosowaniu wiecej niz jednej metody leczenia. Najczesciej dotyczy ona dwoch srodkow

farmakologicznych, ktére majg r6zne mechanizmy dziatania, np. oddziatywuja na rozne szlaki
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sygnalizacyjne, oraz nie wchodza ze soba w interakcje. Proby stosowania terapii
kombinowanych podejmowane sg najczesciej wobec chorob trudnych do wyleczenia, takich
jak nowotwory, AIDS, czy choroby neurodegeneracyjne.'’*!'”> Glownym ich celem jest
ustalenie takiej procedury terapeutycznej, w ktorej pomiedzy uzytymi srodkami wystapi efekt
synergistyczny. Przyktadem terapii skojarzonej jest potagczenie chemioterapii z radioterapig w
chorobach nowotworowych, badz zastosowanie dwoch lekow o odmiennym dzialaniu
farmakologicznym. Dziatanie to ma na celu zmniejszenie toksycznosci i dawek stosowanych

w leczeniu lub pokonanie — czesto wystepujacej w nowotworach — lekoopornosci.!”®

Obiecujacymi kandydatami w terapii kombinowanej wobec nowotwordow sg statyny, ktére w
wielu badaniach in vitro 1 in vivo wykazaly zdolno$¢ do hamowania proliferacji komorek
rakowych, a ich mechanizm farmakologiczny rézni si¢ od mechanizmu lekéw stosowanych w
chemioterapii. Jednym z podej$¢ w walce przeciwko nowotworom o fenotypie opornosci
wielolekowej jest znalezienie takiego modulatora, ktory uwrazliwi komorki nowotworowe na
dziatanie cytostatyku badz wzmocni jego efekt. Antracykliny, np. doksorubicyna, stosowane w
leczeniu wielu nowotwordw, stanowig substrat dla transporteréw btonowych o szerokiej
specyficznosci, takich jak P-gp. Transportery te usuwajg leki z komodrek rakowych i powoduja
spadek ich wewnatrzkomoérkowego stezenia ponizej poziomu skutecznosci.?* Jednym z wyjsé,
aby przezwyciezy¢ MDR, jest podawanie inhibitorow tych bialek, ktore zwigkszylyby stezenie
doksorubicyny w komorkach rakowych. Stwierdzono, ze statyny moga hamowaé P-gp w
komorkach migdzybtoniaka i RIG, zmniejszajac tym samym aktywno$é tego transportera.”!7’
Statyny w potaczeniu z antracyklinami wykazaly dzialanie ochronne przed skutkami
ubocznymi chemioterapii, takimi jak niewydolno$¢ sercowa. Wiele badan wskazuje na korzys¢
faczenia simwastatyny z innymi $rodkami terapeutycznymi w leczeniu nowotwordw.
Simwastatyna (SIM) zamkni¢ta w nosniku liposomowym zastosowana z rOwniez
liposomalnym fluorouracylem (5-FU) wobec linii RJG, wykazata silng aktywnosc
przeciwnowotworowa in vivo.!”® Dziatanie przeciwnowotworowe potaczonych terapeutykow,
sugerowato ze SIM dziatata jako czynnik uwrazliwiajacy komoérki nowotworowe na 5-FU.
Roéwniez pochodne oksykamu w potaczeniu z SIM znaczaco hamowaty wzrost komorek linii
opornej RIG — LoVo/Dx. ' Wiele obecnie prowadzonych badan klinicznych poddaje ocenie
wplyw przyjmowania statyn w trakcie terapii przeciwnowotworowych. Dotychczasowe wyniki
pokazuja, ze stosowanie statyn nie pogarsza stanu zdrowia pacjentéw i jest dobrze tolerowane
przez organizm. Badane jest np. polaczenie SIM z 5-FU oraz radioterapia w leczeniu

zaawansowanego raka odbytnicy (NCT02161822), czy prawastatyny z antracyklinami wobec
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chloniaka, migsaka 1 raka piersi, by zmniejszy¢ kardiotoksyczno$¢ tych cytostatykow

(NCT04190433).

Wzrosto  rowniez  zainteresowanie  uzyciem  lekow  antydepresyjnych  oraz
przeciwpsychotycznych, ktore wykazaly aktywno$¢ przeciwnowotworowa w badaniach na
linlach komorkowych w terapiach skojarzonych. W linii komodrkowej glejaka
wielopostaciowego haloperidol oraz rysperydon w polaczeniu z temozolomidem (TMZ)
zwigkszaly $miertelno$¢ komorek nowotworowych w wyniku apoptozy i powodowaty
aktywacje kaspazy-8.!8%!3! Trifluoperazyna zwickszata wrazliwoéé na radioterapie komorek

glejaka wielopostaciowego in vitro i in vivo,'s

a takze wzmacniata cytotoksycznosc
doksorubicyny wobec opornych komoérek glejaka — SHG44/DOX.!8 Pochodna fenotiazyny w
polaczeniu z gefitynibem hamowata wzrost komorek raka ptuc oraz uwrazliwiala je na dziatanie
cytostatyku.'® Chlorpromazyna natomiast hamowata proliferacje komoérek glejaka opornych
na dzialanie temozolomidu.!®® Z kolei potaczenie tej fenotiazyny z pantamidyna, lekiem
przeciwdrobnoustrojowym, wykazato silny efekt antyproliferacyjny wzgledem komorek raka
ptuc oraz RJG, takze w modelach in vivo.'8¢ Kwetiapina wykazywata efekt synergistyczny z
TMZ, hamujgc wzrost komoérek nowotworowych.!®” Zdolnoé¢ do wzmacniania efektu
chemioterapeutyku i indukcji apoptozy w komorkach nowotworowych wykazalty rowniez m.in.
olanzapina, czy rysperydon.!'3”!8¢ Olanzapina hamowata proliferacje i indukowata apoptoze w
komérkach glejaka i dodatkowo zwigkszata efekt przeciwnowotworowy TMZ.!*’ Natomiast, w
badaniach na komorkach raka ptuc, jajnika i trzustki, zmniejszata ona ekspresj¢ biatka
surwininy oraz uwrazliwiala komorki na dziatanie 5-FU, gemcytabiny oraz cisplatyny.'® Lek
antypsychotyczny drugiej generacji — rysperydon zastosowany wspolnie z kwasem
rumenowym, hamowat proliferacje komoérek raka prostaty w badaniach in vitro. Dodatkowo,
spowalniat wzrost guza w badaniach in vivo na myszach.'”® Autorzy innej pracy wykazali, ze
rysperydon hamowat nadekspresje transportera zwigzanego z opornoscig wielolekowa (BCRP)

w liniach RJG oraz opornej linii raka piersi.'*’

Triorydazyna, neuroleptyk bedacy pochodng fenotiazyny, w potaczeniu z cytarabing badana
byla wobec pacjentow w podesztym wieku z oporng lub nawracajaca biataczka szpikowsa
(NCT02096289). W pierwszej fazie badan klinicznych zaobserwowano zmniejszenie ilo$ci
komorek blastycznych u czgsci pacjentow, ktore powigzane bylo z hamowaniem ekspres;ji
receptora dopaminy.'”! Wyniki wskazuja na to, ze receptor dopaminowy moze byé
potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu tego typu nowotworu. W innym badaniu

klinicznym analizowano skojarzenie chlorpromazyny z temozolamidem u pacjentow z nowo
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zdiagnozowanym glejakiem wielopostaciowym (NCTO04224441). Polaczenie obu tych
zwigzkow dziatato synergistycznie i indukowato apoptoze w komorkach glejaka w badaniach
in vitro."”? Dzialanie przeciwnowotworowe lekéw przeciwpsychotycznych odbywa sie za
posrednictwem  wielu odregbnych mechanizmoéw molekularnych.  Wigkszos¢ badan
eksperymentalnych skupita si¢ na grupie lekow typowych ze wzgledu na ich niespecyficznos¢,
czyli zdolno$¢ do interakcji z kilkoma receptorami w komodrkach. Leki atypowe wykazuja
wyzsza specyficznos¢ wzgledem receptora dopaminowego D2. W ostatnich latach obserwuje
si¢ rosngcy trend badawczy, skupiajacy si¢ na nowszych, atypowych lekach
przeciwpsychotycznych, a otrzymywane dla nich wyniki s3 obiecujgce. Leki
przeciwpsychotyczne wydaja si¢ rowniez wzmacnia¢ dziatanie takich chemioterapeutykow, jak
temozolomid i doksorubicyna, zwalczajac chemio- 1 radiooporno$¢ guza. Jednak
doswiadczenia dotyczace nowszych, atypowych lekow przeciwpsychotycznych wymagajg

wiekszej ilosci badan przedklinicznych, by udowodnié ich dziatanie przeciwnowotworowe.'*
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2. Cze$¢ doswiadczalna

2.1. Cel pracy

Stosowanie lekéw przeciwpsychotycznych pocigga za soba wiele skutkow ubocznych, takich
jak przybieranie na wadze, podwyzszone ryzyko rozwoju cukrzycy czy, chordéb sercowo-
naczyniowych. Dodatkowo dlugotrwate stosowanie tych lekow wydaje si¢ zmniejszac ryzyko
zachorowania na nowotwory. Niepozadane dziatania uboczne powigzane s3 =z
udokumentowang zdolno$cia wielu lekow przeciwpsychotycznych do zaburzania produkcji
kwasow ttuszczowych i cholesterolu. Zmiany w ilo$ci i rozmieszczeniu Chol w komorkach, a
takze zmiany w szlakach sygnalizacyjnych zwigzanych z tratwami lipidowymi, obserwowane
sg w wielu nowotworach. Z tego wzgledu zwiazki, ktore zaburzajg homeostaze¢ lipidowa moga
réwniez posiadaé korzystne wlasciwosci przeciwnowotworowe. Dodatkowo dla wielu lekow
przeciwpsychotycznych  stwierdzono  wyzszg  cytotoksyczno$cia ~ wobec  komorek

nowotworowych niz nienowotworowych (czyli tzw. selektywnosc¢).

Celem pracy doktorskiej jest zidentyfikowanie, wigkszej niz dotychczas znana, grupy
zwigzkow wielopierscieniowych, ktére posiadajg zdolno$¢ do selektywnego hamowania
wzrostu komorek raka jelita grubego. Dla wybranych zwigzkéw zbadano takze wptyw na
ekspresje genow zaangazowanych w biosyntezg cholesterolu. Wigkszo$¢ badanych substancji
nalezy do grupy lekow antydepresyjnych i przeciwpsychotycznych, zbadano takze jeden lek
przeciwhistaminowy oraz jeden przeciwnowotworowy. Dodatkowo, sprawdzono
antyproliferacyjne dziatanie badanych lekéw uzywanych samodzielnie, a takze w
kombinacjach z substancjami o udokumentowanym wptywie na metabolizm cholesterolu:
simwastatyng (inhibitorem reduktazy HMG-CoA) oraz betuling (inhibitorem dojrzewania
czynnika transkrypcyjnego SREBP) w poszukiwaniu synergii pomi¢dzy simwastatyng lub
betuling a badanymi zwigzkami. Badania te wpisujg si¢ w nowe podejscie zakladajace
mozliwo$§¢ zmiany przeznaczenia (ang. drug repurposing) niektorych  lekow

przeciwpsychotycznych i potencjalnego wykorzystania ich w terapii nowotworow.

Wigkszo$¢ sposréd badanych w pracy doktorskiej lekow ma dobrze udokumentowane
zdolnosci do oddzialywania z btonami lipidowymi, co potencjalnie moze wplywac¢ zar6wno na
ich wlasciwosci cytotoksyczne, jak 1 na ich wplyw na poziom Chol w komoérce. Dodatkowym
celem pracy jest okreslenie wptywu badanych lekow przeciwpsychotycznych na mikrodomeny
btonowe wzbogacone w cholesterol i sfingomieling (tzw. tratwy lipidowe). Dokonano tego przy

zastosowaniu ogromnych jednowarstwowych liposomow (GUV) utworzonych z mieszaniny
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lipidéw o odpowiednim sktadzie. Dla nowych pochodnych betuliny dokonano petniejszej

charakterystyki ich oddziatywania z modelowymi dwuwarstwami fosfolipidowymi.

Ostatnim zagadnieniem podj¢tym w pracy doktorskiej jest proba przewidzenia oddziatywania
badanych zwigzkoéw z dwuwarstwami lipidowymi oraz ich zachowania w btonie komorkowe;j
za pomocg narzedzi bioinformatycznych. Modelowanie molekularne pozwolito tez na prébe
okreslenia fizyko-chemicznych wiasciwosci zwigzkéw istotnych dla ich dziatania

przeciwnowotworowego.

W mojej opinii badania te przyczyniajg si¢ do szczegdtowego wyjasnienia mechanizmu
dziatania lekoéw przeciwpsychotycznych na komodrki nowotworowe i dostarczaja danych
istotnych dla ewentualnych prob wprowadzenia niektoérych z tych lekow do terapii

przeciwnowotworowe;j.
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2.2. Materialy

2.2.1. Linie komorkowe
Lini¢ komoérkowa gruczolakoraka jelita grubego (HT29, HTB-38) otrzymano dzigki
uprzejmosci prof. Chiary Riganti z Zakltadu Onkologii Uniwersytetu w Turynie (Wtochy).
Oporng na doksorubicyne¢ lini¢ HT29/Dx otrzymano z tego samego zrddla. Zostata ona
wyprowadzona z komorek linii HT29 poprzez stalg ekspozycje na doksorubicyng w stezeniu

68 nmol/1.%

Ludzka lini¢ gruczolakoraka okreznicy (COLO205, CCL-222) oraz ludzkg lini¢ prawidtowych
komorek nabtonka jelita grubego (FHC, CRL-1831) zakupiono w banku komoérek ATCC
(American Type Culture Collection, Stany Zjednoczone). Lini¢ prawidtowa fibroblastow skory
ludzkiej (NHDF, CC-2509) otrzymano od dr hab. Magdaleny Skoniecznej z Centrum
Biotechnologii Politechniki Slaskiej w Gliwicach.

2.2.2. Startery DNA
Specyficzne startery wzgledem fragmentow badanych genoéw zaprojektowano za pomoca
programu Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
Oligonukleotydy zamowione zostalty w Pracowni Sekwencjonowania DNA (IBB PAN,

Warszawa). Sekwencje uzytych starterow pokazano w Tab. 1.

Tab. 1. Sekwencje starteréw wykorzystanych w reakcji PCR. Tabela zawiera temperatury

topnienia (Twm) oraz dlugos¢ produktu otrzymanego z danych sekwencji starterow.

Dtugos¢ produktu

Nazwa genu Sekwencja startera Tm [°C]
[pz]
forward 5’-GTCTGGAGGATGACGTGGCG-3’ 62,9
LDLR 190
reverse 5’-AGCCATTGCATGGGCACTGT-3’ 63,1

forward 5’-AGCAAACATTGTCACCGCCATC-3’ 62,3
HMGCR 275
reverse 5’-TCCCACACACAATTCGGGCAAG-3’ 63,6

forward 5’-CCAGAGCAAGAGAGGCATCC-3’ 65,3
ACTB 437
reverse 5-CTGTGGTGGTGAAGCTGAAG-3’ 63,8
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HMGCR - gen kodujacego reduktazg HMG-CoA, LDLR — gen kodujacy receptor lipoprotein o matej ggstosci
LDL, ACTB-gen kodujacy B-aktyne.

2.2.3. Badane zwigzki

Wszystkie badane zwigzki posiadaja struktury wielopier§cieniowe. Ich pelng liste przedstawia
Tab. 2. Wigkszos¢ badanych zwigzkow nalezy do grupy lekow antydepresyjnych i
przeciwpsychotycznych: flufenazyna, flupentyksol, imipramina, klozapina, kwetiapina,
lurazydon, olanzapina, perfenazyna, prochlorperazyna, rysperydon, tiotiksen, trifluoperazyna i
ziprazydon. Ponadto badaniu poddano: loratadyn¢ (lek przeciwhistaminowy), SN-38 (lek
przeciwnowotworowy), simwastatyne (lek obnizajacy poziom cholesterolu LDL we krwi),
betuling (terpen, zwigzek pochodzenia naturalnego), a takze dwie syntetycznie wytworzone
pochodne betuliny (B1 oraz B2). Pochodne betuliny otrzymano dzi¢ki wspotpracy z dr inz.
Agatg Koziot z Zaktadu Chemii i Immunochemii, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

Struktury chemiczne badanych zwigzkéw przedstawiono na Rys. 3.

Tab. 2. Badane zwiazki wraz ze stosowanymi w pracy skrotami wraz ze zrddtami z ktérych

zostaly pozyskane.
Nazwa Skrét Zrédio
KLOZAPINA KLZ Sigma - Aldrich
KWETIAPINA QTP Sigma - Aldrich
OLANZAPINA oLz Sigma - Aldrich
IMIPRAMINA IMP Sigma - Aldrich
LORATADYNA LOR Sigma - Aldrich
PERFENAZYNA PFA Sigma - Aldrich
FLUFENAZYNA FLU Sigma - Aldrich
PROCHLORPERAZYNA PCz Sigma - Aldrich
TRIFLUOPERAZYNA TFP Sigma - Aldrich
FLUPENTYKSOL (CIS-(2)) FLP Sigma - Aldrich
TIOTYKSEN THX USP Reference Standards
RYSPERYDON RIS European Pharmacopoeia
LURAZYDON LUR Sigma - Aldrich
ZYPRAZYDON ZIP European Pharmacopoeia
SN-38 SN38 Sigma - Aldrich
SIMWASTATYNA SIM Sigma - Aldrich
BETULINA BET Merck
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Nazwa Skrot Zrédto

3B,28-DIACETOKSY-LUP-20(29)- Bl Zaktad Chemii i Immunochemii,

EN Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu

3B-ACETOKSY-LUP-20 (29)-EN-28- B2 Zaktad Chemii i Immunochemii,

oL Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu
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2.2.4. Pozostale odczynniki

Zestawienie pozostatych zwigzkow uzywanych w doswiadczeniach wraz z ich zrodtem

pochodzenia zebrano w Tab. 3.

Tab. 3. Odczynniki uzyte do doswiadczen.

Nazwa Producent
Agar Eurx
Annexin-V apoptosis assay BioLegend
Antybiotyki (penicylina 10.000 U, streptomycyna 10mg/ml) Sigma - Aldrich
Bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)- 2,5-difenylotetrazoliowy

Sigma - Aldrich
(MTT)
Bufor wigzacy aneksyne Biolegend
Chloroform Avantor (POCH)
Cholesterol Avanti Polar Lipids

DCFH-DA (dioctan 2’,7’- dichlorodihydrofluoresceiny)
DilC12(3) (nadchloran
tetrametyloindokarbocyjaniny)
DMEM/F-12

DMPC (1,2-dimirystoilo-sn-glicerolo-3-fosfatydylocholina)

DMSO (dimetylosulfotlenek)

DNA Gel Loading Dye (6X)

dNTP Mix

Doksorubicyna

DOPC (1,2- dioleoilo-sn-glicero-3 fosfatydylocholina)

DPH (1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien)

DPPC (1,2-dipalmitoilo—sn-glicerolo-3-fosfatydylocholina)
E.Z.N.A Total RNA Kit

EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy)

1,1-didodecylo-3,3,3,3-

Sigma - Aldrich
Thermo Fischer
Scientific

Biowest

Avanti Polar Lipids
Avantor (POCH)
Thermo Fischer
Scientific

Thermo Fischer
Scientific

Sigma - Aldrich
Avanti Polar Lipids
Sigma - Aldrich
Avanti Polar Lipids
Omeaga Bio - Tek
Sigma - Aldrich
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Nazwa

Producent

EGF (nabtonkowy czynnik wzrostu)

Egg SM (sfingomielina)

Etanol

Fastruler Middle Range DNA Ladder (marker masy DNA)

Filipina IlI

FBS (ptodowa surowica wotowa)
Glicyna

L-Glutamina (roztwér 200 mM)

Hepes (kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Hydrokortyzon

Insulina

Jodek propidyny (PI)

Kwas borowy

Kwas cytrynowy

Kwas octowy

Laurdan (2-(dimetyloamino)-6-dodekanylonaftalen)
Metanol

B-Merkaptoetanol

NaCl (chlorek sodu)

Nieenzymatyczny ptyn do dysocjacji komérek na bazie PBSu (1x)
Paraformaldehyd

PBS (buforowany roztwér soli fizjologicznej)

Rekombinowana polimeraza Taq

Rnase Inhibitor (Inhibitor Rnaz)

RPMI-1640

Thermo Fischer
Scientific
Avanti Polar Lipids
Avantor (POCH)
Thermo Fischer
Scientific

Sigma - Aldrich
Gibco
Applichem
Sigma - Aldrich
Biowest
Thermo Fischer
Scientific
Bausch

Bioton

Sigma - Aldrich
Chempur
Avantor (POCH)
Chempur
Molecular Probes
Avantor (POCH)
Sigma - Aldrich
Chempur
Merck

Fluka

Sigma - Aldrich
Thermo Fischer

Scientific

Bioshop Canada Inc.

Cytogen
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Nazwa

Producent

Simply Safe (barwnik kwaséw nukleinowych)

Sulforodamina B (SRB)
Sybr Safe Dna Gel Stain (barwnik kwaséw nukleinowych)

TCA (kwas trojchlorooctowy)

Tetrahydrofuran

TMA-DPH (1-(4-tréjmetylamino), 6-difenylo-1,3,5-heksatrien)
Toksyna cholery

Transferyna

Tris (trihydroksymetyloaminometan)

Triton-X

Trypsyna

Eurx

Sigma - Aldrich
Thermo Fischer
Scientific
Chempur
Merck
Biochemika
Merck

Merck

Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
Sigma - Aldrich
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2.3. Metodologia badan

2.3.1. Hodowle komorkowe linii nowotworowych i prawidlowych

Hodowle ludzkiej linii komorek raka okreznicy COLO205, HT29 1 jej opornej na
doksorubicyn¢ sublinii HT29/Dx prowadzono w medium hodowlanym RPMI-1640
suplementowanym: 1% roztworem penicyliny 1 streptomycyny, 10% FBS oraz 1%
L-glutaming. Lini¢ HT29/Dx hodowano w obecnosci doksorubicyny (stezenie leku w hodowli
wynosito 34 nM) w celu podtrzymania opornosci. Komorki inkubowane byly w warunkach
standardowych, czyli w temperaturze 37°C 1 w atmosferze zawierajacej 5% CO». Komorki linii
nowotworowych pasazowano dwa razy w tygodniu za pomocg wolnego od enzymow roztworu

do dysocjacji na bazie PBS.

Lini¢ prawidtowa fibroblastow skory ludzkiej (NHDF) hodowano w medium DMEM/F-12
(37°C 1 5% CO»). suplementowanym 10% FBS, 1% L-glutaming oraz antybiotykami (1%
roztworem penicyliny i streptomycyny. Lini¢ komoérek nabtonka okreznicy (FHC) roéwniez
hodowano w medium DMEM/F-12 (37°C 1 5% COz). Medium wzbogacono 10% FBS, toksyna
cholery (10 ng/ml), insuling (5 pg/ml), transferyna (5 pg/ml), hydrokortyzonem (100 ng/ml),
czynnikiem wzrostu EGF (20 ng/ml), dodatkowym buforem HEPES (st¢zenie koncowe 25
mM) oraz antybiotykami (1% roztworem penicyliny 1 streptomycyny). Linie prawidlowe

pasazowano raz na dwa tygodnie za pomocg roztworu do dysocjacji.

Doswiadczenia z uzyciem wymienionych linii komérkowych wykonywane byty, gdy komoérki

osiaggnety faze logarytmicznego wzrostu.

2.3.2. Oznaczenie cytotoksycznos$ci badanych zwigzkow za pomoca testu SRB
W celu oceny dziatania cytotoksycznego badanych zwigzkéw wykorzystano test z barwieniem
sulforodaming B (test SRB). Ten anionowy barwnik w roztworze kwasowym wigze si¢
elektrostatycznie z zasadowymi aminokwasami biatek komorkowych. W metodzie tej mierzona
jest spektrofotometrycznie catkowita ilo$¢ biatka, ktora jest wprost proporcjonalna do liczby

zywych komorek. Test SRB przeprowadzono wedlug nastepujacej procedury:

1. Komorki naktadano na 96-dotkowe ptytki (Tissue Culture-Treated Plates, Falcon). W
dotkach umieszczono po 75 ul zawiesiny komorkowej z wylaczeniem dotkoéw
kontrolnych zawierajacych samo medium. Komorki HT29, HT29/Dx wysiewano w

stezeniu 400 000/ml (30 000 na dotek), natomiast komorki linii NHDF w stezeniu
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300 000/ml (22 500 na dotek). Nastepnie inkubowano przez 1 godz. (37°C, 5% COx),
aby pozwoli¢ komorkom na przytwierdzenie si¢ do podtoza.

2. Do odpowiednich dotkéw dodawano po 75 pl medium zawierajacego okreslone
stezenie badanego zwigzku (koncowa objetos¢ w dotku wynosita 150 ul). W celu
zobrazowania efektu cytotoksycznego uzyto 8 réznych stezen kazdego zwigzku. W
dotkach kontrolnych umieszczono takg sama ilo$¢ czystego medium (75 pl). Phytki
inkubowano przez 48 godz. (37°C, 5% CO»).

3. Do kazdego dotka dodano 50 pl zimnego roztworu TCA (o stezeniu 50%) w celu
utrwalenia komorek 1 inkubowano przez 1 godz. w 4°C.

4. Plytki przeplukano pigciokrotnie pod biezaca wodg z kranu, a nastgpnie wysuszono.

5. Do kazdego dotka dodano 100 pul roztworu SRB (0,2% roztwor sulforodaminy B w 1%
kwasie octowym). Ptytki owinigto folig aluminiowg w celu ochrony przed $wiatlem 1
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godz.

6. Plytki ptukano 1% roztworem kwasu octowego az do usunigcia niezwigzanego biatka,
a nastgpnie suszono.

7. Do kazdego dotka dodano 150 pl roztworu Tris (10 mM) w celu rozpuszczenia
zwigzanego barwnika.

8. Odczytano absorbancj¢ za pomocg czytnika mikroptytek Infinite M200 PRO (Tecan)
przy dtugosci fali 491 nm.

9. Przezywalno$¢ komorek okreslano jako procent zywych komorek w probie obliczony
ze stosunku (A491 dla komorek badanych/ A4e1 dla komorek kontrolnych) x 100%.
Stezenie zwigzku potrzebne do uzyskania 50% redukcji w liczbie komodrek (ICso)

obliczono przy uzyciu oprogramowania CompuSyn (ComboSyn).

2.3.3. Oznaczenie cytotoksycznos$ci badanych zwiazkow za pomoca testu MTT

Test MTT jest metoda stuzacg do posredniego pomiaru cytotoksycznosci. Jest ona okreslana
przez aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej, obecnej w aktywnych mitochondriach
komorek. W metodzie tej bromek tetrazoliowy jest redukowany do fioletowych krysztatow
formazanu przez obecng w mitochondriach dehydrogenaze. Ilos¢ powstalych krysztatow
formazanu, ktora jest proporcjonalna do ilosci zywych komorek, mierzy si¢
spektrofotometrycznie. Metode te stosowano dla komorek linii COLO205, poniewaz sg one
jedynie cze$ciowo adherentne i uzycie testu SRB mogtoby spowodowa¢ utratg komorek nie

przytwierdzonych do podtoza . Doktadng procedure testu MTT opisano w punktach ponize;j.
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1. Wysiew komorek na ptytki oraz dodanie odpowiednich zwigzkéw przeprowadzano tak
samo jak dla testu SRB (podpunkt 2.3.2, punkt 1 i 2). Komérki COLO205 wysiewano
w stezeniu 400 000/ml (30 000 na dotek).

2. Po 48 godz. inkubacji komorek z badanymi zwigzkami, usuni¢to medium i1 do kazdego
dotka wprowadzono 50 ul roztworu bromku tetrazoliowego (MTT) w stezeniu
0,5 mg/ml (MTT rozpuszczano w PBS (5 mg/ml), a nast¢pnie rozcienczono w pozywce
bezbarwnej DMEM/F12 do st¢zenia 0,5 mg/ml).

3. Ptytki inkubowano ok. 4 godz. w inkubatorze (37°C, 5% CO2), az do uzyskania
fioletowych krysztatéw formazanu.

4. Za pomocg pipety usuni¢to pozostaty roztwdr znad komorek i dodano po 75 pul
kwasnego izopropanolu w celu rozpuszczenia krysztatow.

5. Odczytano absorbancj¢ za pomocg czytnika mikroptytek Infinite M200 PRO (Tecan)
przy dtugosci fali 570 nm.

6. Przezywalno$¢ komorek okreslano jako procent zywych komorek w probie obliczony
ze stosunku (As7o dla komorek badanych/ Aszo dla komorek kontrolnych) x 100%.
Stezenie zwigzku potrzebne do uzyskania 50% redukcji w liczbie komodrek (ICso)

obliczono przy uzyciu oprogramowania CompuSyn (ComboSyn).

2.3.4. Analiza oddzialywania mi¢dzy zwiazkami

Do okreslenia typu wzajemnego oddziatywania kombinacji zwigzkéw (synergizm lub
antagonizm) wykorzystano programu CompuSyn (ComboSyn Inc.). Po okresleniu wartosci
IC1o, IC2s, ICso, obliczono indeks kombinacji — CI (ang. combination index). Parametr ten

wyznaczono za pomocg metody Chou—Talalaya zgodnie z rownaniem ponize;j:

_ (D)1 | (D)

=0, T ow),

gdzie: (D) oraz (D), oznaczaja dawki lekow 1 1 2 zastosowanych w potaczeniu, ktére powoduja
inhibicje wzrostu komoérek o x%; (Dx)1 oraz (Dx): sa odpowiednio dawka leku 1 lub 2
stosowanych pojedynczo, ktéra powoduje inhibicje wzrostu o x%.!%* Jezeli wartoéci CI < 1
wskazuje to na synergizm, CI = 1 oznacza efekt addytywny, natomiast CI > 1 antagonizm

dziatania kombinacji lekow.

Dodatkowo za pomoca oprogramowania Combenefit przeprowadzono analiz¢ 1 wizualizacj¢
efektu (synergia/antagonizm) badanych kombinacji lekoéw przy uzyciu modelu HSA (ang.

highest single agent).!”*!'> W modelu tym wartoéci ponizej —5 wskazuja na efekt
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antagonistyczny, od —5 do 5 na efekt addytywny, natomiast powyzej 5 obserwujemy synergi¢

dziatania lekow.

2.3.5. Cytometria przeplywowa
Pomiary na cytometrze przeptywowym BD FACS Aria™ II (Becton Dickinson) wykonane
zostaly w Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej, dzigki uprzejmosci Pani dr hab.
Magdaleny Skoniecznej. W linii komorkowej HT29 dokonano analizy cyklu komoérkowego,
pomiaru ilosci reaktywnych form tlenu (ROS) oraz okreslenia odsetka komorek
apoptotycznych po inkubacji komorek z badanymi zwigzkami. Komorki zawieszone w
pozywce hodowlanej DMEM/F12 wysiano w ilosci 100 000 na dotek. Po 24 godz. inkubacji
(37°C, 5% CO2) wymieniono medium hodowlane na $wieze zawierajace badane zwiazki w
odpowiednim st¢zeniu. Do dotkéw kontrolnych dodano natomiast czyste medium. Dalsze kroki
postepowania dla poszczegdlnych rodzajow analiz opisano szczegdtowo w metodach ponizej
(2.3.5.1-2.3.5.3). Zastosowano stezenia poszczegdlnych zwigzkow rowne ich wartosciom ICsg
wyznaczonym wczesniej za pomoca testu SRB w linii komoérkowej HT29. Mieszaniny
zwigzkow z simwastatyng oraz betuling przygotowano tak, aby osiggaly one stezenie koncowe
5 uM (analogicznie jak w kombinacji uzytej w testach SRB). Analizy cytometryczne wykonano
po 48 godz. inkubacji komorek ze zwigzkami (37°C, 5% CO2). Dodatkowo wykonano zdjecia

komorek za pomocg analizatora Juli FL (NanoEntek).

Tab. 4. Stezenia koncowe badanych zwiazkow uzyte w cytometrii przeptywowe;j.

Zwigzek Stezenie [uM]

FLP 20
TFP 20
IMP 200
SIM 5
BET 5

2.3.5.1.  Cykl komorkowy
1. Sciagnicto medium znad komoérek i umieszczono je w odpowiednio podpisanych
wczesniej probéwkach.
2. Do dotkéw dodano po 0,5 ml 1% trypsyny i1 inkubowano ok. 3 min. w celu

oddysocjowania komorek.

53



. Dodano do dotkéw zebrane w pkt.1 medium w celu neutralizacji trypsyny.

. Zawartos$¢ dotkéw w ilosci 1 ml umieszczono w probowkach i odwirowano (2 min.,
25°C, 600 x g).

. Usunieto supernatant i zawieszono otrzymany osad komorkowy w 250 ul buforu
hipotonicznego (jodek propidyny 10 pg/ml, kwas cytrynowy 5 mg/l, 1:9 roztworu
Triton-X, Rnaza 100 pg/ml).

. Probki inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej w ciemnosci, a nastepnie
na lodzie do czasu pomiaru.

. Pomiar przeprowadzono na cytometrze przeptywowym BD FACS Aria™ II (Becton
Dickinson). Dtugo$¢ fali wzbudzenia dla jodku propidyny wynosita 547 nm, a emisji
585 nm. Analizie poddanych zostato 10 000 komorek.

2.3.5.2. Reaktywne formy tlenu

. Do badania pobrano do eppendorfek 0,5 ml komorek przygotowanych zgodnie z pkt. 1-
3 opisanymi w procedurze analizy cyklu komérkowego.

. Dodano do nich po 10 pl sondy DCFH-DA rozcienczonej w medium ( st¢zenie koncowe
30 uM).

. Probki inkubowano przez 20 min. w 37°C.

Odwirowano (3 min., 25°C, 150 x g) i zlano supernatant.

Otrzymany osad komérkowy zawieszono w 300 pl PBS-u i trzymano na lodzie do czasu
pomiaru.

. Pomiar przeprowadzono na cytometrze przeptywowym BD FACS AriaTM II (Becton
Dickinson) przy dlugosci fali wzbudzenia 488 nm oraz emisji 530 nm. Analizie

poddanych zostato 10 000 komorek.

2.3.5.3. Apoptoza

. Do eppendorfek dodano po 1 ml komodrek przygotowanych zgodnie z pkt. 1-3
opisanymi w procedurze analizy cyklu komorkowego.

Probki odwirowano (3 min., 25°C, 150 x g) 1 zlano supernatant.

Osad zawieszono w 50 ul 1x stezonego zimnego buforu wigzacego do aneksyny (10x;
0,1M HEPES (pH74); 14M NaCl; 25mM CaCly;) oraz dodano 2,5 ul
skoniugowanego z FITC (izocyjanian fluoresceiny) przeciwciala wiazacego

aneksyne V.
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4.

Do probowek dodano po 10 pl jodku propidyny (100 pg/ml) i inkubowano je w 37°C
przez 20 min.

Dodano po 250 pl buforu wigzacego do aneksyny, zamieszano i przechowywano
probowki na lodzie do czasu pomiaru.

Pomiar przeprowadzono na cytometrze przeptywowym BD FACS Aria™ II (Becton
Dickinson) przy ustawieniach dtugosci fali wzbudzenia 488 nm oraz emisji 530 nm dla

FITC: oraz 547 nm i 585 nm dla PI. Analizie poddanych zostalo 10 000 komorek.

2.3.6. Izolacja calkowitego RNA z komérek nowotworowych

Izolacje catkowitego RNA z komorek linii HT29 1 HT29/Dx przeprowadzono za pomoca

zestawu E.ZN.A.® Total RNA Kit I. Komorki poddawano lizie i homogenizacji w warunkach

denaturujacych dla rybonukleaz. Otrzymane RNA wigzane byto w zelu krzemionkowym przy

niskim pH, z ktérego nast¢pnie je wymywano 1 rozpuszczano w sterylnej wodzie zawierajace;]

DEPC. Procedura izolacji RNA wygladata nast¢pujaco:

1.

Przed rozpoczeciem procedury do buforu Wash Buffer II dodano 20 ml etanolu oraz
przygotowano roztwor denaturujacy zawierajacy f-merkaptoelanol w buforze do lizy
TRK (20 pl f-merkaptoetanolu na 1 ml buforu TRK).

Komérki wirowano (5 min., 25°C, 500 x g) i usuni¢to supernatant.

Komorki zawieszono w 350 pl buforu TRK.

Za pomocy sterylnej igly (0,45 x 16) 1 strzykawki (2 ml) przeprowadzono
homogenizacje¢ probek.

Do probek dodano 350 pl 70% roztworu etanolu (rozcienczonego woda zawierajaca
DEPC) oraz mieszano.

Otrzymane roztwory natozono na kolumny HiBind RNA umieszczone wczes$niej w
pustych probowkach. Prébki odwirowano (1 min., 25°C, 10000 x g) 1 usunigto
supernatant.

Umieszczono kolumny w czystych probowkach i nalozono na nie po 500 pl roztworu
RNA Wash Buffer. Ponownie wirowano probki (1 min., 25°C, 10 000 x g) i usuni¢to
supernatant.

Natozono na kolumny po 500 pl roztworu RNA Wash Buffer I i ponownie zwirowano
(1 min., 25°C, 10 000 x g). Krok ten wykonano dwukrotnie, za kazdym razem usuwajac

przesacz.
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9. Kolumny odwirowano ponownie w celu catkowitego wysuszenia membrany (2 min.,

25°C, 14 000 x g).

10. Przeprowadzono elucj¢ RNA przy uzyciu wody z DEPC-em. Kolumny przetozono do

czystych eppendorfek (2 ml) i naniesiono na nie po 40 pul wody DEPC. Kolumny

odwirowano (1 min., 25°C, 10 000 x g).

11. Przeprowadzono pomiar st¢zenia (przy dlugosci fali 260 nm) oraz czysto$ci uzyskanego

RNA (przy dtugosci fali 260 nm oraz 280 nm) za pomoca spektrofotometru NanoDrop

2000c/2000 (Thermo Fisher Scientific). Do dalszych eksperymentéw wykorzystywane

byly probki RNA, dla ktérych stosunek A260/280 wynosit powyzej 1,8.

2.3.7. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Otrzymane w wyniku izolacji RNA rozcienczono do st¢zenia 40-50 ng/ul 1 poddano reakc;ji

odwrotnej transkrypcji (RT) za pomocg zestawu High Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit (Thermo Fischer Scientific). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji odwrotnej

transkrypcji przedstawiono w Tab. 5.

Tab. 5. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany w reakcji odwrotnej transkrypcji.

Skfadnik

Objetosc w probce [ul] Stezenie koncowe

Woda DEPC

10x Bufor RT

Inhibitor RNaz

25x dNTP Mix (100 mM)

10x RT Random Primers

MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul)

RNA

4,6
2,0
0,5
0,4
2,0
0,5

10,0

1x

5U
2 mM
1x

25U

400 ng
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W termocyklerze zastosowano nast¢pujace warunki reakcji RT:

1. 10 min., 25°C — wstgpna inkubacja,
120 min., 37°C — elongacja,

5 min., 85°C — przerwanie reakcji,

> w b

4°C — schiodzenie reakc;ji.

2.3.8. Lancuchowa reakcja polimeryzacji

Otrzymane w wyniku reakcji RT c¢cDNA poddano multipleksowej reakcji tancuchowej
polimeryzacji (PCR) w celu oceny ekspresji dwoch genow lipogennych, kontrolowanych przez
czynnik transkrypcyjny SREBP-2: reduktazy HMG-CoA oraz receptora LDR. Zastosowanym
genem referencyjnym byl gen kodujacy B-aktyng (acth). Reakcje z jednoczesnym
wykorzystaniem wszystkich trzech par starteréw przeprowadzano z uwagi na ich podobna
kinetyke reakcji oraz brak krzyzowej hybrydyzacji pomiedzy oligonukleotydami (nie
stwierdzono tworzenia dimeréw). Zaprojektowane warunki eksperymentu pozwolilty na
uniknigcie amplifikacji niespecyficznych produktow. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz

przebieg reakcji PCR przedstawiono ponizej (Tab. 6):

Tab. 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowany w reakcji tancuchowej polimeryzacji.

Sktadnik Objetos¢ w prébce [ul] Stezenie korncowe
Woda miliQ 13,34
10 x bufor z KCI 2,50 1x
MgCl2 (25mM) 1,50 1,5mM
dNTPmix (10mM) 0,63 0,25 mM
ACTB_for 0,13 0,20 uM
ACTB_rev 0,13 0,20 uM
LDLR_2_for 0,63 1uM
LDLR_2_rev 0,63 1pM
HMGCR_for 0,63 1uM
HMGCR_rev 0,63 1uM
polimeraza 0,25 1,25U
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Warunki reakcji PCR w termocyklerze:

AN

2 min., 95°C - wstepna denaturacja,
1 min., 95°C- denaturacja matrycowego DNA,

1 min., 61°C- przylaczenie starterow do matrycy DNA, — 35 cykli

1 min., 72°C- elongacja i synteza DNA,

7 min., 72°C- koncowa elongacja,

4°C — schlodzenie reakc;ji.

2.3.9. Elektroforeza DNA

Otrzymane w wyniku reakcji RT-PCR cDNA w obj¢tosci 20 pl przeniesiono do probowki

zawierajacej 4 pl barwnika DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Fischer Scientific). Roztwor

delikatnie wymieszano i nalozono do dotkéw znajdujacych si¢ we wczesniej przygotowanym

2% zelu agarozowym zanurzonym w buforze TBE (45 mM Tris-boran, 1 mM EDTA).

Elektroforeze przeprowadzono w zestawie do elektroforezy poziomej (Cleaver Scientific) przy

napieciu 80 V. Do wizualizacji zelu uzyto barwnika SYBR Safe (Invitrogen) lub SimplySafe

(EURx) w objetosciach zalecanych przez producentéw. Zdjecia zelu wykonano za pomoca

programu Uvitec Cambridge MiniHD9. Analize zdje¢ wykonano za pomocg oprogramowania

Imagel.

2.3.10. Barwienie wolnego cholesterolu w komorkach linii HT29 za pomoca filipiny
Komérki HT29 natozono na 6-dotkowe plytki w ilosci 30- 60 000 komorek na dotek w
objetosci 2 ml na umieszczone w dotku szkietko nakrywkowe. Ptytki inkubowano przez
24 godz. w inkubatorze (37°C, 5% CO»)

Usunigto medium znad komorek i1 dodano $§wieze medium zawierajace zwigzki. W
kontrolach wymieniono medium na §wieze. Komorki inkubowano przez 48 godz. (37°C

i 5% COy).

3. Dolki przemyto trzykrotnie za pomocg roztworu PBS.

Dodano 2% roztwor paraformaldehydu i inkubowano przez 1 godz. w temperaturze
pokojowej w celu utrwalenia komorek.

Ponownie przeptukano dotki trzykrotnie za pomocg roztworu PBS.

Do dotkéw dodano po 1 ml 20 mM roztworu glicyny w PBS 1 inkubowano przez 10
min. w temperaturze pokojowe;.

Dodano 1 ml roztworu filipiny III (50 pg/ml) i inkubowano przez 2 godz. w

temperaturze pokojowe;.
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8. Ponownie przeptukano dotki trzykrotnie za pomoca roztworu PBS.

9. Uzyskany preparat natozono delikatnie na szkietko podstawowe i uszczelniono je za
pomoca utrwalacza. Komorki ogladano pod mikroskopem fluorescencyjnym (Nikon
Eclipse TE2000-E) w powigkszeniu 40x (obiektyw Plan Fluor, NA=0,6) lub 100x
(obiektyw PlanApo Chromat, NA=1,4). Zakres $§wiatta wzbudzajagcego miescit si¢ w
zakresie 340-380 nm, emitowane przez probki swiatto mierzono w zakresie 435-485
nm.

10. Otrzymane zdjecia analizowano za pomocg oprogramowania Nikon (EZ-CI1 1 NIS

ELEMENTS C A).

2.3.11. Elektroformacja

Ogromne jednowarstwowe liposomy (GUV) otrzymano metodg elektroformacji przy uzyciu
urzadzenia Vesicle Prep Pro (Nanion Technologies). Roztwory wyjsciowe lipidow (stezenie
0,6 mM) oraz barwnik karbocyjaninowy (DilCi2(3) (stezenie 0,3 mM)) przygotowano w
chloroformie, natomiast roztwory badanych zwiazkow (stezenie 2,5 mM) w etanolu. W celu
uzyskania modelu btony lipidowej o sktadzie zblizonym do tratw lipidowych wystepujacych w
btonach naturalnych (ang. raft mimicking mixtures) uzyto trzech lipidow:
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfocholiny (DOPC), cholesterolu (Chol) i sfingomieliny (SM). Do
réwnomolowej mieszaniny lipidow DOPC:Chol:SM (1:1:1) dodano barwnik fluorescencyjny
(stezenie koncowe barwnika 0,1%) oraz odpowiednig ilo$¢ badanego zwiazku (tak aby
otrzymac stezenie 100 uM). Uzyskany roztwor nalozono w objetosci 20 pl na przewodzaca
stron¢ szkietka ITO i1 odparowano rozpuszczalniki pod préznig przez 1 godz. Nastepnie,
uzyskany film lipidowy uwodniono 220 pul wody miliQ (dla pierscienia O-ring, 16x1 mm) i
poddano elektroformacji w komorze Vesicle Prep Pro. Elektroformacje¢ przeprowadzono przy
uzyciu pradu o napieciu 3 V 1 czestotliwosci 10 Hz przez 1 godz. Temperatura w komorze
wynosita 50°C (okoto 10°C wyzsza od temperatury gldwnej przemiany fazowej lipidu o
najwyzszej temperaturze topnienia). Nastepnie temperatur¢ w komorze stopniowo zmniejszano

do osiggnigcia temperatury pokojowe;.

2.3.12. Mikroskopia fluorescencyjna
Otrzymane w wyniku elektroformacji liposomy obserwowano za pomoca mikroskopu
fluorescencyjnego (Nikon Eclipse TE2000-E) w powickszeniu 40x (obiektyw Plan Fluor,
NA=0,6). Liposomy znakowano lipofilnym barwnikiem karbocyjaninowym: DilCi2(3). Zakres

$wiatla wzbudzajacego miescit si¢ w zakresie 528-553 nm, natomiast emitowane przez probki
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$wiatto fluorescencyjne mierzono w zakresie 565-605 nm. Uzyskane zdjecia liposomow
poddano analizie za pomoca oprogramowania Nikon (EZ-C1 i NIS ELEMENTS C A).
Powierzchnie domen zmierzono zgodnie z metoda opisang przez Juhasza i in. (2009)!6. W celu
poréwnania réznic wynikoOw uzyskanych dla proby kontrolnej i préb zmodyfikowanych

zwigzkiem wykonano test U Manna-Whitney’a. Wyniki uznano za istotne, jesli p < 0,05.

2.3.13. Obliczenia fizykochemiczne i modelowanie molekularne

Do obliczenia deskryptoréw molekularnych opisujacych badane zwigzki uzyto
oprogramowania Titan 1.0.8 (Wavefunction, Inc. & Schrodinger, Inc.). W programie
wykorzystano zaimplementowang metodg teorii struktury elektronowej: metod¢ potempiryczng

AMI1. Metoda ta wykorzystuje w swoich obliczeniach parametry uzyskane do§wiadczalnie.

Za  pomocyg  dostgpnego  online  programu  OSIRIS  (https://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/, Thomas Sander, Idorsia Pharmaceuticals) zbadano potencjat
farmakologiczny badanych zwigzkéw. W wyniku obliczen otrzymano wspotczynnik
lekopodobienstwa — DS (ang. drug score). DS oszacowany byt poprzez obliczenie wtasciwosci
fizykochemicznych istotnych dla lekow, takie jak: rozpuszczalno$¢ (wyrazona jako logS),
TPSA (topologiczne pole powierzchni polarnej) czy liczba akceptoréw i donoréw wigzania

wodorowego.

Serwer 1 baza danych PerMM (https://permm.phar.umich.edu/server, University of Michigan)
postuzyly do ilosciowej analizy 1 wizualizacji pasywnego przenikania aktywnych biologicznie
zwigzkow przez modelowe blony lipidowe. W programie uzyto opcji globalnej optymalizacji
rotacyjnej (ang. global rotational optimization). Transfer energii w odniesieniu do zmiennych

rotacyjnych czasteczki w kazdym punkcie (z) odbywat si¢ wzdluz normalnej btony.

2.3.14. Mikrokalorymetria

W celu zbadania wptywu betuliny 1 jej pochodnych (B1, B2) na termotropowe wlasciwosci
modelowe] dwuwarstwy lipidowej wykorzystano technik¢ roznicowej kalorymetrii
skaningowej (DSC). Do uformowania uktadow modelowych uzyto dwoch fosfolipidow
r6znigcych sie dlugoscia tancuchow weglowodorowych: DPPC (16 atoméw C) oraz DMPC (14
atomow C). Roztwory wyjsciowe (5 mM) betuliny i pochodnej B2 przygotowano w metanolu,
a pochodnej Bl w chloroformie. Dla kazdej probki odwazano 3 mg lipidu i dodawano
odpowiedniej ilosci roztworow wyjsciowych w celu otrzymania wybranych stosunkoéw

molowych zwiazku do lipidu (0,02; 0,04; 0,06 oraz 0,08). Probki mieszano, a nast¢pnie
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odparowywano rozpuszczalnik pod strumieniem azotu. W celu usunigcia pozostatosci
rozpuszczalnika probki umieszczono na 2 godz. pod préznig. Nastepnie, otrzymany film
lipidowy uwadniano za pomoca 15 pl buforu Tris-HCI (20 mM Tris; 0,5 mM EDTA; 150 mM
NaCl; pH 7,4), mieszano i ogrzewano do temperatury 50°C. Uzyskany roztwor umieszczano w
aluminiowym naczynku i szczelnie zamykano. Pomiary wykonano na mikrokalorymetrze
Rigaku (Rigaku, Japonia) z predkos$cig skanowania 1,25°C/min. Kazda probka skanowana byta
co najmniej czterokrotnie, a dla kazdego badanego stosunku molowego przygotowano
minimum dwie niezalezne probki. Otrzymane termogramy analizowano za pomocg

oprogramowania opracowanego w naszym laboratorium.

2.3.15. Spektrofluorymetria

Zmiany anizotropii fluorescencji badano przy uzyciu sond fluorescencyjnych TMA-DPH (1-(4-
trojmetylamino),6-difenylo-1,3,5-heksatrien) oraz DPH ((1,6-difenylo-1,3,5-heksatrien),
lokalizujacych si¢ w r6znych rejonach btony lipidowej. Fluorofor pierwszej z sond lokuje si¢
w rejonie gléwek polarnych fosfolipidu, podczas gdy DPH oddzialuje z btong w poblizu
hydrofobowych tancuchow weglowodorowych. Ponadto badano warto$ci uogolnionej
polaryzacji (GP) sondy Laurdan (2-(dimetyloamino)-6-dodekanylonaftalen) sytuujacej si¢ w
obszarze gtoéwek polarnych lipidow. W celu otrzymania jednowarstwowych liposomow
przygotowano roztwor lipidu DPPC w buforze Tris-NaCl (20 mM Tris; 0,5 mM EDTA;
150 mM NaCl; pH 7,4) o stezeniu 2 mM i poddano procedurze sonikacji za pomocg sonikatora
UP200s (Dr.Hilscher). Stgzenie liposoméw w kuwecie pomiarowej wynosito 200 uM.
Roztwory wyjsciowe badanych zwigzkéw (5 mM) przygotowano w DMSO. Szerokos¢
szczeliny ustawiona dla wszystkich pomiarow wynosita 2,5 nm. Roztwory wyjsciowe sond
fluorescencyjnych TMA-DPH (1 mM) oraz Laurdan (1 mM) przygotowano w DMSO,
natomiast DPH (1 mM) w tetrahydrofuranie.

W badaniu anizotropii fluorescencji stezenie koncowe sond TMA-DPH oraz DPH wynosito
5 uM. Pomiary prowadzono w temperaturze ponizej (22°C) oraz powyzej gtdéwnego przejscia
fazowego (50°C) lipidu DPPC. Zakres badanych st¢zen zwigzkéw wynosit od 10 do 100 pM.
Liposomy inkubowano wraz z uzyta sondg przez 20 min. w ciemno$ci, w temperaturze
pokojowej. Nastepnie, dodawano odpowiednig ilo§¢ zwigzku i inkubowano roztwor kolejne 20
min. Pomiary wykonywano przy nastepujacych ustawieniach dtugosci fali wzbudzania i emis;ji:
dla TMA-DPH odpowiednio 360 nm i 428 nm, dla DPH 380 nm oraz 450 nm. Do badan

wykorzystywano spektrofluorymetr LS50B (Perkin Elmer). Szeroko$¢ szczeliny ustawiona dla
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wszystkich pomiaréw wynosita 2,5 nm. Anizotropi¢ fluorescencji danego znacznika obliczono

wedlug wzoru:

I —1
Ao imh
I + 21,

gdzie: I, I, oznaczaja natgzenie Swiatta emitowanego przechodzacego przez analizator, ustawiony

odpowiednio rownolegle i prostopadle do kierunku polaryzacji $wiatta wzbudzajacego.

Pomiary zmian polaryzacji uog6lnionej (GP) Laurdanu przeprowadzono przy uzyciu st¢zenia
sondy 1 pM. Roztwor liposomoéw inkubowano ze znacznikiem przez 15 min. w ciemnos$ci, w
temperaturze pokojowej. Nastepnie, dodano badanego zwigzku o stezeniu 25 uM i inkubowano
w tych samych warunkach przez kolejne 30 min. Pomiary prowadzono w zaleznos$ci od
temperatury (24 — 58°C) za pomoca spektrofluorymetru LS50B (Perkin Elmer). Dhugosci fali
wzbudzenia wynosita 390 nm, a szeroko$¢ szczeliny 2,5 nm. Widma analizowano za pomocag

oprogramowania FLDM Perkin-Elmer 2000. Warto$¢ GP obliczono wedtug wzoru:

Ig —Ig

GP =
Ip + I

gdzie: I, Ir 0znaczajg natgzenie fluorescencji odpowiednio przy dtugosci fali emisji 440 oraz 490 nm.

2.3.16. Analiza statystyczna

Opisane w metodologii eksperymenty powtarzano przynajmniej 3-krotnie (tzn. przygotowano
minimum 3 niezalezne probki). Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne i
odpowiadajagce im odchylenia standardowe. W celu okreslenia istotnosci wynikow
zastosowano Test Studenta dla prob niezaleznych. W przypadku pomiaréw ilosci i powierzchni
domen liposomow obserwacje zaprezentowano za pomocg mediany oraz pierwszego i trzeciego
kwartylu. W celu poro6wnania réznic wynikow uzyskanych dla proby kontrolnej 1 prob
zmodyfikowanych zwigzkiem wykonano test U Manna-Whitney’a. Do analiz statystycznych

postuzono si¢ programem Statistica 13. Wyniki uznano za istotne, jesli p <0,05.
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3. Wyniki

3.1. Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej wzgledem linii HT29 i HT29/Dx

Pierwszym etapem badan byla identyfikacja zwigzkow o aktywno$ci przeciwnowotworowej
sposrod grupy lekéw przeciwpsychotycznych 1 przeciwdepresyjnych oraz innych zwigzkow
wielopierscieniowych. W tym celu wykorzystano ludzkie linie komorkowe: gruczolakoraka
jelita grubego HT-29, jej czesciowo oporng na doksorubicyne sublini¢ HT29/Dx oraz lini¢
gruczolakoraka okr¢znicy COLO205. Wymienione powyzej linie komdrkowe zostaty wybrane
jako uktady modelowe w badaniach in vitro, poniewaz zmiany w poziomie st¢zenia
cholesterolu s3 wymieniane w$rdd czynnikow wplywajacych na ryzyko wystagpienia raka jelita

197-199

grubego , ponadto w jelicie wytwarzane sg rowniez jego znaczne ilosci.

Aktywno$¢ cytotoksyczng badanych zwigzkéw wzgledem linii HT29 oraz opornej na dziatanie
doksorubicyny linii HT29/Dx oznaczono za pomocg testu SRB. Metoda ta polega na
spektrofotometrycznym oznaczeniu ilo$ci biatka w komoérce poprzez zwigzanie go z
anionowym barwnikiem — sulforodaming B. Ilo$¢ biatka w badanej probie jest wprost
proporcjonalna do ilosci zywych komoérek w hodowli. Dla kazdego zwigzku wyznaczono
parametr ICso (ang. inhibitory concentration — 50%), ktory oznacza stezenie zwigzku potrzebne
do zahamowania proliferacji komorek w 50% w stosunku do proby kontrolnej (komorki
nietraktowane zwigzkiem). W celu lepszego zobrazowania przebiegu zmian cytotoksycznosci
w zaleznosci od st¢zenia zwigzku wyznaczono rowniez wartosci 1Cos 1 1Co, czyli stezenia
powodujace zahamowanie wzrostu komoérek odpowiednio w 25 1 10%. Wszystkie parametry
zostaty obliczone za pomocg programu CompuSyn. Warto$ci te zaprezentowano w Tab. 7. Dla
kazdego badanego stezenia wykonano 5 powtdrzen, z ktérych obliczano $rednig oraz
odchylenie standardowe. Zastosowane stezenia zwigzkow wynosity od 0 do 200 pM, natomiast
w przypadku RIS 1 ZIP od 0 do 1000 uM. Kazde doswiadczenie powtarzano co najmniej 3-
krotnie.
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Tab. 7. Wartosci ICio, ICzs, ICso badanych zwigzkow wzgledem linii HT29 oraz HT29/Dx.

HT29 HT29/Dx
IC10 [UM] IC2s [uM] ICso [uM] IC10 [UM] IC2s [uM] ICs0 [UM]

KLZ 1,59+0,24 6,40+ 2,75 41,81 £ 6,60 3,27 +£0,93 10,85+ 3,13 36,25+11,49
QTP 7,56+1,13 22,12 £5,15 89,12 £ 15,11 553+£1,42 21,36 £4,37 88,46 £ 2,64
oLz 2,62+0,78 21,94 +0,84 > 100 4,12 +1,85 25,37 +7,44 176,58 + 3,66
IMP 2,28 £0,94 15,28 £ 8,50 > 100 2,62+1,55 19,18 £ 2,57 88,36 £ 10,22
LOR 1,95+1,53 5,97 £3,42 19,24 + 6,29 0,58 £ 0,06 6,93 + 3,27 40,25+ 9,75
PFA 0,51+£0,20 1,92+0,44 7,56 £2,33 0,66 £ 0,65 2,66 £ 2,45 11,23 +£8,70
FLU 0,79+0,21 2,66+0,44 9,01+1,41 0,82+0,18 3,18+0,63 12,45 + 3,45
PCz 1,11 £ 0,09 3,50+0,23 11,07 £1,53 0,87 +£1,32 2,65+2,84 11,22 +3,51
TFP 4,21 +2,31 9,41+ 3,79 21,37 +5,54 1,57+1,51 4,95 + 3,97 13,88 + 2,28
FLP 3,15+£1,76 7,74 £2.89 19,56 + 3,48 3,70£1,01 9,23+£2,12 23,13 5,20
THX 0,65 £ 0.02 2,32+0,34 8,38+ 2,67 2,55+0,12 6,25+0,14 15,36 £ 1,40
RIS 21,36 +12,21 58,04 £ 25,73 161,14 £ 31,63 17,19+10,91 65,32+24,88 295,67 £76,52
LUR 14,65 +5,72 41,18 £ 8,11 110,17 £ 27,65 2,81+0,85 12,88 + 0,82 60,81 +£10,91
ZIP 52,76 £ 22,27 268,75 +102,42 > 500 57,16 £ 24,30 346,47 £60,43 > 500
SN-38 < 1,0E-05 < 1,0E-05 1,41E-04 £ 9,4E-05 < 1,0E-05 < 1,0E-05 0,20 £ 0,02
SIM 5,49 £ 4,35 12,47 £ 6,63 31,64 £10,34 5,3514,21 14,48 £ 6,04 45,25 £ 18,25
BET 3,74+£1,16 13,11 +0,77 32,85+12,04 6,71+0,33 17,42 + 4,72 47,64 + 23,69

Uzyskane wyniki wskazuja na spadek przezywalnos$ci komorek wraz ze wzrostem uzytego
stezenia badanych zwigzkow. Wiekszos$¢ lekow wykazata si¢ srednig toksycznoscig wzgledem
komorek nowotworowych linii HT29 1 HT29/Dx. Ich wartosci ICso miescily si¢ w zakresie od
7 do 100 uM. Najstabsza aktywno$¢ cytotoksyczng wykazaty ZIP oraz RIS, ktorych warto$¢
ICso wynosita ponad 150 uM dla obu badanych linii. Niska toksycznoscig dla komorek linii
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HT29 oraz HT29/Dx charakteryzowaly si¢ rowniez IMP, QTP oraz OLZ. Stezenie ICso
wynosito w ich przypadku ponad 80 uM. Zgodnie z oczekiwaniami, najwyzsza aktywnos$cia
cytotoksyczng wykazat si¢ lek przeciwnowotworowy SN-38, ktorego wartos¢ 1Cso dla linii
HT29 wynosita 1,41E-04 uM oraz 0,20 uM dla HT29/Dx. Sposréd zwigzkoéw nalezacych do
grupy lekow przeciwpsychotycznych najsilniejszg toksycznoscig wzgledem komorek linii
komorkowej HT29 wykazaty sie¢ FLU, PFA, PCZ oraz THX, dla ktérych warto$ci parametru
ICso byly mniejsze niz 12 uM. Dla linii HT29/Dx zaobserwowano nizszg badz taka samag
aktywnos¢ cytotoksyczng wiekszosci badanych zwigzkéw. Wyjatki stanowity LUR oraz TFP,
dla ktorych wieksza aktywno$¢ zaobserwowano w linii opornej na doksorubicyne — HT29/Dx.
W poréwnaniu z powszechnie stosowanymi w terapiach nowotworowych cytostatykami
badane zwigzki posiadaty znacznie nizszg aktywnos¢ przeciwnowotworowa, jednakze byta ona

znaczaca.
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Rys. 4. Inhibicja wzrostu komoérek linii HT29 oraz HT29/Dx w zaleznosci od stgzenia FLU
(A), TFP (B) i FLP (C). Wyniki istotne statystycznie wzgledem kontroli oznaczono: *(p< 0,05)
oraz ** (p<0,01).

3.2. Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej wzgledem linii COLO205

Cytotoksycznos¢ wybranych zwigzkow scharakteryzowano takze wobec komorek
gruczolakoraka okreznicy linii COLO205. Dla komorek tej linii zastosowano test MTT,
poniewaz komorki te rosng zar6wno w uktadzie jednowarstwowym (ang. monolayer), jak 1 w
zawiesinie. Zastosowany test pozwolit uniknag¢ nadmiernej utraty komorek podczas ptukania
kwasem octowym, co miatoby miejsce w przypadku uzycia testu SRB. Zakres uzytych stezen
badanych zwigzkéw wynosit od 0 do 200 uM. Dla kazdego badanego stezenia wykonano 5
powtorzen, z ktorych obliczano $rednig oraz odchylenie standardowe. Kazdy eksperyment

powtarzano co najmniej 3-krotnie. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tab. 8.
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Tab. 8. Wartosci ICio, ICas 1 ICso dla linii komorkowej COLO205 uzyskane za pomoca testu

MTT.
Zwigzek IC10 [pM] IC25 [uM] ICs0 [uM]

KLZ 10,10+ 2,61 19,81 + 2,58 36,10+ 0,44
IMP 7,25+2,01 15,64 + 3,40 34,05+7,01
FLU 0,97 £0,01 2,68 £ 0,45 7,46 £ 2,52
TFP 0,39+0,06 1,52+0,24 4,91 +0,06
FLP 2,86 +0,28 5,78 £0,26 11,68 + 0,12
RIS 18,89 + 3,96 49,65 + 12,96 237,35+ 24,76
SIM 1,72 +0,27 5,74 £ 0,28 24,60 £ 6,27
BET 4,67 £0,29 13,26+ 2,05 37,78 £9,40
B1 0,12 + 0,08 0,43+0,23 1,57 +0,68
B2 20,37 +£4,85 35,33+6,71 61,26 £9,34

W przypadku linii nowotworowej COLO205 najwyzszg aktywnoscig cytotoksyczng wykazata
si¢ pochodna B1 oraz TFP (ICso < 5 puM). Stosunkowo wysoka toksycznos$cig posiadaty
réwniez FLU 1 FLP (ICso < 12 uM). Najnizsza aktywno$cig wykazat si¢ RIS (ICso powyzej 100
uM). Zwigzek ten posiadat rowniez niskg warto$¢ stezenia hamujgcego wzrost komorek linii

HT?29.

Jezeli pordownamy cytotoksyczno$¢ poszczegdlnych zwigzkow wobec komorek linii COLO205
1 HT29, to stwierdzimy, ze dla wszystkich badanych lekéw byta ona wyzsza wobec komorek
COLO205. Jedynym wyjatkiem byt RIS, ktory byl najmniej cytotoksycznym zwigzkiem
sposrod wszystkich badanych. Stezenie hamujace wzrost komorek o 50% nieznacznie zmienito
si¢ przy zmianie linii komorkowej dla FLU, FLP, KLZ oraz SIM. Najwi¢ksze roznice
zaobserwowano dla TFP, dla ktorego warto$¢ ICso byta 4-krotnie wyzsza wobec komorek linii

HT?29 niz komorek COLO205.

3.3. Okreslenie aktywnosci cytotoksycznej wzgledem komorek linii prawidlowych

Aby okresli¢ selektywno$§¢ wybranych zwigzkow wobec komorek nowotworowych
przeprowadzono ocen¢ ich aktywno$ci cytotoksycznej w dwoch liniach komorek
prawidtowych: fibroblastow skory ludzkiej (NHDF) oraz komorek ludzkiego nabtonka jelita
grubego (FHC). Ekspozycja na wybrane leki przeciwpsychotyczne nie spowodowata

wyraznego spadku ich przezywalno$ci. Uzyskane wartosci ICso zaprezentowano w Tab. 9.
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Zaobserwowano wysokg przezywalnos¢ komoérek linii NHDF, gdzie stezenie ICso dla
wszystkich badanych zwigzkéw wynosito ponad 100 uM. Najnizsza toksycznoscig wykazaty
si¢ RIS oraz TFP. Dla RIS przezywalno$¢ komérek NHDF przy najwyzszym zastosowanym
stezeniu spadla zaledwie o okoto 10% (Rys. 5B). W przypadku TFP przy st¢zeniu 100 uM
zaobserwowano okoto 20% spadek zywotnosci komorek wzgledem kontroli (Rys. 5C). Dla
pozostatych zwigzkéw: FLU, FLP, IMP oraz KLZ przy najwyzszych zastosowanych st¢zeniach
zaobserwowano spadek przezywalnosci komoérek o 30-40% (Rys. 4A,C).

Tab. 9. Wartos$ci ICso dla linii komdérkowych NHDF oraz FHC uzyskane za pomoca testu SRB

NHDF FHC
ICs0 [UM] ICs0 [UM]
KLZ 585,11 +133,315 183,85 + 29,15
IMP >300 286,58 + 1,76
FLU 286,64 + 64,06 35,06 + 3,95
TFP >1 000 135,34 + 36,54
FLP > 100 >80
RIS >10 000 >4 000
A. NHDF

__ 120 -

X

= 100

v

Q

5 80

£

2 60

3

2 40 A

£

[+ .

S 20

Fq

m 0 T T T T 1

E 0 50 100 150 200 250

Stezenie [UM]
——|MP —e—KLZ

68



NHDF
140 {
o
120
"4
@ 100 {Z—%\i\/F\i—*—i
~0
E 80
2
> 60 1
8
2 404
©
§ 20 A
& 0
q, L T T T T 1
E 0 100 200 300 400 500 600
Stezenie [uM]
——RIS
¢ NHDF
__ 140 -
£ 120 {%
&~ *% —
9 100 A I
0 T ” =
E 80 - : :\q\»
g L . s
w ©0 1 aig
\8 *%x
2 40
©
; 20 A
‘N O T L T T T 1
[0}
E 0 20 40 60 80 100 120
Stezenie [uM]
FLU FLP TFP

Rys. 5. Przezywalno$¢ komoérek prawidtowych linit NHDF w zalezno$ci od stezenia IMP 1 KLZ
(A), RIS (B) oraz od stezenia FLU, FLP i TFP (C). Wyniki istotne statystycznie wzgledem

kontroli oznaczono:

*(p<0,05) oraz ** (p <0,01).

W przypadku linii prawidlowych komorek nabtonka jelita grubego FHC badane zwiazki

wykazaty niska aktywnos$¢ cytotoksyczna, byta ona jednak wyzsza niz dla linii NHDF.
Najwyzsza aktywno$¢ hamujacag przezywalnos¢ komorek FHC posiadata FLU (Rys. 6C).
Pozostate zwigzki posiadaty ICso mieszczace si¢ w zakresie 80-300 uM i charakteryzowaty si¢

stabg toksycznoscig wzgledem tej linii (Rys. 6A-B, Tab. 9). RIS byt najmniej aktywnym

lekiem, jego warto$¢ ICso oszacowano na ponad 4000 pM.
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Rys. 6. Przezywalno$¢ komorek prawidtowych linii FHC w zalezno$ci od st¢zenia (A) IMP i
KLZ, (B) RIS oraz (C) od stezenia FLU, FLP 1 TFP. Wyniki istotne statystycznie wzgledem

kontroli oznaczono: * (p< 0,05) oraz ** (p<0,01).
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W celu sprawdzenia selektywnosci badanych zwigzkow, czyli ich zdolno$ci do hamowania
proliferacji komorek nowotworowych, przy jednoczesnym braku wptywu na komorki
prawidlowe mozna poshuzy¢ si¢ indeksem selektywnosci (SI, ang. selectivity index),

wyrazonym wzorem:

o = ICso (komérki prawidtowe)
~ ICso(komérki nowotworowe)

Przyjmuje sig¢, Ze jesli warto$¢ tego parametru jest wyzsza od 3, to zwigzek ma wysoki potencjat
do bycia selektywnym wzgledem komérek nowotworowych.?%°292 ST jest wazng warto$cia
predykcyjng w konteks$cie potencjalnego zastosowania zwigzkdw w terapii nowotworowej.
Wyniki obliczen warto$ci SI dla wybranych zwigzkéw przedstawiono w Tab. 10. W przypadku
zwigzkow dla ktorych nie udalo si¢ precyzyjnie wyznaczy¢ wartosci ICso do obliczenia
parametru SI przyjmowano najnizszg oszacowang wartos¢ (np. dla ICso >100 pM, przyjeto 100

uM).

Tab. 10. Wartosci indeksu selektywno$ci (SI) otrzymane dla wybranych lekow w linii
prawidtowej NHDF oraz FHC wzgledem badanych linii nowotworowych HT29, HT29/Dx oraz
COLO205.

NHDF FHC

Slut29 Slut29/px  SlcoLo20s Slut29 Slut29/px  SlcoLo20s
FLU 31,81 23,02 22,27 21,86 15,82 15,31
FLP >5,11 >4,32 > 8,56 4,09 3,46 > 6,85
IMP > 3,00 > 3,40 > 8,81 > 2,87 3,24 8,42
KLZ 13,99 16,14 16,21 4,40 5,07 5,09
RIS > 10,00 > 10,00 > 10,00 24,82 13,53 > 69,04
TFP > 10,00 > 10,00 > 10,00 6,33 9,75 27,57

Wartosci SI otrzymane dla linii NHDF wskazuja, ze wszystkie badane zwigzki wykazuja

selektywnos$¢ wzgledem komorek badanych linii nowotworowych. Jezeli chodzi o wyniki
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parametru SI wyliczone wobec linii FHC, rowniez otrzymano wartosci wskazujace na
selektywno$¢ badanych zwigzkdw wobec linii nowotworow jelita grubego i okreznicy. Wyjatek
stanowita IMP wobec linii HT29, natomiast w przypadku IMP i FLP w linii HT29/Dx parametr
SI przyjmowat wartos$ci bliskie 3. Powyzsze wyniki pozwalaja nam wnioskowac¢, iz badane leki
posiadajg zdolnos¢ do selektywnego hamowania wzrostu komoérek nowotworowych, w matym
stopniu wpltywajac na komorki nienowotworowe. Najsilniejszg selektywnos$¢ zwigzkow
wykazano wzgledem linii COLO205. Szczeg6lnie wysokie wartosci indeksu selektywnos$ci
wykazaty FLU, RIS oraz TFP, wykazujace nawet 10-krotnie wyzsza toksycznos¢ wzgledem

komorek rakowych w linii COLO205 niz nienowotworowych.

3.4. Aktywnos¢ cytotoksyczna w kombinacji z simwastatyng

Kolejnym etapem pracy bylto okreslenie cytotoksyczno$ci badanych lekow wobec badanych
linii RJG w potaczeniu z lekiem hamujagcym biosynteze cholesterolu, simwastatyng. Terapia
lekowa wykorzystujagca kombinacje zwigzkow o roznych mechanizmach dziatania moze
wzmocni¢ dzialanie przeciwnowotworowe 1 zmniejszy¢ negatywne skutki leczenia, przez
zmniejszenie dawki terapeutykow. Wczesniejsze badania wykonane w naszym zespole
wykazaly, ze policykliczne zwigzki chemiczne z grupy oksykamow, flawonoidow oraz
fenotiazyn w potaczeniu ze statynami (simwastatyna, mewastatyna) wykazywaty wyzsza
aktywnos$¢ antyproliferacyjng i proapoptotyczng wzgledem linii raka jelita grubego LoVo oraz

jej opornej linii LoVo/Dx.!79-203.204

W celu zbadania potaczonego wptywu lekow przeciwpsychotycznych oraz SIM na komorki
RJG (HT29, HT29/Dx oraz COLO205) wykonano testy cytotoksyczno$ci w zalezno$ci od
stezenia badanych lekéw w obecnosci SIM (o stezeniu koncowym 5 uM). SIM uzyta w tym
stezeniu powodowala zmniejszenie przezywalnosci komorek o okoto 10%, z wyjatkiem linii
COLO205, gdzie byta nieco bardziej toksyczna. Stezenie zwigzkow miescito si¢ w zakresie od
2,5 do 100 uM z wyjatkiem RIS, przy ktorym uzyto zakresu stezen 50-500 uM. Komorki
nowotworowe inkubowano z badanymi zwigzkami przez 48 godz. W Tab. 11 przedstawiono
wartosci ICso wyznaczone dla badanych kombinacji lekow w liniach komoérkowych HT29 oraz
HT29/Dx 1 zestawiono je z wynikami uzyskanymi dla lekéw stosowanych samodzielnie. W
przypadku OLZ i IMP w linii HT29 oraz ZIP w obu badanych linach nie udato si¢ w sposéb
precyzyjny wyznaczy¢ wartosci 1Cso, dlatego tez w tabeli zaprezentowano wartosci 1C2s. W
wickszosci przypadkoéw simwastatyna nie zwigkszata cytotoksycznosci badanych lekow,

zarowno w przypadku komorek linii HT29, jak i HT29/Dx. Zaobserwowano jednak, ze IMP,
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TFP 1 FLP wykazywaly silniejsze dziatanie wobec obu badanych linii RIG w obecnosci

stosowanego inhibitora syntezy cholesterolu (nizsze ICso w kombinacji z SIM niz w

monoterapii). Leki te zostaly wybrane do dalszych badan obejmujacych wptyw na cykl

komorkowy, zdolno$¢ do indukcji apoptozy, jako ze potencjalnie moglyby one wykazywac

dziatanie synergistyczne z SIM. Dodatkowo do badanej grupy dotaczono FLU (pochodna

fenotiazyny), KLZ (pochodna dibenzodiazepiny) oraz RIS (pochodna benzoksazolu) jako

przedstawicieli neuroleptykow réznych generacji.

Tab. 11. Warto$ci ICso [uM] badanych zwigzkoéw wyznaczone bez i w obecnosci SIM (stezenie
koncowe 5 uM) w liniach HT29 oraz HT29/Dx.

Zwiazek HT29 HT29/Dx
bez SIM +5puM SIM bez SIM +5pM SIM

KLZ 41,81 + 6,60 62,83 +2,24 36,25 + 11,49 63,35 9,98
QTP 89,12 + 15,11 111,59 + 26,53 88,46 + 2,64 112,22 +17,75

21,94 +0,84° 39,41 + 3,10° 25,37 +7,44° 19,65 + 7,29°
o >100 117,00 + 29,74 176,58 + 3,66 107,60 + 38,93
P 15,28 + 8,50° 3,44 + 0,68° 19,18 + 2,57° 15,20 + 5,27°

>100 15,97 + 1,84 88,36 + 10,22 40,92 + 15,54
LOR 19,24 + 6,29 40,19 + 9,94 40,25+ 9,75 55,57 + 15,21
PFA 7,56 + 2,33 7,92 2,17 11,23 +8,70 10,40 + 1,99
FLU 9,01+1,41 16,46 + 5,93 12,45 + 3,45 12,99 0,21
PCZ 11,07 + 1,53 19,93 + 4,90 11,22 +3,51 21,68 + 3,57
TFP 21,37 +5,54 7,81+1,42 13,88 +2,28 12,79 + 2,55
FLP 19,56 + 3,48 11,48 + 2,47 23,13 +5,20 8,60 + 1,63
THX 8,38 +2,67 17,61+1,12 15,36 + 1,40 15,93 + 4,87
RIS 161,14 + 31,63 247,90 + 16,33 295,67 + 76,52 442,02 + 107,64
LUR 110,17 + 27,65 268,97 + 78,38 60,81 + 10,91 126,15 + 8,45
ZIP 268,75 + 82,42° 450,67 + 112,46° | 346,47 + 60,43 543,23 + 128,58°
SN-38 1,41E-04 + 9,4E-05 5,58 + 1,58 0,20 + 0,02 5,34 +1,53

BET 32,85+ 12,04 129,07 + 34,93 47,64 + 23,69 38,24 +9,07
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2 wartosci ICys; podano je w przypadkach, w ktorych nie udato si¢ doktadnie wyznaczy¢ wartosci ICso; pogrubiona
czcionka zaznaczono warto$ci w ktorych dodanie SIM spowodowalo istotng statystycznie (p < 0,05) zmiang

warto$ci inhibicji ICso Iub 1C,s dla badanych zwigzkow.

Dla wybranych lekéw przebadano rdwniez aktywno$¢ cytotoksyczng w obecnosci 5 pM SIM
w linii komérkowej COLO205. Wartosci ICso uzyskane w obecnosci SIM oraz bez niej
przedstawiono w Tab. 12. W przypadku tej linii komorkowej spadek wartosci ICso w obecnosci
SIM zaobserwowano dla KLZ, FLU i FLP, nie byt on jednak istotny statystycznie, podczas gdy
dla innych badanych lekéw wartosci ICso w obecnosci SIM ulegaty podwyzszeniu. Wzrost

wartosci ICso byl istotny statystycznie dla TFP oraz RIS.

Tab. 12. Warto$ci ICso [uM] badanych zwigzkoéw wyznaczone bez i w obecnosci SIM (stezenie
koncowe 5 uM) w linii COLO205.

Zwigzek ICs0 [uM]

bez SIM +5 uM SIM
KLZ 36,10+ 0,44 29,48 + 6,66
IMP 34,05+7,01 44,62 £3,74
FLU 7,46 £ 2,52 5,42 +1,46
TFP 4,91 +0,06 6,11 + 0,02
FLP 11,68 £0,12 8,61 £3,24
RIS 237,35+ 24,76 414,41 + 14,24

Pogrubiong czcionka zaznaczono wartosci, w ktorych dodanie SIM spowodowato istotng statystycznie (p< 0,05)

zmiang¢ warto$ci inhibicji ICso.

W dalszej czesci badan, za pomocg programu CompuSyn okreslono typ wzajemnego
oddziatywania kombinacji zwigzkow (synergizm lub antagonizm). Do oceny sposobu interakcji
lekoéw postuzyt indeks kombinacji (CL, ang. combination index). Wartosci CI < 1 wskazuja na
synergizm, CI = 1 na efekt addytywny, natomiast CI > 1 na antagonizm dzialania lekow.
Ponadto, za pomoca oprogramowania Combenefit przeprowadzono graficzng analize i
wizualizacj¢ efektu (synergia/antagonizm) badanych kombinacji lekéw. Wartosci ponizej -5
wskazuja na efekt antagonistyczny, od -5 do 5 na efekt addytywny, natomiast powyzej 5

obserwujemy synergie dzialania.'**

3.4.1. Klozapina

Wartosci przezywalnosci komorek linii HT29, HT29/Dx oraz COLO205 w obecnosci KLZ
oraz KLZ w polaczeniu z SIM (stezenie koncowe 5 pM) przedstawiono na Rys. 7. We
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wszystkich badanych liniach komérkowych dodatek SIM nie wptynal w sposob istotny na
spadek przezywalnosci komorek w poréwnaniu z zastosowaniem samej KLZ. Wartosci indeksu
kombinacji uzyskane dla KLZ i SIM (Tab. 13) $wiadcza o antagonistycznym dziataniu
badanych zwigzkow. Ponadto zanotowano istotne statystycznie zwickszenie wartosci ICso dla
obu linii komérkowych (p< 0,05). Dla linii HT29 zaobserwowano wzrost tej wartosci z 41,81
do 62,83 uM, a dla linii opornej z 36,25 do 63,35 uM (Tab.11). W przypadku komorek linii
COLO205 zastosowana kombinacja KLZ i SIM zmniejszyla ich przezywalno$¢ wzgledem
samej KLZ. Stabg synergi¢ dziatania obu zwigzkow zaobserwowano powyzej stezenia 20 uM
KLZ (Tab. 13C). Wartos¢ ICso spadia nieznacznie z 36,10 do 29,48 uM wzgledem stosowania
KLZ pojedynczo (Tab. 12).
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Rys. 7. Przezywalno$¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COL0O205 (C) w zaleznosci od
stezenia KLZ oraz od stezenia kombinacji KLZ stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z
SIM (5 uM). Istotno$¢ statystyczng pomigdzy warto$ciami otrzymanymi dla samej KLZ, a KLZ

stosowanej z SIM oznaczono: * (p< 0,05) oraz ** (p<0,01).

Tab. 13. Warto$ci indekséw kombinacji (CI) dla KLZ z SIM uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).
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3.4.2. Imipramina
Zastosowanie kombinacji IMP z SIM spowodowato efekt synergistyczny, o czym $wiadcza
uzyskane wartosci CI (ponizej 1) dla linii HT29 oraz HT29/Dx (Tab. 14A,B). Dla linii HT29
spadek przezywalnosci komorek w wyniku jednoczesnego zastosowania IMP z SIM wzgledem
samej IMP zaobserwowano powyzej stezenia 40 uM (Rys. 8A). W przypadku linii HT29/Dx
synergi¢ zaobserwowano juz od stezenia 5 pM (Rys. 8B). Podanie SIM razem z IMP
spowodowato wyrazny spadek wartosci ICso dla obu linii. Dla HT29 wartos¢ ICso zmniejszyta
si¢ z ponad 100 uM do 15,97 uM, natomiast dla linit HT29/Dx z 88,36 uM do 40,92 uM (Tab.
11). W przypadku linii COLO205 w nizszych stezeniach zaobserwowano dzialanie
antagonistyczne IMP wzgledem SIM. Dopiero w zakresie stezen IMP od 80 uM do 150 uM
zauwazono staby synergizm (Tab. 14C). Wartos$¢ 1Cso wzrosta w porownaniu ze stosowaniem
samej IMP z 34,05 uM do 44,62 uM (Tab. 12). Reasumujac, zastosowanie SIM zwigkszyto
toksyczno$¢ IMP wzgledem komorek nowotworowych HT29 i HT29/Dx, natomiast nie

wptynelo na jej toksyczno$¢ wzgledem komorek COLO205.
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Rys. 8. Przezywalnos¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COL0O205 (C) w zaleznosci od
stezenia IMP zastosowanej samodzielnie lub w kombinacji z SIM (5 uM). Istotnos¢
statystyczng pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samej IMP, a IMP stosowanej z SIM

oznaczono: * (p <0,05) oraz ** (p <0,01).

Tab. 14. Wartosci indekséw kombinacji (CI) dla IMP z SIM uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).
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3.4.3. Flufenazyna

Potaczenie FLU, bedacej pochodng fenotiazyny, ze statyng nie wywotato znaczacej rdznicy w
przezywalno$ci komorek linii HT29 oraz HT29/Dx w poroéwnaniu z zastosowaniem samej FLU
(Rys. 9A,B). Kombinacja tych lekéw wykazala staby efekt antagonistyczny lub brak zmian w
toksyczno$ci w zakresie stosowanych stezen (Tab. 15A,B). Dla linii HT29 oraz HT29/Dx
dodanie SIM spowodowato nieznaczny wzrost wartosci ICso w stosunku do samodzielnie
stosowanej FLU (Tab. 11). Dla linii COLO205 potaczenie FLU z SIM wykazato synergie¢
obserwowang juz od stezenia 15 uM (Rys. 9C, Tab. 15C). Uzyskana wartos¢ ICso spadta z 7,46
do 5,42 uM przy dodatkowym zastosowaniu statyny (Tab. 12).
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Rys. 9. Przezywalno$¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznos$ci od
stezenia FLU stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z SIM (5 uM). Istotno$¢ statystyczna

pomiedzy wartosciami otrzymanymi dla samej FLU, a FLU stosowanej z SIM oznaczono: *

(p<0,05) oraz ** (p<0,01).
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Tab. 15. Wartosci indeksow kombinacji (CI) dla FLU z SIM uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx(B) i COLO205 (C).

SIM [uM]
5
A. 15 3 = Cru [pMM]  Csim [uM] Cl
& 15 5 1,22
s'20 -4
a
3 20 5 0,87
£
HT29 T 40 8 2
o 40 5 1,06
(=)
©
c
80 0 < 80 5 1,10
HSA synergy and antagonism
SIM [uM]
5
B 20 8 = Cru [UM]  Csim [pM] Cl
& 20 5 0,88
5 40 =
=
'5‘ 40 5 1,60
£
HT29/Dx i 80 5 g
o 80 5 1,35
g
T
100 8 < 100 5 0,94
HSA synergy and antagonism
SIM [uM]
5
C. 5 -1 = Cru [UM]  Csim [puM] Cl
& 5 5 5,44
s 10 3
=1
= 10 5 2,16
cOL0205 £
L 15 11 z
o 15 5 0,60
g
T
20 5 < 20 5 0,45

HSA synergy and antagonism

3.4.4. Trifluoperazyna
Kombinacja kolejnej badanej pochodnej fenotiazyny — TFP z SIM wykazywata wigksza

toksyczno$¢ wzgledem komorek raka jelita grubego HT29 niz samodzielnie stosowana TFP

(Rys. 10A). Zaobserwowano silne synergistyczne dziatanie kombinacji tych lekow, ktore
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nasilato si¢ wraz ze wzrostem stezenia TFP (wartosci CI mieszczace si¢ w zakresie 0,5 — 0,8)
(Tab. 16A). Dla linii HT29 zaobserwowano réwniez istotng statystycznie roznice w
wartosciach ICso (ponad dwukrotny spadek z 21,37 do 7,81 uM) (Tab. 11). Podobny efekt
potaczenia TFP 1 SIM wystepowat takze w linii HT29/Dx (Rys. 10B). Analiza indeksow
kombinacji wykazata synergi¢ migdzy TFP a SIM réwniez w linii czg¢sciowo opornej na
doksorubicyne, przy czym efekt ten wystgpowat przy nieco wyzszych stezeniach TFP niz w
linii HT29 (Tab. 16B). Co zastanawiajace, w linii HT29/Dx nie obserwowano zmiany w
wartosci ICso wyznaczonej w obecnosci SIM 1 bez tego leku (Tab. 11). Dla linii COLO205
potaczenie TFP z SIM w niskich stezeniach wykazato efekt antagonistyczny. Dopiero w
stezeniach TFP powyzej 15 pM obserwowano synergi¢ dziatania statyny i pochodnej
fenotiazyny (Rys. 10C, Tab. 16C) W rezultacie warto$¢ ICso uzyskana dla kombinacji tych
lekéw wzrosta w poréwnaniu z zastosowaniem samej TFP z 4,91 do 6,11 uM, jednak dalej

aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem komorek RJG byta wysoka.
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C COLO205
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Rys. 10. Przezywalno$¢ komorek HT (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zalezno$ci od
stezenia TFP stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z SIM (5 uM). Istotno$¢ statystyczna
pomigdzy warto$ciami otrzymanymi dla samej TFP, a TFP stosowanej z SIM oznaczono: * (p<

0,05) oraz ** (p <0,01).

Tab. 16. Wartosci indeksow kombinacji (CI) dla TFP z SIM uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29, HT29/Dx oraz COLO205.

Antagonism
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s 20
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3.4.5. Flupentyksol

Zastosowanie kombinacji FLP z SIM wobec komorek linii HT29 skutkowato wyraznym
efektem synergistycznym, widocznym szczegdlnie w wyzszych stezeniach FLP (powyzej
10 uM) (Rys. 11A, Tab. 17A). Jak wskazuja wykresy (Rys. 11B) oraz obliczone parametry CI
(Tab. 17B), w przypadku linii HT29/Dx roéwniez wystgpowalo dziatanie synergistyczne
zauwazalne dla wszystkich stezen FLP. Istotne statystycznie (p < 0,05) r6znice w wartosci ICso
zaobserwowano dla linii HT29/Dx, gdzie wartos¢ ta dla badanej kombinacji wynosita 8,60 uM
— okoto 3 razy mniej niz w przypadku zastosowania samego FLP (ICso = 23,12 uM). Natomiast
w linii HT29 zauwazono nieznacznie stabsze obnizenie wartosci ICso (z 21,37 do 7,81 uM w
obecnosci SIM) (Tab. 11). W przypadku linii komorkowej COLO205 zaréwno wykres
przezywalnos$ci (Rys. 11C) jak 1 wartosci indeksu kombinacji (Tab. 17C) wskazuja na brak
wystepowania synergistycznego dziatania FLP z SIM, a przy niskich st¢zeniach FLP nawet na
efekt antagonistyczny. Najwigksza roznic¢ w przezywalnosci zaobserwowano przy st¢zeniu
FLP 15 uM 1 5 uM SIM (okoto 25% wzrost). Wartos¢ ICso w obecnosci statyny zmniejszyta
sie¢ z 11,68 do 8,61 uM, zmiana ta nie byta jednak istotna statystycznie (Tab. 12). FLP zaréwno
stosowany pojedynczo, jak i w kombinacji z SIM, wykazywat dobra aktywno$¢ cytotoksyczng
wzgledem badanych linii raka okreznicy.
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Rys. 11. Przezywalnos$¢ komorek HT (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznos$ci od

stezenia FLP stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z SIM (5 uM). Istotno$¢ statystyczng
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pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samego FLP, a FLP stosowanego z SIM oznaczono: *

(p<0,05) oraz ** (p< 0,01).

Tab. 17. Wartosci indeksow kombinacji (CI) dla FLP z SIM uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).
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3.4.6. Rysperydon

Wartosci CI uzyskane dla kombinacji RIS z SIM wskazuja na antagonistyczne dziatanie tych
zwigzkow we wszystkich badanych liniach komoérkowych (Rys. 12, Tab. 18). Wartosci ICso dla
kombinacji RIS z SIM sg blisko dwukrotnie wyzsze niz RIS stosowanego samodzielnie we
wszystkich badanych przypadkach. Dla linii HT29 warto$¢ ICso wzrosta w wyniku potaczenia
RIS z SIM z 161,14 do 247,90 uM, dla HT29/Dx z 295,67 do 442,02 uM (Tab. 11), natomiast
w przypadku COLO205 z 237,35 do 414,41 uM (Tab. 12). Najstabszy efekt antagonistyczny
zaobserwowano w linii COLO205, za§ w wysokich stezeniach RIS praktycznie nie wystepowat

wyrazny efekt wspotdziatania tych lekow (Rys. 12C, Tab. 18C).
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Rys. 12. Przezywalno$¢ komoérek HT (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznosci od
stezenia RIS stosowanego samodzielnie lub w kombinacji z SIM (5 uM). Istotnos$¢ statystyczng
pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samego RIS, a RIS stosowanego z SIM oznaczono: *

(p< 0,05).

Tab. 18. Warto$ci indeksow kombinacji (CI) dla RIS z SIM uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).
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3.5. Aktywnosé cytotoksyczna w kombinacji z betuling

Dla wybranych zwigzkoéw przeprowadzono takze badania nad ich toksycznoscig w polaczeniu
z betuling, zwigzkiem pochodzenia naturalnego, ktéry wplywa na proces biosyntezy
cholesterolu. W celu okreslenia, czy betulina wykazuje zdolnosci do zwigkszenia
cytotoksycznos$ci badanych zwigzkéw, w liniach nowotworowych HT29 1 HT29/Dx
zastosowano ponownie test SRB. W przypadku linii COLO205 wykonano test MTT. Wyniki
zaprezentowano w Tab. 19 oraz za pomoca wykreséw wykazujacych zalezno$¢ przezywalno$ci
komorek od zastosowanego st¢zenia lekow znajdujacych si¢ w nastgpnym podrozdziatach.
Poréwnano efekt hamowania proliferacji komoérek przez badane zwiagzki podane pojedynczo z
efektem uzyskanym po zastosowaniu ich kombinacji z BET. Stezenie BET wynosito 5 uM dla
kazdego badanego stezenia zwigzkéw. Dodatkowa analiza warto$ci CI w programie CompuSyn
pozwolita na oceng charakteru oddziatywan kombinacji zwigzkow. Jak widaé¢ w tabeli ponizej
(Tab. 19) obecnos¢ BET w zasadzie we wszystkich przypadkach zwigkszala st¢zenia badanych
lekow potrzebne, aby zahamowac proliferacje komorek w 50%. Jedynie dla TFP w linach HT29
oraz COLO205 wartosci ICso wyznaczone w obecnosci BET byty nieco mniejsze niz bez

dodatku tego modulatora.
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Tab. 19. Wartosci ICso [uM] badanych zwigzkéw wyznaczone bez i w obecnosci BET (stgzenie

koncowe 5 uM) w liniach HT29, HT29/Dx oraz COLO205.

HT29 HT29/Dx COLO205

bez BET +5 uM BET bez BET +5 uM BET bez BET +5 uM BET
KLZ 41,81+6,60 83,93+12,08 | 36,25+11,49 77,79+ 2,55 36,10 + 0,44 38,97 + 0,03
IMP >100 84,50+ 5,12 88,36+10,22 81,83+11,95 34,05+ 7,01 49,13 +5,18
FLU 9,01+1,41 12,08 +1,85 12,45+ 3,45 15,24 + 3,47 7,46 £ 2,52 9,11+ 1,05
TFP 21,37 £5,54 10,41 + 0,68 13,88 2,28 12,37 £2,22 4,91 + 0,06 3,87+0,14
FLP 19,56 + 3,48 27,78 £ 0,82 23,13+5,20 45,20 +4,91 11,68 + 0,12 11,76 £+ 0,82
RIS 161,14+31,63 143,78+36,68 | 295,67 £76,52 339,95+ 36,58 | 237,35+24,76 339,32 +81,51
SIM 34,64 £10,34 45,21 +0,64 45,25+18,25 34,88+10,71 — —

— nie wyznaczano, pogrubiong czcionkg zaznaczono wartosci ICso ktore istotnie statystycznie (p< 0,05) zmienity

si¢ przy zastosowaniu kombinacji z BET wzgledem samego leku.

3.5.1. Klozapina

W badanym zakresie stezen KLLZ dodatek BET spowodowat zmniejszenie toksycznosci tego
leku wobec komorek linii HT29 oraz HT29/Dx (Rys. 13A,B). Uzyskane warto$ci indeksu
kombinacji wskazuja na antagonizm dziatania tych zwiazkéw (Tab. 20A,B). Najwyzszy wzrost
przezywalno$ci komorek linii HT29 pod wplywem uzytej kombinacji w poréwnaniu z KLZ
zastosowang pojedynczo zaobserwowano przy stezeniu 40 puM (ok. 40%) (Rys. 13A).
Obliczone wartosci ICso dla kombinacji KLZ z BET w poréwnaniu z samg KLZ wzrosty ponad
dwukrotnie. W przypadku linii HT29 nastapil wzrost ze stezenia 41,81 do 83,93 uM (p< 0,05),
aw liniit HT29/Dx z 36,25 na 77,79 uM (p< 0,01). Dla linii COLO205 zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost wartosci ICso z 36,10 do 38,97 uM (p < 0,05) (Tab. 19). W badanym
zakresie stezen dla tej linii komorkowej przewazalo antagonistyczne dziatanie potaczenia
zwigzkow z wyjatkiem najwyzszego badanego st¢zenia (200 uM), gdzie parametr CI uzyskany
w programie CompuSyn przyjmowal warto$¢ ponizej 1 (CI=0,57) (Tab. 20C). Podsumowujac,
KLZ sama i w kombinacji z BET wykazala $rednig aktywnos$¢ cytotoksyczng wzgledem
badanych linii RJG. Zastosowanie triterpenu powodowato wzrost przezywalnosci komorek

badanych linii RJIG poddanych ekspozycji na KLZ.
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Rys. 13. Przezywalno$¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznosci od

stezenia KLZ stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotnos¢ statystyczng
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pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samej KLZ, a KLZ stosowanej z BET oznaczono:

* (p<0,05) oraz ** (p<0,01).

Tab. 20. Warto$ci indeksow kombinacji (CI) dla KLZ z BET uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).
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3.5.2. Imipramina

Zastosowanie IMP w potaczeniu z BET nie spowodowato zwigkszonej $miertelnosci komorek
nowotworowych linii HT29 oraz HT29/Dx w pordéwnaniu do zastosowania samej IMP.
Wykresy oraz obliczone warto$ci CI uzyskane dla tych linii wskazuja na dziatanie
antagonistycznie lekow w nizszych stezeniach IMP (Rys. 14A,B, Tab. 21A,B). Jednak,
obliczone wartosci ICso nie wykazujg réznic istotnych statystycznie (na poziomie istotnosci
5%). Dla linii HT29 zaobserwowano jej spadek z ponad 100 uM do 84,50 uM, w przypadku
jej opornej sublinii warto$¢ ICso praktycznie si¢ nie zmienita. Dla linit COLO205
zaobserwowano wzrost tej wartosci z 34,05 uM do 49,13 uM (Tab. 19). Analiza typu
oddziatywania migdzy IMP a BET wskazuje na addytywne dziatanie zwigzkéw na komorki
nowotworowe tej linii (Tab. 21C). Podsumowujac uzyskane wyniki, aktywno$¢ cytotoksyczna
IMP wzgledem badanych modeli komérkowych raka jelita grubego byta $rednia. Dodatkowe

zastosowanie BET nie wplywalo znaczaco na toksycznos$¢ IMP wzgledem badanych linii

komorkowych.
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Rys. 14. Przezywalnos¢ komorek HT (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznos$ci od

stezenia IMP stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotno$¢ statystyczna

pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samej IMP, a IMP stosowanej z BET oznaczono: *

(p<0,05) oraz ** (p< 0,01).

Tab. 21. Wartosci indeksow kombinacji (CI) dla IMP z BET uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) 1 CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).

BET [uM]
’ 5
& 20 5 13,05
S 40 -18
=
o £ 40 5 4,99
HT29 = ) 5 .é,
g 80 5 2,59
[ =
100 -6 <
100 5 3,30

HSA synergy and antagonism

95



BET [uM]
S

B. = Cive [UM]  Cger [uM] Cl
& 20 5 105,64
=
=
o £ 40 5 8,29
HT29/Dx = 5 2 &
[=]
g 80 5 1,79
c
100 -8 <
100 5 0,72
HSA synergy and antagonism
BET [pM]
5
C 80 9 = Cive [MM]  Cger [pM] Cl
& 80 5 1,11
5100 9
=
o £ 100 5 1,00
COLO205 = 150 3 2
=]
g 150 5 0,86
c
200 7 <
200 5 0,73

HSA synergy and antagonism

3.5.3. Flufenazyna
W przypadku FLU, polaczenie jej z BET nie wplynglo w sposdb istotny na warto$¢ 1Cso
uzyskang dla zadnej z badanych linii komérkowych. Jezeli spojrzymy na przezywalnos¢
komorek linii HT29 1 HT29/Dx w zaleznos$ci od stezenia leku, to zaobserwujemy, ze w niskich
stezeniach FLU dodatek BET powodowatl zwigkszenie przezywalno$ci komorek. Dopiero w
wyzszych stezeniach FLU (powyzej 40 uM w linii HT29) (Rys. 15A) laczne zastosowanie
zwigzkow skutkowato zmniejszeniem przezywalnosci komorek. Z kolei wartosci indeksu
kombinacji uzyskane w programie CompuSyn wskazuja na lekki efekt synergii zastosowanego
polaczenia lekow w linii HT29 (CI w zakresie 0,7-0,9) (Tab. 22A). W przypadku linii
HT29/Dx, spadek przezywalno$ci komorek w wyniku zastosowanej kombinacji FLU z BET
zanotowano dopiero w stezeniach FLU powyzej 80 uM (Rys. 15B). Otrzymane dla tej linii
wartosci CI byty ponizej jednosci dla stezen FLU powyzej 40 uM (Tab. 22B).W przypadku
linii komoérkowej COLO205 dla niskich stgzen leku przewazat efekt antagonistyczny, ktory
przechodzit w efekt synergistyczny dla najwyzszych badanych stgzen FLU (Rys. 15C,
Tab. 22C). FLU zar6wno sama, jak i w potaczeniu z BET, wykazywata wysoka aktywnos¢

96



cytotoksyczng wzgledem komoérek raka jelita grubego, w przypadku linii komorkowej

COLO205 wartos¢ ICso w obu przypadkach byta nizsza niz 10 uM (Tab. 19).
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Rys. 15. Przezywalnos¢ komorek HT (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznos$ci od
stezenia FLU stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotnos¢ statystyczng
pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samej FLU, a FLU stosowanej z BET oznaczono:

* (p< 0,05) oraz ** (p< 0,01).

Tab. 22. Warto$ci indeksow kombinacji (CI) dla FLU z BET uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) 1 CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).

BET [pM]
5
A 15 6 2 Cru [UM]  Ceer [uM] Cl
& 15 5 0,80
s 20 |
=
2 £ 20 5 0,86
HT29 i 40 1 .g
g 40 5 0,71
c
80 4 <
80 5 0,79
HSA synergy and antagonism
BET [uM]
5
B 20 15 2 Cru [pM]  Ceer [pM]  CI
@
c
& 20 5 1,11
s 40 0
=
2 £ 40 5 0,65
HT29/Dx T 8 _g
g 80 5 0,66
c
100 6 <
100 5 0,77

HSA synergy and antagonism
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BET [uM]
5

C. 10 18 = Cru[pM]  Ceer [pM]  CI
2
& 10 5 9,74
S15
=
3 £ 15 5 2,98
coLo205 7, i g
[=]
4 20 5 0,70
c
40 5 <
40 5 0,61

HSA synergy and antagonism

3.5.4. Trifluoperazyna

Efekt cytotoksyczny kombinacji TFP z BET wyraznie zalezal od st¢zenia TFP we wszystkich
badanych liniach komoérek RJG. W nizszych st¢zeniach kombinacja zwigzkéw powodowata
mniejszg cytotoksycznos¢ wobec komorek nowotworowych w porownaniu z TFP zastosowang
pojedynczo. Z kolei, w st¢zeniach powyzej 20 uM dla linii HT29, 40 uM dla linii HT29/Dx
oraz powyzej 15 uM dla COLO205 zaobserwowano wyrazny synergizm dziatania TFP i BET
oraz wigksza toksyczno$¢ mieszaniny niz pojedynczego zwigzku (Rys. 16). Wartosci stezenia
hamujacego wzrost komorek o 50% ulegly zmniejszeniu. W linit HT29 wartos¢ ICso
zmniejszyta si¢ w obecnosci BET o potowe (z 21,37 do 10,41 uM), w linii opornej z 13,88 do
12,37 uM, natomiast dla COLO205 z 4,91 do 3,87 uM (Tab. 19). TFP posiadata wysoka
aktywnos$¢ cytotoksyczng wzgledem komorek raka jelita grubego oraz wykazata synergie

dziatania z BET (Tab. 23).
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Rys. 16. Przezywalno$¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznosci od
stezenia TFP stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotnos¢ statystyczng

pomie¢dzy warto$ciami otrzymanymi dla samej TFP, a TFP stosowanej z BET oznaczono: * (p

<0,05) oraz ** (p <0,01).
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Tab. 23. Warto$ci indekséw kombinacji (CI) dla TFP z BET uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) i CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COL0O205 (C).

BET [uM]
5
A. " 2 _
g
a 15 5 2,91
=520
=
o = 20 5 2,02
HT29 '-ll_- 40 s
° 40 5 0,72
g
c
80 < 80 5 1,21
HSA synergy and antagonism
BET [uM]
5
g
& 20 5 0,94
5 40
&3 40 5 0,30
HT29/Dx L . g
c
S 80 5 0,40
8
100 < 100 5 0,45
HSA synergy and antagonism
BET [uM]
5
C. : s CebM Gob @
g
& 5 5 12,65
10
=1
= 10 5 4,17
CoL0205 & g
c
S 15 5 0,41
&
20 < 20 5 0,21

HSA synergy and antagonism

3.5.5. Flupentyksol

FLP zastosowany pojedynczo wykazywat $rednig aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komorek
RJG. Dodanie BET zwigkszylo przezywalno$¢ komodrek linii HT29 oraz HT29/Dx
(Rys. 17A,B). Zastosowanie kombinacji z BET dla stezen FLP od 2,5 do 80 uM wywotato efekt
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antagonistyczny w obu tych liniach, ktory jednak zanikat przy najwyzszym badanym stezeniu
FLP (100 uM) (Tab. 24A,B). Najwigksza roznic¢ przy uzyciu kombinacji FLP z BET
wzgledem samego FLP zaobserwowano przy stezeniu 20 pM dla linii HT29. Przezywalno$¢
komorek w tym stezeniu wzrosta o 35% w poréwnaniu do samego FLP (Rys. 17A, Tab.24A).
Dla liniit HT29/Dx najwyzszg roznice (39%) w przezywalno$ci komorek zaobserwowano przy
stezeniu FLP rownym 15 uM (Rys. 17B, Tab. 24B). Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowanie BET
spowodowato prawie dwukrotny wzrost wartosci ICso dla linii opornej (z 23,12 do 45,20 uM)
1 wzrost z 19,56 do 27,78 uM w przypadku linii HT29 (p < 0,05) (Tab. 19). Nieco inne
oddziatywanie FLP z BET zaobserwowano w linii komoérkowej COLO205. Uzycie kombinacji
zwigzkéw nie spowodowato istotnej zmiany wartosci ICso w pordwnaniu z warto$cig
wyznaczong dla samego FLP (Tab. 19), natomiast oddziatywanie pomig¢dzy lekiem a
modulatorem miato charakter addytywny (Tab. 24C).
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C. COLO205
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Rys. 17. Przezywalno$¢ komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznosci od
stezenia FLP stosowanej samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotno$¢ statystyczng
pomiedzy warto$ciami otrzymanymi dla samego FLP, a FLP stosowanego z BET oznaczono:

* (p<0,05) oraz ** (p< 0,01).

Tab. 24. Wartosci indeksow kombinacji (CI) dla FLP z BET uzyskane za pomocg programu
Combenefit (kolorowe tabele) 1 CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).

BET [uM]
5
A. 2 Crie [MM]  Ceer [uM] Cl
— ) 20 5 1,47
=
=
HT29 - £ 40 5 1,53
L 80 6 g
g 80 5 1,32
c
100 2 <
100 5 0,79
HSA synergy and antagonism
BET [uM]
5
B 20 = 2 Crie [MM]  Ceer [uM] Cl
- ) 20 5 1,09
=
=
o £ 40 5 2,62
HT29/Dx ™ 80 11 a
= c
[=]
g 80 5 1,34
c
100 1 <
100 5 0,72

HSA synergy and antagonism
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3.5.6. Rysperydon

RIS posiada niska aktywno$¢ cytotoksyczng wzgledem wszystkich badanych linii komoérek
nowotworowych (Rys. 18). W linii HT29 1 HT29/Dx zastosowanie RIS w kombinacji z BET
spowodowato, ze w calym zakresie badanych st¢zen leku przezywalnos¢ komorek wzrosta
jedynie nieznacznie. W obu tych liniach komérkowych pomigdzy RIS a BET obserwowano
antagonizm dziatania (Tab. 25A,B). Dla linii COLO205 w niskich stezeniach (5-30 uM)
zaobserwowano dziatanie synergistyczne kombinacji RIS z BET (Tab. 25C), jednak przy
wyzszych stezeniach efekt ten zanikal. Zastosowanie kombinacji RIS z terpenem
trojeyklicznym nie spowodowato wiec zwigkszenia aktywno$ci cytotoksycznej tego leku

przeciwpsychotycznego.
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B. HT29/Dx
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Rys. 18. Przezywalnosci komorek HT29 (A), HT29/Dx (B) oraz COLO205 (C) w zaleznos$ci
od stezenia RIS stosowanego samodzielnie lub w kombinacji z BET (5 uM). Istotnos$¢
statystyczng pomigdzy wartosciami otrzymanymi dla samego RIS, a RIS stosowanego z BET

oznaczono: * (p< 0,05) oraz ** (p <0,01).

Tab. 25. Wartos$ci indeksow kombinacji (CI) dla RIS z BET uzyskane za pomoca programu
Combenefit (kolorowe tabele) 1 CompuSyn dla linii HT29 (A), HT29/Dx (B) i COLO205 (C).

BET [uM]
5
A. 50 g 2 Cris [uM]  Cger [uM] Cl
5
> 50 5 40,90
31 100 =12
7y 100 5 7,10
HT29 & 200 . g
[e]
g 200 5 6,15
c
300 0 <
300 5 2,29

HSA synergy and antagonism
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300 5 0,70
400 5 0,77
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Cris [MM]  Cger [uM] Cl

10 5 0,38
20 5 0,74
100 5 1,82
200 5 0,96

3.6. Wplyw lekow antypsychotycznych na cykl komorkowy

Do bardziej szczegdétowej analizy przeciwnowotworowych wilasciwosci lekéw, ktore w

poprzednich doswiadczeniach wykazaty si¢ synergig dziatania ze zwigzkami redukujgcymi

biosynteze¢ cholesterolu, wykorzystano cytometri¢ przeplywowsa. Zbadano wpltyw wybranych

zwigzkow na cykl komoérkowy i1 poziom reaktywnych form tlenu, a takze ich zdolnos$¢ do

indukowania apoptozy w komorkach linii HT29. W celu zbadania wptywu FLP, IMP i1 TFP

oraz ich kombinacji z SIM 1 BET na cykl zyciowy komoérek postuzono si¢ metoda bazujacg na

pomiarze ilosci DNA w komorce przy uzyciu jodku propidyny. Komoérki inkubowano z

badanymi zwigzkami (w stezeniu réwnym ich wartosci ICso, natomiast stezenie BET oraz SIM

wynosito 5 uM) przez 48 godz., a nastgpnie barwiono za pomocg jodku propidyny. Wyniki

przedstawiono jako wartosci $Srednie oraz odchylenia standardowe z trzech niezaleznych

pomiarow (Rys. 19A-C).
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Rys. 19. Wzgledny procentowy rozktad liczebnosci komorek linii HT29 znajdujacych sie¢ w
r6znych fazach cyklu komorkowego po 48 godz. inkubacji z IMP (A), TFP (B) oraz FLP (C).
Wykresy zostaly znormalizowane do 100%. Istotnos$¢ statystyczng oznaczono: * (p< 0,05) oraz
** (p< 0,01) w nawiasie wymieniajac poszczegdlne zwigzki 1 fazy komorkowe, ktorych ona

dotyczy.

Badanie cyklu komérkowego pozwala nam na obserwacje wptywu badanych zwigzkow na
wzrost 1 podzial komorek nowotworowych. W tym celu obserwowano zmiany w dystrybucji
komorek w cyklu komorkowym w fazach: sub-G1, w ktdrej obserwujemy gtownie martwe
komorki, powstate w wyniku nekrozy lub pdznej apoptozy (zawierajace uszkodzony materiat
genetyczny), fazg¢ GO/G1 to zdrowe komoérki somatyczne, S w ktorej nastepujg procesy
replikacji DNA oraz G2/M reprezentujaca komorki zatrzymane w procesie mitozy, posiadajace
uszkodzone DNA. Podczas wymienionych faz cyklu zmianie ulega ilo$¢ komorkowego DNA.
W przypadku fazy G1 komorki zawierajg dwie kopie chromosomow (2n), w fazie S ilo$¢
kwasow nukleinowych wzrasta stopniowo 1 ulega podwojeniu w fazie G2/M (4n) przed
nastepujaca po niej mitozg. Komorki znajdujace si¢ w fazie sub-G1 oznaczajg populacj¢ ze

zmniejszong iloécig DNA (< 2n).2%

Badane leki antypsychotyczne zar6wno zastosowane samodzielnie, jak i w kombinacji z SIM
oraz BET, wptynely na wyrazny wzrost ilosci komodrek znajdujacych si¢ w fazie sub-Gl.
Obecnos¢ licznej populacji komoérek HT29 w fazie sub-G1 stwierdzono w przypadku dziatania
wszystkich trzech badanych zwigzkow. Bylo ich ok. 63% w obecnosci FLP, ok. 75% w
obecnosci TFP 1 ponad 80% w obecnosci IMP. Wskazuje to na wysoka toksyczno$¢ badanych
zwigzkow, co dodatkowo potwierdzit wyglad hodowli. Komorki traktowane lekami
wykazywaty morfologiczne zmiany w poréwnaniu z komorkami nietraktowanymi zwigzkami,
tj. zmniejszong objetos¢ komorek 1 utrate przyczepnosci komoérek wzgledem podtoza oraz
samych siebie. Zaobserwowano rowniez znaczny spadek ilosci komoérek znajdujacych si¢ w
fazie S oraz G2/M. Ilo$¢ komorek w fazie G2/M nie przekraczata 4% w probkach traktowanych
lekami (z wylaczeniem FLP dla ktérego w fazie G2/M znajdowato si¢ 10% komorek), podczas
gdy w tej fazie znajdowato si¢ ponad 20% komorek w probie kontrolnej. Wzrost frakcja
komorek bedacych w fazie sub-G1 zwigzana jest z obecnoscia komorek ze zdegradowanym

DNA (apoptotycznych i nekrotycznych).

Zastosowanie SIM w stezeniu 5 pM nie spowodowato istotnych zmian w rozmieszczeniu

komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego w odniesieniu do kontroli. W
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przypadku betuliny (w stezeniu 5 uM) zaobserwowano wzrost frakcji komoérek w fazie sub-G1
cyklu komoérkowego (ok. 20 %) przy jednoczesnym niewielkim spadku liczby komorek w fazie
G0/G1 1 G2/M. W przypadku IMP oraz TFP dodatkowe zastosowanie SIM oraz BET nie
spowodowato widocznych zmian w dystrybucji komorek HT29 w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego (Rys. 19 A-B). Zupeiie inaczej wygladato to w przypadku FLP, gdzie
dodatkowe zastosowanie SIM czy BET spowodowato znaczny wzrost frakcji sub-G1 o prawie
20 punktow procentowych (w przypadku dodania SIM z okoto 63% do 83% natomiast w
przypadku BET z 63% do 81%). Zastosowanie kombinacji FLP z SIM 1 FLP z BET
spowodowato spadek populacji komérek HT29 w fazie GO/Gl o okolo 25 punktow
procentowych (Rys. 19C). Opisane zmiany widoczne byly rowniez na otrzymanych

histogramach (Rys. 20A-D).
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Rys. 20. Przyktadowe histogramy przedstawiajace dystrybucj¢ komorek linii HT29 w
poszczegblnych fazach cyklu komorkowego: A -populacja kontrolna komoérek HT29
nietraktowana zwigzkiem, B- komorki inkubowane z FLP, C-komoérki inkubowane z FLP oraz

SIM, D- komorki inkubowane z FLP oraz BET.
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3.7. Wplyw lekéw antypsychotycznych na proces apoptozy

W celu oceny wplywu wybranych lekow na indukcje $mierci komérkowej, komorki HT29
barwiono fluorescencyjnie znakowang aneksyng V oraz jodkiem propidyny (PI). Aneksyna V
taczy si¢ z fosfatydyloseryng, ktéra pojawia si¢ w zewngtrznej monowarstwie blony
komoérkowej na poczatku fazy wykonawczej apoptozy.?’® Komorki emitujace $wiatlo
fluorescencyjne w zakresie zielonym sa wiec komorkami apoptotycznymi o nienaruszonej
jeszcze integralno$ci btony. DNA komorek znajdujacych si¢ w pdznej fazie apoptozy oraz
nekrotycznych barwiony jest dodatkowo przez jodek propidyny (emituje Swiatto w zakresie
czerwonym), ktéry wnika do wnetrza komoérek poprzez uszkodzong btong komorkows.
Komorki inkubowano przez 48 godz. z badanym zwigzkiem badz kombinacja zwigzkow.
Zastosowano stezenia rowne wartosci ICso dla FLP, TFP, IMP, natomiast w przypadku BET i
SIM stezenie wynosito 5 uM.
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c. 120% * FLP (pdzna apoptoza)

** FLP, FLP+SIM, FLP+BET (normalne, wczesna apoptoza)
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Rys. 21. Procentowy rozktad komodrek linii HT29: normalnych, nekrotycznych badz
znajdujacych si¢ stanie wezesnej lub pdznej apoptozy inkubowanych z IMP (A), TFP (B) oraz
FLP (C). Wyniki zaprezentowano za pomoca $redniej arytmetycznej 1 odchylen standardowych

uzyskanych z trzech powtérzen.

Komorki obserwowane w tym badania dzielone sg na nastepujace frakcje: komorki zywe, czyli
nie wigzace si¢ zarowno z aneksyng V jak i PI (kwadrant dolny lewy), komorki nekrotyczne
taczace si¢ z tylko z PI (kwadrant gérny lewy), komorki znajdujace si¢ we wezesnej apoptozie
barwigce si¢ jedynie aneksyng V (kwadrant dolny prawy) oraz komorki w stadium poznej
apoptozy, ktore tacza sie z oboma odczynnikami (kwadrant gorny prawy)?® (Rys. 22).
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Rys. 22. Przykladowy wykres przedstawiajacy rozktad komorek linii HT29 otrzymany w tescie

z aneksyng oraz PI dla populacji kontrolnej komoérek HT29 nietraktowanych zwiazkiem.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze ani SIM ani BET zastosowane samodzielnie nie wplynety
znaczaco na proces indukcji apoptozy w komorkach HT29. Z kolei, badane leki
antypsychotyczne 1 lek antydepresyjny uruchamiaty proces apoptozy, czego wynikiem jest

znaczny wzrost populacji komoérek znajdujacych si¢ w fazie wezesnej apoptozy. W przypadku
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FLP frakcja tych komoérek wzrosta o ponad 50 punktéw procentowych wzgledem kontroli
nietraktowanej zwigzkiem, natomiast dla TFP oraz IMP o ponad 60. W obecno$ci FLP oraz
SIM populacja komoérek apoptotycznych wzrosta o okoto 10 punktéw procentowych wzgledem
samego FLP, a w przypadku potaczenia FLP z BET wzrost ten wynosit okoto 16 punktow
procentowych (Rys. 21C). Potaczenie TFP zarowno z SIM, jak i z BET praktycznie nie
spowodowato zmian w liczebno$ci komoérek zywych, apoptotycznych i nekrotycznych w
poréwnaniu z zastosowaniem pochodnej fenotiazyny samodzielnie (Rys. 21B). W przypadku
IMP, jej potaczenie z BET rowniez nie wywolato widocznych zmian w liczebno$ci
poszczegbdlnych populacji komorek HT29 (Rys. 21A). Z kolei w prébkach traktowanych
tacznie IMP oraz SIM zauwazono niewielki wzrost liczby komoérek zywych, potaczony ze

spadkiem liczby komorek apoptotycznych w porownaniu z zastosowaniem samej IMP.

3.8. Wplyw lekow antypsychotycznych na poziom reaktywnych form tlenu

Poziom reaktywnych form tlenu (ROS) zmierzono przy uzyciu  dioctanu 2°,7’-
dichlorodihydrofluoresceiny (DCFH-DA). Sonda ta wnika do komorki, gdzie jest
hydrolizowana przez esterazy do DCFH (2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny). Zwiagzek ten
ulega nastgpnie procesom utlenienia przez wewnatrzkomoérkowe ROS, w wyniku czego
powstaje produkt zdolny do emisji promieniowania— DCF (2°,7°-dichlorofluoresceina). Pomiar
intensywnosci fluorescencji tego produktu daje mozliwos¢ zbadania wpltywu zwigzkéw na
produkcje ROS wewnatrz komorki. Analogicznie jak w poprzednich eksperymentach, komorki
HT29 inkubowano ze zwiazkami przez 48 godz., leki podawano w stezeniu rownym ich 1Cso,

a SIM i BET w stezeniu 5 pM.
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Rys. 23. Wzgledny poziom reaktywnych form tlenu w komérkach linii HT29 inkubowanych
ze zwigzkami. Warto$ci istotnie réznigce si¢ od kontroli nietraktowanej zwigzkiem (K)

oznaczono: * p < 0,05, ** p <0,01.

Wyniki przedstawione na Rys. 23 pokazuja, ze jedynie SIM podniosta poziom ROS w
komorkach w linii HT29 w sposéb znaczacy. BET, a takze leki antypsychotyczne stosowane
samodzielnie powodowaty lekki wzrost poziomu ROS w komorkach, ktory jednak nie byt
istotny statystycznie. ROwnoczesne podanie TFP z SIM oraz IMP z SIM réwniez spowodowato
istotne podniesienie poziomu ROS, nie byl on jednak wigkszy niz dla samej SIM. Zar6wno
potaczenie FLP z SIM, jak i1 wszystkich badanych lekow z BET nie skutkowalo zmiang
poziomu ROS w poroéwnaniu z kontrolg. Porownanie wzglednego poziomu ROS otrzymanego
dla pojedynczych lekéw, a ich mieszanek z SIM 1 BET wykazato, ze jedynie zastosowanie TFP
z SIM spowodowalo istotny statystycznie wzrost poziomu ROS wzgledem samego TFP (p<
0,05). Wszystkie zwiazki posiadaty aktywno$¢ prooksydacyjng, co jest korzystng cechg w
przypadku potencjalnego zastosowania ich do zwalczania komorek nowotworowych. Zwiazki
zdolne do generowania ROS moga pobudza¢ procesy odpowiedzialne za uszkodzenia DNA w

komorce, prowadzac do jej $mierci w wyniku apoptozy.

3.9. Ekspresja genow zaangazowanych w biosynteze cholesterolu

Poniewaz istniejg doniesienia, ze niektore leki antypsychotyczne moga wptywac na ekspresje
genow zaangazowanych w biosynteze cholesterolu w komorce, nastepnym etapem badan byto
sprawdzenie wptywu wyselekcjonowanych zwigzkéw na poziom ekspresji dwoch gendow
kontrolowanych przez czynnik transkrypcyjny SREBP-2. W tym celu za pomoca metody
RT-PCR okreslono poziom ekspresji genow lipogennych w komdrkach linii HT29 i HT29/Dx.
Komoérki inkubowano w obecno$ci wybranych zwigzkow przez 24 i1 48 godz. w stezeniu
odpowiadajacym ich wartosci ICso. Otrzymane w wyniku reakcji RT-PCR ¢cDNA poddano
elektroforezie w zelu agarozowym. Po rozdziale i wybarwieniu, mierzono intensywnos$¢
fluorescencji emitowanej z poszczegdlnych prazkéw. Zmierzona intensywno$¢ fluorescencji
jest proporcjonalna do ilosci DNA w probce. Przyktadowy elektoforegram przedstawiono na
Rys.24. Poziom ekspresji gendw okreslono poprzez poréwnanie intensywnosci fluorescencji
badanych probek wzgledem probki kontrolnej nietraktowanej zwiazkiem, dla ktorej przyjeto
poziom ekspresji gendw jako rowny 1. Wyniki przedstawiono za pomocg $rednich i odchylenia

standardowego z 3 niezaleznych pomiarow.
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Rys. 24. Przyktadowy elektroforegram przedstawiajacy poziom ekspresji genow HMGCR,
LDLR oraz genu referencyjnego f-aktyny w komorkach HT29 oraz HT29/Dx inkubowanych

w obecnosci KLZ.
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Rys. 25. Poziom ekspresji HMGCR w komorkach linii HT29 (A) oraz liniit HT29/Dx (B) po 24
148 godz. inkubacji ze zwigzkami w stezeniu rownym wartosci ICso, w przypadku IMP uzyto
stezenia ICps. Istotno$¢ statystyczng badanych préb traktowanych zwigzkiem wzgledem

kontroli oznaczono: * (p < 0,05) oraz ** (p <0,01).

Jak przedstawiono na Rys. 25A poziom ekspresji genu HMGCR kodujacego reduktaze
HMG-CoA w komorkach linii HT29 po 24 godz. inkubacji wzrost istotnie dla FLU oraz KLZ
(okoto 1,5x) wzgledem kontroli nietraktowanej zwigzkami. Podobny wzrost zaobserwowano
dla IMP oraz TFP, jednak wyniki nie wykazaly istotnosci statystycznej. FLP i RIS nie
spowodowaty zmiany w ekspresji tego genu wzgledem kontroli. Z kolei po 48 godz. inkubacji
zaobserwowano istotny spadek ekspresji genu HMGCR o ponad potowg dla FLP oraz TFP,
podczas gdy w przypadku KLZ utrzymata si¢ podwyzszona ekspresja genu reduktazy (o ok.
1,3x wzgledem kontroli). Pozostate zwigzki: FLU, IMP oraz RIS nie wykazaly istotnych zmian

w ekspresji badanego genu po dwdch dobach inkubacji.

Dla liniit HT29/Dx po 24 godz. inkubacji zwigzkéw zaobserwowano dwukrotny wzrost
ekspresji HMGCR dla FLU oraz istotny spadek o ponad potowe dla FLP 1 TFP. Inne badane
leki: IMP, KLZ i RIS nie wplywaty na poziom ekspresji tego genu po 24 godz. (Rys. 25B).
Kiedy komoérki HT29/Dx inkubowane byly z lekami antypsychotycznymi przez 48 godz.,
zaobserwowano prawie 3-krotny wzrost poziomu ekspresji badanego genu dla TFP 1 ponad
3-krotny dla FLP. Natomiast KLZ oraz IMP spowodowaty istotne obnizenie wzglednego
poziomu ekspresji HMGCR. Wptyw FLU byt podobny jak w linii HT29 — zwiagzek ten
indukowat wzrost ekspresji genu HMGCR po 24 godz. inkubacji, ktora po dluzszym czasie (48

godz.) spadata, lecz nie réznita si¢ znacznie od kontroli.
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Rys. 26. Poziom ekspresji LDLR w komorkach liniit HT29 (A) oraz HT29/Dx (B) po 24 1 48
godz. inkubacji ze zwigzkami w st¢zeniu rownym wartosci ICso, w przypadku IMP uzyto
stezenia ICps. Istotno$¢ statystyczng badanych prob traktowanych zwigzkiem wzgledem

kontroli oznaczono: * (p < 0,05) oraz ** (p <0,01).

Poziom ekspresji genu kodujacego receptor lipoproteiny o matej gestosci (LDL) w komodrkach
linii HT29 po jednej dobie inkubacji z badanymi zwigzkami wykazal najwyzszy wzrost 2,4 1
2,7-krotny odpowiednio pod wptywem FLU i TFP. Réwniez FLP oraz KLZ zwigkszaty
ekspresje¢ badanego genu (ponad 1,3 raza). Brak istotnych zmian wzgledem kontroli
zaobserwowano dla IMP, za$§ RIS powodowat spadek ekspresji, jednak wynik ten nie byt
istotny statystycznie. Po 48 godz. inkubacji komoérek linii HT29 ze zwigzkami obserwowane

wczesniej efekty zanikty, zaden z lekéw nie powodowal istotnych statystycznie zmian w
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poziomie wzglednej ekspresji genu LDLR , uzyskane wyniki miescity si¢ w zakresie 0,9- 1,3

(Rys. 26A).

Wplyw badanych zwigzkéw na wzgledny poziom ekspresji genu LDLR w komorkach linii
HT29/Dx byt niewielki (Rys. 26B). Po 24 godz. inkubacji obserwowano obnizenie poziomu
ekspresji tylko dla TFP oraz niewielki wzrost dla IMP (nieistotny statystycznie). Po 48 godz.
inkubacji nie zanotowano wplywu zadnego z badanych lekow na badany parametr, z wyjatkiem
FLP, ktory powodowat istotny spadek wzglednego poziomu ekspresji genu LDLR o ponad
polowe.

3.10. Analiza iloSci wolnego cholesterolu w komorkach HT29

Barwienie komorek linii HT29 filiping postuzyto do zbadania zmiany poziomu wolnego
(niezwigzanego) Chol w komodrkach inkubowanych z badanymi zwigzkami. Ten antybiotyk
polienowy o wlasciwosciach fluorescencyjnych posiada silne powinowactwo do
niezestryfikowanego Chol 1 jest powszechnie stosowany w celu okreslenia jego poziomu i
rozmieszczenia w komoérkach za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej. Intensywnosé
fluorescencji filipiny jest skorelowana z poziomem cholesterolu w komorkach linii HT29.
Komorki przed poddaniem barwieniu utrwalono aby unikna¢ cytotoksycznego wptywu same;j
filipiny na komorki, zwigzanego z jej zdolno$cia do zaburzania integralno$ci blon

komérkowych.2
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Rys. 27. Wzgledna intensywnos$¢ fluorescencji filipiny w komoérkach HT29 inkubowanych
przez 48 godz. z badanymi zwigzkami. Dla zwiazkéw bez zaznaczonego st¢zenia uzyto
warto$ci odpowiadajacej ICso. Istotne statystycznie wartosci wzgledem kontroli oznaczono:

* (p <0,05).
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Wyniki analizy otrzymanych obrazow przedstawiono na Rys. 27. Jak wida¢, wigkszos¢
badanych zwiazkéw nie wplywata w sposob istotny na poziom cholesterolu w komoérkach
HT29. Jedynie KLZ spowodowata okoto 1,5-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji filipiny
w porownaniu z komoérkami nietraktowanymi zwigzkami. Z kolei dla SIM zastosowanej w
stezeniu 5 uM zaobserwowano istotny statystycznie spadek intensywnos$ci fluorescencji
filipiny. Podobny spadek intensywnosci fluorescencji zanotowano takze dla B1, B2, FLP, FLU
i TFP, co moze $wiadczy¢ o ich zdolno$ci do obnizania st¢zenia wolnego cholesterolu w
komorkach linii HT29. Na Rys. 28 pokazano przykladowe zdjecia komorek HT29
wybarwionych za pomoca filipiny. Jak wida¢ intensywnemu wybarwieniu ulegaly
powierzchnie komorek, podczas gdy intensywnos$¢ fluorescencji pochodzaca z wnetrza
komorek byla zdecydowanie mniejsza. Co warto zauwazy¢, w przypadku TFP, FLP oraz Bl
obserwowano rowniez zmian¢ obrazu komorek w stosunku do komorek kontrolnych. W
komorkach nietraktowanych zwigzkami oraz traktowanych innymi lekami rozktad
fluorescencji w komoérkach wydawat si¢ rownomierny, podczas gdy w probkach inkubowanych
w obecnosci TFP, FLP i B1 obserwowano pojawienie si¢ niejednorodno$ci w wybarwieniu, tak
jakby w niektorych miejscach na powierzchni blony pojawiaty si¢ obszary wzbogacone w

filiping, a co za tym idzie — rowniez w cholesterol.
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Rys. 28. Przyktadowe zdjecia komorek linii HT29 barwionych filiping po 48 godz. inkubacji z
badanymi zwigzkami. Dtugos¢ paska skali wynosi 50 um, zdjecia wykonano przy uzyciu
powigkszenia 40x. Warunki o$wietlenia i ekspozycji byty identyczne w kazdym przypadku. A-
kontrola nietraktowana zwigzkiem, B- komorki z SIM (5 uM), C- komorki z B1, D, E, F-
komorki inkubowane odpowiednio z: FLU, TFP, FLP.

3.11. Wplyw badanych zwiazkéw na mikrodomeny blonowe

Cholesterol jest jednym z gtownych sktadnikow mikrodomen obecnych w btonie komoérkowe;,
tzw. tratw lipidowych. Kolejnym etapem badan byto wigc sprawdzenie, czy badane zwiazki
oddziatywuja z domenami lipidowymi. Jako uktadu modelowego uzyto ogromnych

jednowarstwowych liposomow (GUV), o sktadzie lipidowym warunkujgcym pojawienie si¢
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lateralnej separacji faz w btonach pecherzykow. Wielkos¢ uzyskanych liposomow (10-40 pum)
pozwolila na bezposrednia obserwacj¢ domen lipidowych za pomoca mikroskopii

fluorescencyjne;j.

Za pomoca metody elektroformacji uzyskano liposomy utworzone z réwnomolowe]
mieszaniny DOPC, Chol 1 SM. Analiza mikroskopowa wykazala obecno$s¢ w btonach
liposoméw kolistych obszarow rdéznigcych sie intensywnos$cig fluorescencji. Poniewaz do
znakowania liposomow uzyto sondy fluorescencyjnej DilCi2(3), ktéra preferencyjnie lokalizuje
sie w fazie ciektokrystalicznej nieuporzadkowanej (Lp; ang. liquid disordered)®®® mozna
zalozy¢, ze jasne regiony obserwowane na powierzchni liposoméw odpowiadaty fragmentom
btony w fazie Lp, za$ ciemne — obszarom w fazie ciektokrystalicznej uporzadkowanej (Lo; ang.

liquid ordered).

Tak przygotowane liposomy stanowity uktad modelowy, w ktorym bezposrednio obserwowano
wptyw badanych zwigzkow na morfologi¢ i liczebno$¢ domen lipidowych. Stezenie badanych
zwigzkow wynosito 100 uM, z wyjatkiem IMP dla ktorej zastosowano stezenie 50 uM (wigksze
stezenia zapobiegaty formowaniu si¢ liposomow). Grupe kontrolng stanowity GUVy uzyskane

bez dodatku zwigzkow.
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Rys. 29. Rozktad liczby domen (A) oraz powierzchni domen (B) w GUVach w obecnosci
badanych zwigzkéw. Ramka prezentuje rozrzut wewngtrzny otrzymanych wartosci,
ograniczony pierwszym i trzecim kwartylem. Punkt wewnatrz pudetka okresla warto$¢

mediany. Istotno$¢ statystyczng badanych préb wzgledem kontroli oznaczono: * (p < 0,05).

Otrzymane wyniki pokazuja, ze badane zwiazki w niewielkim stopniu wptywaty na liczebno$¢
domen obserwowanych w poszczegdlnych liposomach (Rys. 29A). FLU 1 LUR powodowaty
zmniejszenie obserwowanej liczby domen. Z kolei BET oraz B2 powodowaty wzrost ich
liczebnosci. W przypadku kilku zwigzkow: IMP, SIM 1 — w mniejszym stopniu — KLZ 1 QTP
takze obserwowano niewielki wzrost liczby domen, lecz zmiana ta nie byla istotna
statystycznie. Z analizy wylaczono TFP, poniewaz jej wptyw na modelowe uktady lipidowe

zawierajace mikrodomeny zostat juz opisany.’

Z drugiej strony wptyw badanych zwigzkéw na powierzchnie poszczegdlnych domen byt
znacznie wiekszy (Rys. 29B). Dodanie wszystkich zwigzkow, z wyjatkiem PCZ, spowodowato
istotny statystycznie spadek powierzchni domen w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Najwicksze zmiany w powierzchni zaobserwowano dla KLZ, IMP, FLU, FLP, RIS, LUR, ZIP,
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BET, Bl oraz B2. Powierzchnia domen w ich wypadku spadta o ponad polowe wzgledem

kontroli nietraktowanej zwigzkiem.

Warto takze zauwazy¢, ze dodatek badanych zwiazkéw do mieszaniny lipidow, z ktorej
formowano liposomy miat takze wplyw na ksztatlt domen (Rys. 30). Oprocz duzych okragtych
domen (np. dla SIM) podobnych do domen w préobcee kontrolnej, obserwowano tez niewielkie
okragle domeny jak dla RIS, FLU i B1. W niektorych przypadkach domeny zaczynatly zlewac
si¢ ze sobg tworzac ksztatty podtuzne (IMP), tancuchowate (KLZ, BET), czy tez o ksztalcie
kwiatu (LOR) (Rys.30).

Rys. 30. Przyktadowe zdjecia liposomow znakowanych DilCi2(3) uzyskanych w warunkach
kontrolnych (A) oraz w obecnosci badanych zwigzkow. Dhugos$¢ paska skali wynosi 50 pm. A-

proba kontrolna, B- KLZ, C-BET, D-SIM, E- IMP, F-LOR.

3.12. Wiasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne badanych zwigzkéw

Badania in silico wykonane zostaly przy uzyciu trzech programow: Titan, OSIRIS i PerMM.
Programy te na podstawie wprowadzonej struktury chemicznej badanego zwigzku obliczaja
jego parametry fizykochemiczne, takie jak lipofilowos¢, czy wielko§¢ powierzchni polarnej
(PSA) oraz pozwalaja na predykcje ich wlasciwosci biologicznych, np. rozpuszczalnosci

(logS), zdolnosci do przenikania bton komérkowych, czy mutagennosci. Pozwalajg rowniez na
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oceng, czy dany zwigzek moze zosta¢ potencjalnym farmaceutykiem, co jest niezwykle istotne
przy wstepnym wyborze czasteczek o nowych strukturach do dalszych badan in vitro 1 in vivo.
Jedna z najbardziej popularnych metod stuzacych do sprawdzenia czy badany zwiazek posiada
potencjat do stania si¢ lekiem, czyli tzw. lekopodobienstwo (DL, ang. druglikeness), jest
wreguta pieciu” zaproponowana przez Christophera A. Lipinskiego.?” Wedtug tego modelu
potencjalny przyszly lek podawany doustnie, charakteryzujacy si¢ pasywna absorpcja jelitowa

powinien posiadac takie cechy jak:

o Masa molowa < 500 g/mol
o logP<5
o Liczba donorow wigzania wodorowego (HBD) <5

o Liczba akceptorow wigzania wodorowego (HBA) < 10

Zwiazki chemiczne spetniajace te kryteria (dopuszcza si¢ naruszenie jednej z wymienionych
wyzej zasad) mogg zosta¢ lekami doustnymi oraz maja dobra absorpcje i zdolnos$¢ do
przenikania blon biologicznych. Modyfikacja tych regut sa zasady stworzone przez Daniela F.
Vebera?!?, wedtug ktorych dobra biodostepnosé zwiazku po podaniu doustnym wystepuje, gdy

spetlnione zostang dodatkowo dwa kryteria:

o Liczba wigzan rotowalnych < 10

o Pole powierzchni polarnej (PSA) < 140A2

Veber dodatkowo wymienia kryterium, w ktérym suma akceptorow i1 donoréw wigzan

wodorowych w czasteczce jest mniejsza lub rowna liczbie 12.
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Tab. 26. Parametry fizykochemiczne i farmakologiczne badanych zwigzkéw obliczone za

pomoca programu OSIRIS.
MW TPSA
Zwigzek logP logS ) DL HBA HBD DS T
[g/mol] [A%]

KLZ 326,83 3,24 -3,27 30,87 8,76 4 1 0,87

QTP 383,51 2,73 -2,46 73,60 2,97 5 1 0,67

oLz 312,44 3,04 -3,04 59,11 8,37 4 1 0,89

IMP 280,41 3,89 -3,92 6,48 5,50 2 0 0,51 R
LOR 382,89 4,98 -478 42,43 -3,73 4 0 0,35

PFA 403,98 4,16 -4,16 55,25 11,84 4 1 0,45 R
FLU 437,53 4,41 -4,20 55,25 4,48 4 1 0,25 M, R
PCz 373,95 4,69 -437 3502 1245 3 0 0,43 R
TFP 407,50 4,93 -4,41 35,02 5,10 0 0 0,24 M, R
FLP 434,52 4,92 -3,96 52,01 2,74 3 1 0,37 R
THX 443,63 3,81 -2,53 77,54 10,2 5 0 0,44 R
RIS 410,49 3,54 -4,32 61,94 5,22 6 0 0,79

LUR 492,69 3,92 -3,97 84,99 2,73 6 0 0,39

ZIP 412,94 3,68 -3,89 76,71 8,37 5 1 0,78

SN38 392,41 2,03 -3,77 99,96 4,50 7 2 0,87

SIM 418,57 4,46 -4,75 72,83 0,67 5 1 0,58

BET 442,73 6,72 -6,3 40,46 -12,93 2 2 0,24

B1 5268 7,69 -7,12 52,60 -20,49 4 0 0,11

B2 484,76 7,20 -6,71 46,53 -24,08 3 1 0,21

Wartosci zaznaczone pogrubiong czcionka odbiegaja od reguly pigciu Lipinskiego. Oznaczenia skrotow
wykorzystanych w Tab. 26: MW — masa molowa [g/mol], logP — wspotczynnik podziatu oktanol-woda, logS —
wspotczynnik rozpuszczalno$ci, TPSA — topologiczne pole powierzchni polarnej [A?], DL — lekopodobiefistwo,
HBA/HBD - liczba akceptorow/donoréw wigzania wodorowego, DS — wynik leku (ang. drug score),
T - potencjalne niekorzystne dziatania leku (I — dziatanie draznigce, R — dziatanie na procesy reprodukcyjne, M —

dzialanie mutagenne).

Analiza wtasciwosci fizykochemicznych i farmakologicznych badanych zwiazkow za pomoca
programu OSIRIS wykazata, ze wszystkie leki antypsychotyczne i przeciwdepresyjne spetniaja

,regute pieciu” (Tab. 26) Cechuja si¢ one dobrg absorpcja 1 zdolnoscig do przenikania blon
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biologicznych. Wszystkie badane zwiazki sg silnie lipofilowe, warto$¢ logP jest nizsza od 3
jedynie dla QTP i SN-38. Z kolei BET 1 jej obie pochodne tamig co najmniej jedng z ,,regut
pigciu”, przez co ich parametry lekopodobienstwa (DL) posiadajg ujemne wartosci. Dodatkowo
sg one silnie lipofilowe, co wynika z ich wysokiej wartosci logP. Zwiazki te mogg wiec by¢
zatrzymywane w tkance tluszczowej oraz by¢ absorbowane w btonie komoérkowej. Pochodna
B1 lamie dwa kryteria, co oznacza, ze jej wlasciwosci w matym stopniu pokrywaja si¢ z
wystepujacymi komercyjnie lekami. Wiekszo$¢ badanych zwigzkow jest nierozpuszczalnych
badz stabo rozpuszczalnych w wodzie, o czym $wiadcza wartosci logS znajdujace si¢ w
zakresie -4 do -2. Zwiazki o logS nizszym od -4 okresla si¢ jako nierozpuszczalne.?!' Analog
kamptomecyny, SN-38 znany ze swoich wlasciwos$ci przeciwnowotworowych charakteryzuje
staba hydrofilowos¢ jak 1 lipofilowo$¢, co za tym idzie Zle rozpuszcza si¢ w powszechnie
stosowanych rozpuszczalnikach 1 charakteryzuje si¢ stabym przenikaniem przez btlony
komorkowe. Posiada on réwniez najwyzszg warto$¢ TPSA, co réwniez przemawia za jego
gorsza zdolnoscig do przenikania barier biologicznych.?'? Wszystkie pozostale zwigzki
posiadaja korzystng wartos¢ TPSA, swiadczacej o dobrej absorpcji i zdolnos$ci do przenikania
bton biologicznych. Dla wigkszosci lekow przeciwdepresyjnych wartos¢ TPSA miescita si¢ w
zakresie 6-85 A2, podczas gdy warto$ci ponizej 60-70 A% oznaczaja, ze zwiazek moze przenikaé
bariere krew- mozg.?!° Potencjalny negatywny wptyw na procesy reprodukcyjne wykazaty leki
przeciwdepresyjne pierwszej generacji bedace antagonistami receptorow dopaminowych: PFA,
PCZ, FLU, TFP, FLP, THX i IMP. Prawdopodobne wtasciwosci mutagenne wykazaty FLU i
TFP, natomiast draznigce —QTP, LUR oraz BI.
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Tab. 27. Deskryptory molekularne uzyskane za pomocg programu Titan.

Zwigzek Erowo Fuwo Eg [eV] u [D] H [eV]
[eV] [eV]
KLZ -8,42 -0,49 7,92 3,57 0,145
QTP -8,2 -0,46 7,75 3,21 0,142
oLz -8,19 -0,45 7,73 2,86 0,142
IMP -8,57 0,36 8,93 0,96 0,164
LOR -9,18 -0,28 8,9 3,84 0,164
PFA -7,56 -0,29 7,27 3,18 0,133
FLU -7,79 -0,63 7,16 4,87 0,131
PCZ -7,53 -0,26 7,27 1,93 0,133
TFP -7,96 -0,6 7,36 5,12 0,135
FLP -8,22 -0,67 7,54 3,6 0,139
THX -8,26 -0,89 7,37 6,63 0,135
RIS -8,8 -0,55 8,24 4,00 0,151
LUR -8,15 -0,27 7,87 2,88 0,145
ZIP -8,27 -0,37 7,89 2,93 0,145
SN-38 -8,74 -1,28 7,46 6,86 0,137
SIM -8,94 0,28 9,23 4,11 0,169
BET -9,6 1,23 10,83 1,84 0,199
Bl -9,73 1,11 10,84 4,4 0,199
Bl -9,58 1,19 10,77 1,6 0,198

Enomo- energia najwyzszego zajetego orbitalu molekularnego [eV], Erumo- energia najnizszego nicobsadzonego
orbitalu molekularnego [eV], E.— przerwa energetyczna [eV], u- moment dipolowy [D], H- twardo§¢ chemiczna

[eV].

Oprogramowanie  Titan postuzylo do okreSlenia  deskryptorow  molekularnych
charakteryzujacych badane czasteczki, a co za tym idzie, przewidzenia ich wlasciwosci
fizykochemicznych. Otrzymane parametry przedstawiono w Tab. 27. Polarno$¢ zwigzkow
opisywana jest przez ich momenty dipolowe (n). Warto$ci uzyskane za pomocg programu Titan
dla badanych zwigzkéw $wiadczg o polarnosci ich wigzan i asymetrycznej strukturze, przy
czym najwyzsza warto$¢ posiadat THX oraz SN-38 (ponad 6 D). Najnizszy moment dipolowy
posiadata IMP (0,96 D), w zwiazku z tym czasteczka ta posiada wigksza symetri¢ i mniejszg

126



polarno$¢. Przerwa energetyczna (Eg) definiowana jest jako rdznica energii pomiedzy
najwyzszym obsadzonym orbitalem molekularnym (Enomo; ang. highest occupied molecular
orbital), a najnizszym nieobsadzonym orbitalem molekularnym (ErLumo; ang. lowest
unoccupied molecular orbital). Parametr ten posrednio okresla reaktywno$¢ zwigzku. Wartosci
E, badanych zwigzkoéw miescily si¢ w przedziale 7-11 eV, przy czym najwyzszymi warto$ciami
tego parametru (ponad 10 eV) charakteryzowaty si¢ badane terpeny: BET, B1 oraz B2. Wysoka
warto$¢ Eg $wiadczy o matej zdolnosci tych zwigzkéw do wchodzenia w reakcje chemiczng z
innymi molekulami oraz o ich wysokiej stabilnosci kinetycznej. Najwieksza reaktywnoscig z
badanych zwiazkow charakteryzowata si¢ FLU, przyjmujac warto$¢ przerwy energetycznej
7,16 eV. Twardo$¢ chemiczna (H), bedaca wyznacznikiem reaktywno$ci i stabilno$ci
czasteczek wskazuje na ich odporno$¢ na polaryzacje chmury elektronowej.>'* Najwyzsze
warto$ci uzyskano ponownie dla BET, B1 oraz B2, co oznacza, ze charakteryzuje je najwigksza
twardo$¢ chemiczna oraz najmniejsza reaktywnos$¢ z wszystkich badanych zwigzkow.

Najnizsza warto$¢ twardo$ci zanotowano dla PFA, PCZ oraz FLU (0,13 eV).
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Tab. 28. Wspotczynniki przepuszczalnosci clogPr oraz energii swobodnej wigzania (AG) z
btong lipidowa zbudowang z DOPC obliczone za pomocg programu PerMM w modelowych

btonach sztucznych i naturalnych.

clogPr
zwigzek 3¢ dla DOPC
[kcal/mol] BLM BBB Caco-2 PAVPA PM
DS

KLZ -3,87 0,05 -2,88 -3,47 1,18 -1,84
QTP -4,52 -2,34 3,72 -4,08 -3,39 -3,77
oLz -3,64 0,10 -2,86 -3,45 -1,13 -1,80
IMP -5,34 2,71 -1,94 -2,79 1,27 0,31
LOR -5,70 0,59 -2,69 -3,33 -0,68 -1,40
PFA -4,27 2,11 -3,64 -4,02 -3,18 -3,59
FLU -4,26 2,71 -3,85 -4,17 -3,73 -4,07
PCZ -3,82 -0,02 -2,90 -3,49 1,25 -1,90
TFP -3,82 -0,09 -2,92 -3,5 -1,31 -1,95
FLP 5,43 -0,82 3,18 -3,69 -1,99 -2,55
THX -3,79 -2,59 -3,81 -4,14 3,61 -3,97
RIS -5,12 0,99 -2,55 -3,23 -0,32 -1,08
LUR -4,86 -0,06 -2,92 -3,50 -1,29 -1,93
ZIP -4,51 2,27 -3,70 -4,06 3,32 -3,72
SN38 -3,28 -5,38 -4,79 -4,86 -6,20 -6,24
SIM -7,52 2,29 -2,09 -2,89 0,89 -0,02
BET -6,90 3,90 1,52 -2,48 2,37 1,28
B1 -10,10 6,18 -0,72 -1,90 4,47 3,12
B2 7,64 4,21 1,41 -2,40 2,66 1,53

AG - energia swobodna wigzania z blong zbudowang z DOPC [kcal/mol], clogPr — wspdtczynnik
przepuszczalno$ci dla modelowych blon: BLM (czarne blony lipidowe), BBB (bariera krew-mozg), Caco-2

(komorki nabtonka jelitowego), Pampa DS. (sztuczna membrana na bazie lecytyny) oraz PM (btona komorkowa).

Do wyznaczenia parametrow decydujacych o oddziatywaniu badanych zwigzkéw z blonami
lipidowymi oraz ich przenikaniu przez dwuwarstwy lipidowe wykorzystano program PerMM

(Tab. 28). Wyznaczone wartosci energii swobodnej wigzania z btong lipidowa zbudowang z
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DOPC dla badanych zwigzkéw wykazaly, ze zwiazki te wigzg si¢ z btong z energia wigzania
mieszczacy si¢ w przedziale od -3 do -5 kcal/mol. Jedynie dla SIM, BET i jej pochodnych dla
ktérych warto$ci te miescity si¢ w przedziale -6 do -11 kcal/mol. Otrzymane warto$ci
przemawiajg za korzystnym energetycznie oddzialywaniem zwigzkéw z dwuwarstwa lipidowa
zbudowang z DOPC, przy czym najwigksza tatwoscig w przekraczaniu tej blony wykazaty SIM,
BET i jej pochodne. Warto$ci wspotczynnika przepuszczalnos$ci dla bariery krew-mozg (BBB)
uzyskane w programie PerMM dla wszystkich zwigzkow z wyjatkiem SN-38 posiadaty
wartosci wigksze od wartosci progowej: -4,35 co oznacza, ze mogg one posiada¢ zdolnos¢ do
przenikania tej bariery i oddziatywa¢ na uktad nerwowy (jesli nie stanowig substratow dla
biatek transportowych).?!'* Najnizsze wartosci clogPr otrzymano dla modelu naturalnej blony
komorkowej Caco-2 (komorki nablonka jelitowego). Gorsza przepuszczalno$¢ w tym modelu
niz w modelu ptaskiej czarnej blony lipidowej BLM (ang. black lipid membranes) moze by¢
spowodowana obecnos$cig cholesterolu i sfingomieliny w modelu naturalnej btony. W modelu
PAMPA DS réwniez zaobserwowano nizsze warto$ci wspotczynnika przepuszczalno$ci niz dla
btony BLM, co zwigzane moze by¢ z wigksza gruboscia i bogatszym sktadem lipidowym tego
uktadu modelowego. Podobnie prezentuja si¢ wyniki dla btony komoérkowej PM (ang. plasma
membrane), ktore sg nizsze wzgledem BLM dla wszystkich badanych zwigzkoéw. Nizsza
przepuszczalnos¢ dla bton naturalnych i bardziej ztozonych ma zwigzek z ich budowa, w
szczegblnosci z obecnosciag cholesterolu i sfingomieliny, ktorych obecnos¢ powoduje spadek
wartos$ci clogPr. Najsilniejszg interakcje z modelowymi btonami zastosowanymi w programie
PerMM wykazata pochodna B1, ktora posiadata najwyzsze wspotczynniki przepuszczalnosci

dla wszystkich modeli blonowych oraz najnizszg energi¢ swobodng wigzania.

3.13. Wplyw betuliny i jej pochodnych na termotropowe whasciwosci blony

lipidowej

Oddzialywanie wigkszos$ci lekow z btonami lipidowymi jest do$¢ dobrze poznane i byto
przedmiotem wielu prac w przesztoéci,?!>?'® dlatego w niniejszej pracy ograniczyliémy si¢ do
przeprowadzenia eksperymentow jedynie dla nowo zsyntezowanych zwigzkéw. W celu
okreslenia oddziatywania BET 1 jej pochodnych Bl oraz B2 na termotropowe wlasciwosci
dwuwarstwy lipidowej postuzono si¢ metoda skaningowej kalorymetrii r6znicowej (DSC). Do
badan wykorzystano dwa fosfolipidy DMPC oraz DPPC, ro6znigce si¢ dlugoscig tancuchow
acylowych. Badanych zwigzkow uzyto w roznych stosunkach molowych zwigzek:lipid, w celu
szczegdlowego okreslenia ich wptywu na parametry gldwnej przemiany fazowej fosfolipidow.

Uzyskane termogramy przedstawiono na Rys. 31A-C (dla DPPC) oraz Rys.32A-C (dla
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DMPC), za$ obliczone parametry gtownej przemiany fazowej zamieszczono odpowiednio w

Tab. 29 oraz Tab. 30. Analiza termogramow pozwolita na okreslenie wptywu terpendéw na

nastepujace parametry przemiany fazowe;j:

= Ty - temperaturg gtownego przejscia fazowego [°C],

= AH - zmiang entalpii gtdownego przejscia fazowego [kJ/mol],

= Tip- szerokos¢ potdwkowaq piku gtownego przejscia fazowego [°C].

Dla czystych fosfolipidow w termogramach obserwujemy dwa charakterystyczne piki,

odpowiadajagce dwom przemianom fazowym: przedprzejsciu oraz gltownemu przejsciu

fazowemu. Dla DPPC pojawiaja si¢ one odpowiednio w temperaturze 35 141°C, za$ dla DMPC

w 141 23°C.
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Efekt endotermiczny -

B2

Temperatura [°C]

DPPC
ot /L 0,02
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Rys. 31. Przyktadowe termogramy otrzymane dla DPPC oraz mieszanin DPPC z BET (A), B1

(B) lub B2 (C) w zastosowanych stosunkach molowych zwigzek:DPPC. Wykresy zostaty

znormalizowane wzglgdem jednakowej ilosci lipidu w probcee. Liczby na wykresie okreslaja

stosunki molowe leku do lipidu.

Tab. 29. Parametry gldwnej przemiany fazowej dla DPPC oraz mieszanin zwiazek:DPPC w

roznych stosunkach molowych.

Stosunek
Zwiazek molowy Twm [°C] AH [kJ/mol] T12[°C]
zwigzek:DPPC

DPPC 0 39,30+£0,24 36,50 £ 0,00 0,521 £ 0,05
0,02 38,15+0,14* 27,90 + 1,48* 0,597 +0,11

BET 0,04 38,44 +0,12* 13,66 + 3,21* 0,626 + 0,09*
0,06 38,27 £ 0,15* 18,52 + 3,00* 0,645 +0,11*

0,08 38,03+0,27* 13,39 + 3,42%* 0,709 +0,03*

0,02 38,84 +0,25* 54,31 +11,77 0,707 £0,07*

B1 0,04 38,74+0,11* 33,49+£9,10 0,847 +0,15*
0,06 38,69 +0,19* 26,91 + 8,09* 0,759 +0,14*

0,08 38,92 +0,43* 40,53 +7,38 0,767 £ 0,20*

0,02 38,42 +0,20* 26,46 + 6,22* 0,820+ 0,14*

B2 0,04 37,42 +0,16* 26,38 £ 5,93* 1,332 £ 0,20%*
0,06 37,28 +0,18* 20,03 +6,53* 2,208 £ 0,62*

0,08 37,02+0,17* 11,25 + 3,64* 1,456 +0,24*
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Twm - temperatura glownego przejscia fazowego [°C], AH - entalpia glownego przejscia fazowego [kJ/mol],
Tin - szeroko$¢ potowkowa piku glownego przejécia fazowego [°C]. Istotng zmiang badanych prob wzgledem

samego lipidu oznaczono: * (p <0,05).

W dwuwarstwach utworzonych z DPPC wszystkie badane terpenoidy spowodowaty zanik
przedprzejs$cia juz przy najnizszych zastosowanych st¢zeniach. Wraz ze wzrostem st¢zenia
badanych zwigzkow obserwowano takze przesunigcie Tm w kierunku nizszych warto$ci wraz
z poszerzeniem piku gtownej przemiany fazowej. BET oraz B2 powodowaly rowniez obnizenie

zmiany entalpii przejscia fazowego, podczas gdy dla pochodnej B1 efekt ten byt niewielki.

Najwigkszy wptyw na parametry przemiany fazowej DPPC miat zwigzek B2. Zaobserwowano
tu najsilniejsze obnizenie temperatury gldéwnej przemiany fazowej (o ponad 2°C) i zmiany
entalpii (o ponad 25 kJ/mol) przy najwyzszym zastosowanym stosunku molowym B2:DPPC.
Szerokos¢ potowkowa dla B2 posiadata najwyzsze wartosci sposréd badanych zwigzkéw, co

$wiadczy o niskiej kooperatywnosci przejscia w obecnosci tej pochodne;.
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Rys. 32. Przyktadowe termogramy otrzymane dla DMPC oraz mieszanin DMPC z BET (A),

B1 (B) lub B2 (C) w zastosowanych stosunkach molowych zwigzek: DMPC. Wykresy zostaly

znormalizowane wzglgdem jednakowej ilosci lipidu w probcee. Liczby na wykresie okreslaja

stosunki molowe leku do lipidu.
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Tab. 30. Parametry gtownej przemiany fazowej dla DMPC oraz mieszanin zwigzek:DMPC w

zastosowanych stosunkach molowych.

Stosunek
Zwigzek molowy Twm [°C] AH [kJ/mol] T12[°C]
zwigzek:DMPC

DMPC 0 23,00+£0,21 26,00 +£0,00 0,526 £ 0,03
0,02 20,64 £ 0,26* 18,96 + 2,71* 0,733 +£0,07*
BET 0,04 20,18 £ 0,25* 7,83 +1,97* 0,808 +£0,19*
0,06 20,80 £ 0,34* 12,05 +1,02* 0,535+ 0,05
0,08 20,37 £0,23* 16,69 + 1,43* 0,706 +0,02*
0,02 22,43 +0,21*% 19,32 +3,14* 0,589 + 0,03*
B1 0,04 22,02 £0,32* 18,42 + 3,57* 0,921 +0,13*
0,06 22,02 £0,27* 20,31 +4,71* 1,614 +0,67*
0,08 22,46 £ 0,24* 17,42 +2,93* 1,111 +0,18*
0,02 22,33 £0,23* 29,19 +1,58 0,889 +0,08*
B2 0,04 21,65 +0,20* 17,12 + 2,05* 1,083 + 0,05*
0,06 20,99 £+ 0,15* 7,47 £1,25%* 1,393 +0,15*

0,08 nd nd nd

Twm - temperatura glownego przejscia fazowego [°C], AH - entalpia glownego przejscia fazowego [kJ/mol],
Tix - szeroko$¢ potowkowa piku gtéwnego przejscia fazowego [°C], nd — nie udato si¢ okresli¢. Istotng zmiane

badanych prob wzgledem samego lipidu oznaczono: * (p <0,05).

W przypadku fosfolipidu o krétszym tancuchu acylowym — DMPC, dodanie badanych
zwigzkow rowniez zmniejszyto warto$ci Tm oraz spowodowato zanik przedprzej$cia fazowego.
Zmiany obserwowane dla dwuwarstw utworzonych z DMPC byty silniejsze niz dla DPPC.
Najwyzszy wptyw na temperatur¢ glownej przemiany fazowej posiadaly BET oraz B2. W
najwyzszych stezeniach tych zwigzkdéw zaobserwowano zmniejszenie jej wartosci o ponad 2°C.
Zwiazek B2 powodowat rowniez najwigkszy spadek wartosci zmiany entalpii, przy stosunku
molowym B2:DMPC 0,06 wynosita ona 7,46 kJ/mol, natomiast przy najwyzszym badanym
stezeniu B2 otrzymane termogramy byty zbyt znieksztalcone by okresli¢ parametry przemiany
fazowej. Z kolei dziatanie BET byto dwufazowe. Najwicksze zmiany wartosci AH, Tm oraz T2
zaobserwowano przy stosunku molowym BET:DMPC 0,04, przy wyzszych st¢zeniach BET
zakres zmian malal dla wszystkich badanych parametrow. W przypadku pochodnej Bl nie

zaobserwowano istotnej zmiany w Twm oraz AH w stosunku do czystego DMPC. Z kolei,
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pochodne B1 oraz B2 w porownaniu do BET wywieraty wiekszy wplyw na kooperatywnos¢

przemiany fazowej, o czym $wiadcza zanotowane dla nich wartosci T12 wynoszace ponad 1
°C

Badania uzyskane za pomocg metody mikrokalorymetrii wykazaty, ze najwigkszy wplyw na
parametry gltownej przemiany fazowej fosfolipidow DMPC i DPPC posiadata pochodna
betuliny B2. BET w wigkszym stopniu wptywata na zmiang parametrow dwuwarstwy lipidowe;j
zbudowanej z DMPC niz DPPC. Z kolei pochodna B1 miata najmniejszy wplyw na badane

parametry.

3.14. Spektrofluorymetria

Metoda spektroskopii fluorescencyjnej zostata wykorzystana w celu zbadania wptywu BET 1
jej pochodnych na uporzadkowanie blony liposoméw zbudowanych z DPPC, a takze proby
przyblizonego okreslenia ich lokalizacji w blonie. W tym celu wykorzystano sondy

fluorescencyjne wbudowujace si¢ w rozne regiony btony lipidowej: DPH, TMA-DPH oraz

Laurdan.

3.14.1. Anizotropia DPH

Za pomocg znacznika fluorescencyjnego DPH sprawdzono wptyw badanych zwigzkéw BET,
B1 1 B2 na zmiany w ptynnosci dwuwarstwy lipidowej zbudowanej z DPPC. Znacznik DPH
posiada charakter hydrofobowy oraz lokuje si¢ w hydrofobowym rejonie btony lipidowej,
ustawiajac sie rownolegle do tancuchéw acylowych lipidu.?!” Zmiana anizotropii DPH

$wiadczy o oddziatywaniu badanego modulatora z hydrofobowymi cze$ciami btony lipidowe;.
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Rys. 33. Zmiany anizotropii fluorescencji DPH dla BET (A), B1 (B) oraz B2 (C) w zaleznosci
od stezenia w dwoch temperaturach: 22 1 50°C. Wyniki istotne statystycznie wzgledem kontroli

nietraktowanej zwigzkiem oznaczono: * (dla p <0,05).

BET spowodowata niewielki wzrost anizotropii DPH w temperaturze ponizej temperatury
gléwnego przejscia fazowego badanego lipidu. Z kolei w temperaturze powyzej Twm
zaobserwowano niewielki spadek anizotropii DPH (Rys. 33A). B1, podobnie jak BET
powodowata lekki wzrost anizotropii fluorescencji znacznika DPH w temperaturze 22°C, a w
temperaturze 50°C zaobserwowano obnizenie anizotropii (Rys. 33B). Ponadto zakres
obserwowanych zmian byt wigkszy dla Bl niz dla BET. Pochodna B2 nie wptyngta na

anizotropi¢ DPH w badanych warunkach.
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3.14.2. Anizotropia TMA-DPH

Uzycie kolejnego znacznika lipidowego: TMA-DPH pozwolito na poréwnanie wptywu
badanych zwigzkéw na nieco plytsze rejony btony lipidowej. Sonda ta umiejscawia si¢ w
rejonie polarnych glowek lipidow, dzieki hydrofilowej grupie aminowe;j.?!” Zmiana anizotropii
fluorescencji TMA-DPH $wiadczy¢ wige moze o oddziatywaniu zwigzku z polarnym rejonem

btony lipidowe;.
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Rys. 34. Zmiany anizotropii fluorescencji TMA-DPH dla BET (A), B1 (B) oraz B2 (C) w
zalezno$ci od stezenia w dwoch temperaturach: 22 i 50°C. Wyniki istotne statystycznie

wzgledem kontroli nietraktowanej zwigzkiem oznaczono: * (dla p < 0,05)

Zaréwno BET jak i Bl nie spowodowaty istotnych zmian w anizotropii fluorescencji
TMA-DPH w blonie lipidowej znajdujacej si¢ w stanie ciektokrystalicznym oraz stanie zelu
(Rys. 34A,B). Z kolei pochodna B2 w wyzszych stezeniach powodowata wzrost anizotropii

tego znacznika w lipidzie w stanie ciektokrystalicznym (Rys. 34C).

Wyniki uzyskane dla obu znacznikow wykazaly, ze zarowno BET jak i B1 wplywaty na
anizotropi¢ fluorescencji DPH, nie wptywajac znaczaco na TMA-DPH. Odwrotne dziatanie
zaobserwowano w przypadku pochodnej B2: wigkszy wplyw miala ona na anizotropig
fluorescencji TMA-DPH przy braku wptywu na DPH. Wnioskowa¢ wigc mozna, ze pochodne

te roznig si¢ lokalizacjg w dwuwarstwie lipidowej, oddziatujac z odmiennymi jej regionami.

3.14.3. Polaryzacja uogélniona Laurdanu

Badanie zmian wartos$ci polaryzacji uogélnionej (GP, ang. generalized polarization) znacznika
fluorescencyjnego Laurdanu umozliwito okreslenie wptywu badanych zwiazkow na przejscie
fazowe dwuwarstwy lipidowej utworzonej z DPPC. Fluorofor Laurdanu lokalizuje si¢ na
wysokosci glicerolowego szkieletu czasteczek fosfolipidu, podczas gdy hydrofobowy tancuch
kotwiczy czasteczke znacznika w rejonie hydrofobowym dwuwarstwy. Poniewaz wtasciwosci
spektralne Laurdanu silnie zaleza od stanu fazowego btony, analiza GP w funkcji temperatury
pozwala na §ledzenie wptywu badanego zwigzku na parametry gtownego przejscia fazowego

fosfolipidu.?!®
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Rys. 35. Zaleznos$¢ polaryzacji uogoélnionej Laurdanu od temperatury dla BET, Bl oraz B2.
Dhugos¢ fali wzbudzenia wynosita 390 nm. St¢zenie sondy wynosito 1 pM, a stezenie uzytych
zwigzkow 25 uM.

W poréwnaniu do liposoméw utworzonych z DPPC, wartos¢ uogélnionej polaryzacji Laurdanu
w liposomach potraktowanych BET i1 Bl byla wyzsza w temperaturach ponizej przejscia
fazowego, natomiast powyzej temperatury topnienia obserwowano spadek tej wartosci. Moze

to $wiadczy¢ o tym, ze BET oraz B1 zmienialy uporzadkowanie btony znajdujacej si¢ zarowno
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w fazie zelowej, jak 1 cieklokrystalicznej. Te dwa zwiazki wplynety takze na redukcje
temperatury gldwnej przemiany fazowej DPPC. Pochodna B2 nie wykazata znaczacego wpltyw
na warto$ci GP Laurdanu w badanym zakresie temperatur, co sugeruje jej niewielki wptyw na

rejony dwuwarstwy z DPPC, w ktorych lokalizuje si¢ badany znacznik fluorescencyjny.

4. Dyskusja
Regularne zazywanie lekéw przeciwpsychotycznych wywotuje wiele skutkow ubocznych, w
tym wzrost masy ciala, zwigkszone ryzyko cukrzycy oraz chorob kardiologicznych.
Przypuszcza si¢, ze te niepozadane zdarzenia zwigzane sa ze zdolnoscig tych lekow do
zakldcania produkcji kwasow ttuszczowych i Chol w komorkach.?!%?% Zaburzenia w iloci i
rozmieszczeniu Chol oraz w powigzanych z tratwami lipidowymi komorkowych szlakach
sygnatowych wystepuja rowniez w komodrkach nowotworowych. Badania wykonane w pracy
mialy na celu sprawdzenie, czy leki z grupy lekdow przeciwpsychotycznych oraz
przeciwdepresyjnych majg zdolno$¢ do hamowania proliferacji komorek linii RJIG oraz czy
dziatanie to jest skorelowane z ich zdolno$cig do zaburzania w nich homeostazy Chol.
Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkéw sprawdzono na liniach komoérkowych RJG: HT29,
HT29/Dx oraz COLO205. Komorki RJIG wybrano jako uklad modelowy, poniewaz w
nowotworach jelita grubego obserwuje si¢ wysoka akumulacje Chol w komorkach, a takze
wysokie stezenie catkowitego Chol oraz lipoprotein LDL we krwi.*>**1%° Dodatkowo badania
populacyjne wskazuja, ze dieta wysokotluszczowa 1 otylo$¢ sg czynnikami istotnie

zwiekszajacymi ryzyko wystapienia RJG.*3#!

Wickszos¢ badanych lekow wykazalo si¢ $rednig toksyczno$cig wobec linit HT29 1 HT29/Dx,
a wyznaczone dla nich wartosci ICsp miescily si¢ w zakresie od 7 do 100 pM. Brak
cytotoksycznosci wobec komoérek linii HT29 1 HT29/Dx wykazaty tylko dwa leki
przeciwpsychotyczne drugiej generacji: zyprazydon (ZIP) oraz rysperydon (RIS), dla ktoérych
wartosci ICso wynosity ponad 150 pM. Niska toksycznos¢ wykazaly tez olanzapina (OLZ),
kwetiapina (QTP) oraz lurazydon (LUR), réwniez zaliczajace si¢ do atypowych lekow
przeciwpsychotycznych. Z kolei inny lek atypowy, klozapina (KLZ) posiadat $rednig
aktywno$¢ cytotoksyczng zardwno wobec komorek linii HT29, jak i HT29/Dx. Leki
przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, w tym pochodne fenotiazyny wykazaty wigksza
cytotoksyczno$¢ wzgledem linii komérkowych HT29 1 HT29/Dx niz leki drugiej generacji.
Wsréd pochodnych fenotiazyny najnizsze wartosci ICso (ok. 10 uM) wykazaty perfenazyna
(PFA), prochlorperazyna (PCZ) oraz flufenazyna (FLU). Nieco stabszg toksycznos$cia

charakteryzowala si¢ trifluoperazyna (TFP), w jej przypadku z kolei zaobserwowano silniejsze

140



dziatanie wobec komorek linii opornej HT29/Dx niz wrazliwej HT29 Rowniez pochodne
tioksantenu okazaty sie¢ silnie cytotoksyczne wobec komoérek RIG, przy czym wyzsza
toksyczno$¢ wykazat tiotiksen (THX) niz flupentyksol (FLP). Jesli chodzi o badany lek
przeciwdepresyjny — imipramine¢ (IMP), to wykazata ona niskg aktywnos$¢ cytotoksyczng
wobec linii komérkowej HT29 oraz HT29/Dx. Zgodnie z oczekiwaniem, toksyczno$¢
badanych lekow przeciwpsychotycznych wzgledem uzytych linii komérkowych RJG byla
znacznie slabsza w poréwnaniu ze stosowanym w leczeniu RJG lekiem — SN-38. Co ciekawe,
rowniez zwigzki wybrane przeze mnie jako modulatory biosyntezy Chol — lek simwastatyna
(SIM) oraz zwigzek pochodzenia naturalnego, betulina (BET) — wykazaly znaczacg aktywnos¢
cytotoksyczng wobec komorek linii HT29 oraz HT29/Dx. Warto$¢ parametru ICso tych
zwigzkow wobec linii HT29 oscylowata w okolicach 30 uM, natomiast w przypadku linii

opornej w okolicach 50 uM.

Stosowanie SN-38 w leczeniu pacjentéw chorych na RJG niesie za sobg wiele efektow
ubocznych, dodatkowo powigzane jest z powstawaniem lekoopornosci (MDR). SN-38
zwigkszat ekspresj¢ gendw kodujacych biatka odpowiedzialne za opornos$¢, tj. MRP1, MRP2,
MRP3, MRP4 oraz BCRP w linii komorkowej raka piersi.??!**2 Leki przeciwpsychotyczne i
antydepresyjne moga by¢ obiecujacymi kandydatami na modulatory opornosci wielolekowe;j
wystepujace] w wielu rodzajach nowotworow. Wykazano, ze zmniejszaja one ekspresj¢ genu
MDRI poprzez hamowanie szlakow sygnalowych regulujacych jego transkrypcje, a takze
posiadaja zdolno$¢ do zaburzania aktywno$ci mitochondriéw, odpowiedzialnych za produkcje
ATP, niezbednego do dziatania transporteréow ABC.?** Wiele badan in vitro i in vivo wykazato,
ze leki przeciwpsychotyczne sg inhibitorami lub substratami P-gp. Fenotiazyny, w tym TFP,
wykazaty zdolno$¢ do wigzania si¢ z miejscem substratowym biatka P-gp w badaniach in vitro,
a ich dzialanie potrafito doprowadzi¢ do uwrazliwiania komérek nowotworowych na dziatanie
chemioterapeutykéw.??* Inng mozliwa hipoteza thumaczaca zdolno$¢ fenotiazyn do redukcji
MDR w komoérkach nowotworowych jest ich silne oddzialywanie z blong komoérkowsa, co moze
pociaggnag¢ za soba zmian¢ jej przepuszczalnosci oraz zaburzanie dziatania bialek
blonowych.?2°226 Wysoka cytotoksyczno$¢ wobec komorek RIG zaobserwowano szczegolnie
w przypadku lekow przeciwpsychotycznych pierwszej generacji. Mniejsza aktywno$¢
cytotoksyczna lekow atypowych moze wynikac ich wyzszej specyficznosci wobec receptorow
dopaminowych oraz mniejszej sile dzialania niz lekéw pierwszej generacji, co przyczynia si¢

do ich nizszej toksycznosci.
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Do badan na kolejnej linii nowotworowej RJG (COLO205) wybrano 6 zwigzkéw, w tym: dwa
leki przeciwpsychotyczne drugiej generacji: RIS oraz KLZ, trzy leki nalezace do pierwszej
generacji: FLU, TFP 1 FLP oraz jeden lek przeciwdepresyjny — IMP. Dodatkowo zbadano
aktywnos$¢ BET 1 jej pochodnych. Badania na linii komérkowej COLO205 wykazaty, ze
najbardziej toksycznymi zwigzkami wobec tych komorek byta pochodna Bl oraz TFP.
Wyznaczone dla nich ICso byto mniejsze od 5 pM. Wysoka toksyczno§¢ wykazaty réwniez
pozostate badane leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji. Podobnie jak dla linii HT29
najmniej toksyczny okazal si¢ RIS. W przypadku BET i jej pochodnych Bl i B2,
zaobserwowano duze roznice w ich toksycznosci wobec komorek linii COLO205. B1, w ktore;j
wymieniono obie grupy hydroksylowe BET na grupy acetylowe, posiadala najwyzsza
cytotoksycznos¢ sposréd wszystkich badanych zwiazkéw (ICso ponizej 2 puM). Druga
pochodna z wymieniong jedng grupg hydroksylowa miata prawie dwukrotnie wyzsza warto$¢

ICs0 od BET 1 wykazata stabg aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec linit COLO205.

Cytotoksyczno$¢ badanych zwigzkoéw wobec komorek linii COLO205 byta na ogoét nieco
wicksza niz wobec komorek linii HT29. Zwiazki, ktore wykazaty zblizong aktywnos¢
cytotoksyczng wobec obu linii nowotworowych RJG to KLZ, FLU, FLP, SIM i1 BET.
Najwigksza roznice zaobserwowano dla TFP, ktorej wartos¢ 1Cso w linii COLO205 byta 4 razy
nizsza niz dla linii HT29. Rowniez IMP wykazata wyzsza toksycznos¢ wobec komorek linii
COLO205. Roznice we wrazliwosci na badane zwigzki moga wynika¢ z innej morfologii i
podtypu molekularnego wybranych linii RJG. Zastosowane linie nowotworowe roéznig si¢
swoim pochodzeniem, linia HT29 zostata pozyskana bezposrednio z guza, natomiast linia
COLO205 z komoérek oderwanych od guza, wyizolowanych z ptynu otrzewnowego. Ze
wzgledu na cechy morfologiczne komorki HT29 mozna okresli¢ jako komorki typu
nabtonkowego, ktore charakteryzuje tworzenie $cistych warstw wynikajacych z oddziatywan
mi¢dzykomorkowych oraz brak sktonnosci do migracji. Komorki linii COLO205 naleza do
typu mezenchymalnego, w ktérym komorki mniej $cisle do siebie przylegaja oraz posiadajg
zdolnos¢ do migracji pojedynczych komorek. Linie te r6éznig si¢ rowniez klasyfikacja do
podtypow molekularnych CMS. Linia HT29 sklasyfikowana zostata jako model in vitro
podtypu CMS3 (metaboliczny), natomiast linia COLO205 jako CMS1 (immunologiczny).*”-?28
Posiadajg natomiast taki sam fenotyp metylatorowy wysp CpG (CIMP), dla ktorego
charakterystyczna jest zwiekszona metylacja wysp CpG.??* Klasyfikacja Duke’a moéwiaca o
zaawansowaniu raka jelita grubego wskazuje na klas¢ C dla linii HT29 (guz naciekajacy i

posiadajacy przerzuty w wezlach chlonnych), za§ dla linii COLO205 na wyzsze
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zaawansowanie, o czym $wiadczy jej zakwalifikowanie do klasy D (przerzuty odlegte).?*
Wymienione wyzej roznice pomiedzy uzytymi modelowymi liniami komérkowymi RJG moga

wyjasnia¢ wieksza toksycznos¢ zwigzkéw wzgledem linii COLO205 niz HT29.

Istotng cechg lekow jest selektywnos$¢, mowiaca o tym, w jakim stopniu oddziatuja one na cel
terapeutyczny. Leki nieselektywne wptywaja na wiele r6znych tkanek i narzagdoéw, co powoduje
wystepowanie dziatan niepozadanych. W terapii przeciwnowotworowej istotne jest wiec, aby
przyszty lek byl selektywny wobec komorek nowotworowych, a nie wptywal znaczaco na
komorki zdrowe. Dlatego tez zbadano toksyczno$¢ wybranych zwigzkow wobec komorek
nienowotworowych. Wykorzystano w tym celu lini¢ NHDF (fibroblasty) oraz lini¢ komorkowa
nabtonka jelita grubego — FHC. Wszystkie zwigzki wykazaty istotnie mniejsza cytotoksycznosé¢
wobec komorek normalnych w poréwnaniu z komérkami nowotworowymi. W przypadku linii
NHDF leki przeciwpsychotyczne i przeciwdepresyjne posiadaly ICso wyzsze od 100 pM, przy
czym najmniej cytotoksyczny byl RIS oraz TFP. Nieco wigksza cytotoksycznos¢
zaobserwowano wobec komorek linii FHC. W celu pordwnania réznicy w cytotoksyczno$ci
lekéw wobec linii nowotworowych a normalnych zastosowano indeks selektywnos$ci (SI).
Analiza ta wykazata, ze badane leki przeciwpsychotyczne wykazywaty selektywnos$¢ wobec
komorek rakowych. Najbardziej selektywne okazaty si¢ FLU, RIS oraz TFP wzgledem linii
COLO205. Byty one ponad 10-krotnie bardziej toksyczne wobec komorek linii nowotworowej
COLO205 niz wobec komorek normalnych linii FHC oraz NHDF. Wyniki te wskazuja na duzy
potencjat tych zwigzkow w potencjalnym wykorzystaniu ich w terapii przeciwnowotworowe;j
oraz szansy jej wigkszego bezpieczenstwa i efektywnosci. Selektywne dziatanie cytotoksyczne
lekow przeciwpsychotycznych wzgledem komoérek nowotworowych zaobserwowano réwniez
w innych modelach komérkowych.!*"142 Zanotowano je m. in. dla haloperidolu, OLZ, RIS i

rezerpiny,'*! a takze dla pochodnych fenotiazyny.'#?

Poniewaz, jak wspomniano we wstepie, leki z grupy lekow przeciwpsychotycznych posiadaja
zdolno$¢ zaburzania homeostazy Chol 1 kwaséw thuszczowych, postanowiono sprawdzié, czy
potaczenie ich z modulatorami szlaku biosyntezy Chol, takimi jak SIM 1 BET, wptynie na ich
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa. W doswiadczeniach SIM i BET uzyte zostaly w stezeniu
5 uM, w ktérym obserwowano ich niskg toksycznos¢ wobec linii HT29 oraz HT29/Dx (bliska
wartosci ICio). W przypadku linit COLO205, wartos¢ ICio dla SIM byta nieco nizsza.
Wigkszos¢ badanych lekow nie wykazata znacznego wzrostu cytotoksycznosci w potaczeniu z
SIM. Istotny spadek wartos$ci stezenia hamujacego wzrost komorek o 50% wobec linii

komoérkowej HT29 oraz HT29/Dx wykazaty jedynie IMP, TFP oraz FLP. Dalsza analiza ich
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oddziatywania z SIM potwierdzita mozliwy synergizm dziatania tych trzech lekéw wobec linii
HT29 oraz HT29/Dx. Natomiast analiza oddziatywania IMP, TFP i FLP w polaczeniu z SIM
wobec linii COLO205 przyniosta odmienne wyniki. IMP oraz FLP w potaczeniu z SIM
zachowywaly si¢ addytywnie, Z kolei TFP w niskich stg¢zeniach wykazywata antagonizm
wobec SIM, natomiast w wysokich stezeniach leku jego oddziatywanie z SIM bylo
synergistyczne. W przypadku KLZ oraz FLU w obecnos$ci SIM nie zaobserwowano istotnej
statystycznie zmiany warto$ci ICso dla linii komdorkowej HT29 oraz HT29/Dx. Wartos$ci
indeksu kombinacji wskazujg na efekt addytywny dziatania FLU oraz KLZ wobec tych linii,
bez wyraznej synergii ani antagonizmu z SIM. Zwigzki te odmiennie zachowywaly si¢ w linii
komoérkowej COLO205, gdzie zaobserwowano synergi¢ dziatania zaréwno KLZ, jak i FLU z
SIM, w szczegolnosci w wysokich stgzeniach lekéw. RIS we wszystkich badanych liniach
wykazal antagonistyczne dzialanie z SIM, o czym $wiadczg zaréwno zwigkszone wartosci
stezenia ICso, jak 1 obliczone indeksy kombinacji. Efekt antagonistyczny najstabiej widoczny
byt w linii COLO205. W uzyskanych wynikach uwagg zwraca fakt, ze obserwowany efekt
pofaczenia danego leku w duzym stopniu zalezal od uzytej linii komoérkowej, a takze od
stezenia leku. Istnieje niewiele doniesien w ktorych badano synergie lekow
przeciwpsychotycznych 1 przeciwdepresyjnych z innymi lekami w celu zbadania ich dziatania
wzgledem komodrek nowotworowych. Badania wykonane wcze$niej naszym zespole wykazaty,
ze policykliczne zwigzki chemiczne z grupy oksykamow, flawonoidow oraz fenotiazyn w
potaczeniu ze statynami (simwastatyna, mewastatyna) przejawialy wyzsza aktywnos$¢
antyproliferacyjng 1 proapoptotyczng wzgledem komorek linii RJG LoVo oraz opornej na
doksorubicyne linii LoVo/Dx.!7%293204 Ponadto dziatanie synergiczne tych zwigzkow
spowodowato  redukcje opornosci komoérek LoVo/Dx. Synergic w  dziataniu
antynowotworowym zaobserwowano takze dla potaczenia statyn ze zwigzkami pochodzenia

231-233

naturalnego oraz lekami przeciwzapalnymi.**?% Statyny byly réwniez badane w

pofaczeniu ze standardowymi lekami przeciwnowotworowymi. I tak na przyktad lowastatyna
wzmacniata dziatanie doksurubicyny w komorkach raka jajnika oraz mysiego czerniaka,?*%¥’

fluwastatyna podnosita efektywnos$¢ lekow stosowanych w leczeniu biataczki, raka piersi i
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jajnika, a SIM wykazywata synergi¢ z lenalidomidem w komorkach szpiczaka.
Ostatnie badania przeprowadzone na linii komorkowej RJG dowiodly takze istnienia synergii
dziatania  przeciwnowotworowego  pomiedzy SIM a nowoczesnymi  lekami
przeciwnowotworowymi z grupy inhibitorow kinaz tyrozynowych.?*?> Wydaje sie, ze
przeciwnowotworowa aktywno$¢ statyn oraz ich zdolno$¢ do potegowania aktywnosci

klasycznych cytostatykow jest §cisle zwigzana z ich wptywem na syntez¢ Chol. Warita e/ al. w
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swoich badaniach obejmujacych linie komoérkowe raka piersi, jajnika, jelita grubego, prostaty,
mobzgu oraz czerniaka wykazali, ze ich wrazliwos$¢ na dziatanie atorwastatyny byta pozytywnie
skorelowana z wielkos$cig redukcji wewnatrzkomoérkowego poziomu Chol wywotanego przez
statyne.?* Inhibicja reduktazy HMG-CoA przez statyny, oprocz zmniejszenia biosyntezy Chol,
pociaga za sobg rowniez zmniejszenie wytwarzania wielu waznych zwigzkéw posrednich, np.
mewalonianu. Skutkuje to obnizeniem poziomu st¢zenia izoprenoidow,, ktore odpowiadajg za
prenylacje wielu bialek sygnatowych (w tym biatek G oraz Ras).®! To z kolei powoduje
zakldcenie waznych proceséw komorkowych, takich jak wzrost, roznicowanie, czy apoptoza.®!
W kontekscie mechanizmu antyproliferacyjnego dziatania statyn, interesujace sg wyniki
doswiadczen przeprowadzonych przez Yanga et al. w liniach komérkowych RJIG.>** Autorzy
dowiedli, ze dodatek zarowno skwalenu, jak i mewalonianu zapobiegaty obnizeniu poziomu
Chol w komorkach nowotworowych wywotanemu przez atorwastatyne. Z kolei jedynie
mewalonian, redukowat wplyw statyny na wzrost komorek, co mogloby sugerowac, ze to brak

tego wlasnie zwigzku stanowi podstawe mechanizmu przeciwnowotworowego dzialania statyn.

Badania aktywnosci cytotoksycznej lekow w kombinacji z innym modulatorem biosyntezy
Chol — betuling, wykazaly w wigkszo$ci dziatanie addytywne lub antagonistyczne. KLZ oraz
FLP w skojarzeniu z BET wykazaty mniejszg cytotoksycznos¢ wzgledem linii HT29 oraz
HT29/Dx. Zarowno wartosci CI uzyskane dla obu tych linii, jak i okoto dwukrotny wzrost
wartosci ICso, wskazujg na efekt antagonistyczny dziatania kombinacji KLL.Z oraz FLP z BET.
Warto zaznaczy¢, ze efekt antagonistyczny potaczenia FLP z BET w liniach komérkowych
HT29 oraz HT29/Dx zanikal przy najwyzszych zastosowanych st¢zeniach FLP. Polaczenie
KLZ z BET w linii COLO205 réwniez wykazalo efekt antagonistyczny, byt on jednak znacznie
stabszy. Odmienne wyniki uzyskano dla kombinacji FLP 1 BET w trzeciej badanej linii RJG —
COLO205, gdzie kombinacja zwigzkéw nie spowodowata duzych zmian w wartosci ICso, a
wartosci CI wskazuja na efekt addytywny. W przypadku FLU w niskich ste¢zeniach
obserwowano efekt antagonistyczny w potaczeniu z BET wobec linii HT29, HT29/Dx oraz
COLO205, natomiast w wyzszych stezeniach efekt addytywny. Potaczenie tej fenotiazyny z
BET nie wptyngto znaczaco na zmiang warto$ci ICso we wszystkich badanych liniach
nowotworowych. Co istotne, FLU stosowana sama, jak i z terpenem wykazala wysoka
aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec badanych linii RJG. IMP w obu badanych liniach
komorkowych w potaczeniu z BET zachowywatla si¢ addytywnie. Z kolei RIS posiadat niska
aktywno$¢ wobec badanych linii komdérkowych RJG, przy czym w liniach HT29 i HT29/Dx

dodanie do niego BET spowodowato lekki wzrost przezywalnosci komorek, co przemawia za
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antagonistycznym efektem kombinacji zwigzkow. Ten lek atypowy wykazal natomiast
synergistyczne dziatanie w potaczeniu z BET w linii COLO205 w szczeg6lnosci w nizszych
stezeniach RIS. Kombinacja ta spowodowata duzy spadek wartosci ICio oraz 1Cas, przy
wyzszych stezeniach RIS efekt ten jednak zanikat. Potaczenie tych zwigzkéw nie powodowato
jednak istotnych zmian w badanych liniach RJG, poniewaz RIS sam jak i w kombinacji z BET
posiadal niska aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii nowotworowych RJG. Zupeinie
odmiennie niz wyzej wymienione leki, zachowywata si¢ TFP. Ta pochodna fenotiazyny jako
jedyna wykazata synergi¢ dziatania w polaczeniu z BET w liniach komorkowych RJG.
Zaobserwowano w nich wyrazny spadek wartosci ICso po dodaniu BET, najwyzszy dla linii
HT29 — gdzie warto$¢ ta spadta o potowg. W nizszych stezeniach TFP byla bardziej toksyczna
od kombinacji TFP z BET, natomiast w wyzszych stezeniach obserwowano wigksza aktywnos¢
cytotoksyczng kombinacji. TFP wykazata si¢ wysoka toksycznos$cig wobec badanych linii RIG
oraz wykazata synergi¢ dziatania z BET. Uzyskane wyniki badania oddzialywania lekow
przeciwpsychotycznych 1 przeciwdepresyjnych oraz BET wobec linii komoérkowych RIG
zalezaly zar6wno od ich stezenia, jak i uzytej linii komorkowej. Istnieje niewiele doniesien na
temat aktywnosci przeciwnowotworowej BET w potaczeniu z innymi zwigzkami. Preinkubacja
komorek raka watrobowokomoérkowego z BET zwigkszata ich wrazliwos¢ na sorafenib, co
zostato przez autoréw powiazane z inhibicja czynnika SREBP-1 przez BET.!% Z kolei komorki
biataczkowe Jurkat wykazywaty si¢ wigkszg wrazliwos$cia na BET w obecnosci Chol, co
sugeruje, ze cytotoksycznos¢ BET w jakis§ sposob zalezy od integralnos$ci i przepuszczalnosci
btony komoérkowej.'”> BET jest prekursorem kwasu betulinowego, ktorego dziatanie
biologiczne byto znacznie szerzej badane. Wykazano, ze zwigzek ten wykazywal si¢ synergia
dziatania przeciwnowotworowego zaréwno w potaczeniu z lekami,*2% jak i zwigzkami
pochodzenia naturalnego®’ w liniach komoérkowych pochodzacych z wielu rodzajow
nowotworow. Obserwowane interakcje pomiedzy kwasem betulinowym a lekiem roznity si¢ w
zalezno$ci od badanej linii komoérkowej. Kombinacja kwasu betulinowego z cisplatyng
wykazywata dziatanie synergistyczne w linii ptaskonablonkowego raka jezyka SCC25, za§ w

linii SCCY dzialanie antagonistyczne.?!

Dalsze badania nad lekami, ktore wykazaty synergi¢ dziatania z BET lub SIM, w tym analiza
ich wptywu na cykl komoérkowy, zdolno$¢ indukcji apoptozy oraz generowania reaktywnych
form tlenu (ROS) w linii HT29, pozwolity na zbadanie mechanizmu stojacego za dziataniem

przeciwnowotworowym kombinacji tych zwiazkéw. FLP, IMP oraz TFP wykazaty si¢ wysoka
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toksycznoscig wobec komorek linii HT29. Analiza cyklu komoérkowego wykazata, ze
wszystkie badane leki wyraznie zwigkszaly liczebno$¢ komoérek martwych w populacji w
poréwnaniu z komoérkami nietraktowanymi lekiem. Najsilniejsze zmiany wywolywala IMP,
nastepnie TFP, a najstabsze FLP. Z kolei, tylko w przypadku FLP dodanie SIM powodowato
zwickszenie liczebnosci komorek bedacych w fazie sub-Gl1 w porownaniu z lekiem
stosowanym pojedynczo. Traktowanie komorek linii HT29 lekami wyraznie podnosito réwniez
ilo§¢ komorek apoptotycznych, co potwierdzity takze mikroskopowe obserwacje komorek, w
trakcie ktorych dostrzezono zmiany morfologiczne, w tym mniejsza obj¢tos¢ komorek oraz

utrate adhezji.

Badane leki indukowaty proces apoptozy w komorkach linii HT29, o czym $wiadczy znaczny
wzrost populacji komérek w fazie wczesnej apoptozy po traktowaniu lekami. Zmiany w
liczebnosci populacji komoérek apoptotycznych najwigksze byty dla IMP i TFP, a nieco stabsze
dla FLP. Z kolei ani BET, ani SIM nie indukowaly apoptozy w komorkach linit HT29. W
przypadku IMP i1 TFP dodatkowe zastosowanie SIM lub BET nie spowodowalo zwigkszenia
liczebnosci populacji komoérek apoptotycznych, czyli silniejszej indukcji apoptozy w
poréwnaniu z lekami antypsychotycznymi zastosowanymi samodzielnie. Inaczej prezentowata
si¢ sytuacja dla FLP. W tym przypadku, zastosowanie go w kombinacji z SIM lub BET
skutkowato znacznym wzrostem ilo$ci komorek apoptotycznych 1 nekrotycznych w linii HT29.
Dodatkowo, wszystkie z badanych zwigzkéw posiadaty aktywnos$¢ prooksydacyjng w badane;j
linii RJG. Najsilniejszy wplyw na zdolno$¢ do generowania ROS miata SIM. BET i leki
antypsychotyczne stosowane samodzielnie nie wykazaly istotnej zdolnosci do generowania
ROS. Dodanie SIM do TFP 1 IMP zwigkszyto wzgledny poziom ROS, natomiast dodanie BET
nie wptynelo znaczaco na zdolnos¢ do generowania ROS przez badane leki w komorkach linii
HT29. W przypadku FLP, potaczenie go zarowno z SIM, jak i z BET nie zmienito istotnie
poziomu ROS. Otrzymane wyniki wykazuja, ze badane leki przeciwpsychotyczne moga
pobudza¢ procesy uszkadzajagce DNA w komorkach linii HT29 oraz prowadzi¢ do ich §mierci
w wyniku procesu apoptozy. Co ciekawe, wzmocnienie efektu proapoptotycznego wzgledem
leku stosowanego pojedynczo pod wpltywem kombinacji z SIM lub BET zaobserwowano
jedynie dla FLP. Czg$ciowo moze to by¢ wyjasnione, przez fakt, ze efekt toksyczny i
proapoptotyczny TFP oraz IMP stosowanych samodzielnie byt tak silny, ze jego ewentualne
dodatkowe wzmocnienie bylo juz nieobserwowalne za pomocg uzywanych metod. Uprzednio
zaobserwowano, ze obecno$¢ inhibitorow reduktazy HMG-CoA moze wplywac na dystrybucje

komorek nowotworowych w cyklu komoérkowym. Statyny w polaczeniu z innymi zwigzkami
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moga powodowaé zatrzymanie komoérek RJG w fazie GO/G1 cyklu.?***? Atowarstatyna
zastosowana ze zwigzkiem naturalnym, floretyna, wobec linii komorkowych RJG, wykazata
dziatanie synergistyczne w indukcji apoptozy, a takze zdolno$¢ do zatrzymania cyklu
komérkowego.?*? W grupie komorek traktowanych ta kombinacja, zaobserwowano silniejsza
indukcje¢ apoptozy niz dla zwigzkoéw zastosowanych osobno oraz znaczny wzrost komoérek
znajdujacych si¢ w fazie S. Kombinacja zwigzkéw zatrzymywala komorki w punkcie G2/M,
co wynikato z obnizonej aktywnosci kinazy cdc2. Z kolei potaczenie pochodnych fenotiazyny
z SIM powodowato zmniejszenie ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2, zwigkszenie
ekspresji proapoptotycznego biatka Bax oraz wzrost aktywnos$ci kaspazy-3 w komorkach
RJG.2* Proapoptotyczny efekt kombinacji zwigzkéw byt silniejszy w poréwnaniu z
zastosowaniem pojedynczych substancji, a dodatkowo zaobserwowano synergi¢ w ich

dziataniu cytotoksycznym wobec komoérek nowotworowych.

Nastepnym etapem badan byto sprawdzenie wptywu badanych lekéw na poziom ekspresji
dwoéch genow bedacych pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego SREBP: HMGCR 1 LDLR.
Dos$wiadczenia przeprowadzono na liniach komorkowych HT29 oraz HT29/Dx. Zmiany w
poziomie ekspresji genéw pod wplywem lekow przeciwpsychotycznych zaobserwowane w tej
pierwszej byty zdecydowanie wigksze niz w komodrkach liniit HT29/Dx. Moze to §wiadczy¢ o
tym, ze komorki oporne na doksorubicyng, ze wzgledu na aktywne w nich transportery
wielolekowe, maja zdolno$¢ do ograniczenia wnikania lekow do komorek 1 — tym samym —
ograniczenia ich wplywu na poziom ekspresji genow. Wplyw badanych lekéw
przeciwpsychotycznych na poziom ekspresji gendéw lipogennych w duzym stopniu zalezat od
czasu inkubacji komoérek ze zwigzkami. KLZ zwigkszata poziom ekspresji genu HMGCR, w
komorkach linii HT29 zar6wno po 24, jak 1 po 48 godz. inkubacji. FLU zwigkszata ekspresj¢
genu HMGCR po krotszym czasie inkubacji, natomiast nie wptywata na zmiang¢ ekspresji po
dluzszym czasie stosowania. W przypadku IMP, TFP i FLP hodowla komorek linii HT29 w
obecnosci tych lekéw przez 24 godz. spowodowata niewielki wzrost ekspresji tego genu,
natomiast po 48 godz. nastepowat albo spadek ekspresji (TFP, FLP) lub powr6t poziomu
ekspresji do wartosci obserwowanych w komorkach HT29 nietraktowanych lekiem (IMP).
Wptyw badanych lekdw na poziom ekspresji genu LDLR widoczny byt tylko w krotszym czasie
inkubacji, gdzie KLZ, FLU, TFP i FLP zwigkszaty ekspresj¢, a IMP i1 RIS nie miaty na nig
wplywu. Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze KLZ oraz wszystkie leki, w
przypadku ktorych zaobserwowano synergie dziatania z SIM, wplywaty na ekspresje badanych

genéw lipogennych. Jest to w zgodzie z poprzednio publikowanymi wynikami. W badaniu na
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komorkach glejaka, KLZ uzyta w podobnym stezeniu i po 24-godzinnym czasie inkubacji,
wykazata podobng zdolno$¢ do zwigkszania ekspresji genu HMGCR (wzgledny poziom

155 jak zaobserwowano w niniejszej pracy dla linii komérkowej RIG —

ekspresji wynosit 1,8),
HT29 (wzgledny poziom ekspresji ok. 1,5). Rowniez inne leki przeciwpsychotyczne
indukowaty wzrost ekspresji gendéw HMGCR 1 LDLR, wtasciwosci takie stwierdzono m. in. dla
pimozydu i haloperidolu,'!%¢ a takze KLZ i RIS.?** Ekspresja genu LDLR, stymulowana byta
rowniez w obecnosci TFP oraz IMP;** ten ostatni lek podwyzszat rowniez ekspresje genu
HMGCS]I, kodujacego syntaze HMG-CoA.!>? Zauwazy¢ nalezy, ze otrzymane przez nas
poziomy wzrostu ekspresji gendéw zaangazowanych w metabolizm Chol s3 nieco nizsze niz
podawane w literaturze dla tych samych lekéw, ponadto nie zaobserwowaliSmy aktywnosci
RIS. Wydaje si¢, ze — poza réznicami wynikajacymi z uzycia innych linii komérkowych —moze
mie¢ to zwigzek z doborem parametrow do$wiadczenia, a szczegdlnie czasu inkubacji ze
zwigzkami. W wielu pracach najsilniejsze wzrosty ekspresji obserwowano w czasie do 10
godzin inkubacji z lekiem, pozniej efekt ten zanikat lub nawet ekspresja badanych genow
ulegata obnizeniu.!*>?*>23¢ Prawdopodobne wiec jest, Ze zastosowanie krotszego czasu
inkubacji pozwoliloby na obserwacje¢ silniejszych zmian ekspresji genow lipogennych pod

wplywem badanych lekéw rowniez w komorkach RJIG.

Analiza ekspresji genéw wykonana w celu zbadania mechanizmu aktywnos$ci lekow
przeciwpsychotycznych ujawnita, ze leki te posiadajg wspdlng wlasciwosc, ktorg jest zdolnosée
do zaburzania biosyntezy kwasow ttuszczowych i Chol.'>* Oprécz zwiekszania ekspresji genow
zwigzanych z czynnikiem transkrypcyjnym SREBP, leki przeciwpsychotyczne nalezace do
grupy lekow atypowych, jak i typowych, hamowaty transport Chol przenoszonego za pomocg
lipoprotein do retikulum endoplazmatycznego (ER).!>® Zdolnoé¢ do zaburzania transportu Chol
LDL zostata wykazana m.in. dla IMP, TFP oraz KLZ.!'*"-*57 Zaobserwowano gromadzenie si¢
Chol zwigzanego z lipoproteinami wewnatrz komoérek ludzkich pochodzenia mézgowego 1
watrobowego, oraz zmniejszong estryfikacje Chol w ER. Ponadto amfifile nalezace do klasy II
(wg klasyfikacji zaproponowanej w pracy Langego i Stecka!*’) wykazaty zdolnosé do
zwiekszania aktywnosci reduktazy HMG-CoA,'*” Dodatkowo w pracy opublikowanej przez
Wiklunda et al. powigzano zdolno$¢ selektywnego hamowania przezywalnosci komorek
nowotworowych wzgledem komoérek normalnych z ich zdolnos$cig do regulacji homeostazy
Chol i modyfikacji wtasciwosci biofizycznych bton komorkowych.!*? Nalezy przy tym

podkresli¢, ze wptyw lekow przeciwpsychotycznych na ekspresj¢ gendw lipogennych jest silnie
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zwigzany z ich stezeniem w osoczu, a dawka potrzebna do zwigkszenia ekspresji genow jest

znacznie wicksza od stosowanych dawek terapeutycznych. !>

Biorac pod uwage opisane powyzej obserwacje, zbadano jak leki przeciwpsychotyczne
wptywaly na poziom wolnego (niezestryfikowanego) Chol w komoérkach RJG. Analiza ilo$ci
wolnego Chol za pomocg barwienia filiping, wykazata ze badane leki wptywatly na jego poziom
w komorkach linii HT29. Chol obserwowano giéwnie na powierzchni komorek, dodatkowo
rozmieszczony byt on rownomiernie w wiekszosci badanych przypadkow. Zgodnie z
oczekiwaniem, SIM powodowata znaczacy spadek intensywnosci fluorescencji pochodzacej z
traktowanych nig komorek HT29. Podobny wptyw statyn, w tym SIM, na poziom wolnego
Chol byl juz wczeéniej obserwowany.?>%?> Istotny wzrost poziomu wolnego Chol w
komorkach HT29 zaobserwowano po zastosowaniu KLZ. Stosowanie tego leku drugiej
generacji, powiazane jest ze zwigkszeniem poziomu glukozy, Chol i trojglicerydéw w osoczu
pacjentow, a co za tym idzie sprzyja wystapieniu u nich cukrzycy typu 2, hiperlipidemii oraz
agranulocytozy. W badaniu, w ktérym potaczono stosowanie KLLZ z flawonoidem pochodzenia
naturalnego — naringening, u szczur6w z indukowang psychoza zaobserwowano dzialanie
ochronne flawonoidu przed skutkami niepozadanymi tego leku przeciwpsychotycznego.?®
Kombinacja tych zwigzkéw spowodowata takze zmniejszenie poziomu Chol, trojglicerydow
oraz glukozy w osoczu, zmniejszajac prawdopodobienstwo wystgpienia hiperlipidemii
indukowanej przez KLZ w modelu zwierzgcym. Warto rowniez podkresli¢, ze KLZ jest
uznawana za jeden z najsilniejszych lekow przeciwpsychotycznych i — mimo wystgpowania
dziatah niepozadanych — dalej stosowana jest w terapii schizofrenii opornej na leczenie.
Podobnie w komorkach raka watroby inkubowanych z KLZ 1 haloperidolem zaobserwowano
zwickszong  akumulacje  Chol.?®'  Leki  przeciwpsychotyczne  zaklocaly  tez
wewnatrzkomoérkowy transport Chol, poprzez zmniejszenie jego estryfikacji. Dodatek zwigzku
polifenolowego, kurkuminy, zwigkszal sekrecj¢ Chol 1 jednocze$nie zmniejszat jego
akumulacje wewnatrz komorek raka watroby.?®! Akumulacja niezestryfikowanego Chol w
komorkach jest cechg charakterystyczng wielu choréb 1 moze wynika¢ z adaptacji komorek do
stresu oksydacyjnego. Dla BET, RIS i IMP nie zaobserwowano wptywu na poziom Chol w
komérkach HT29. Stoi to w kontrascie do badan Bala i Birda,?$? ktorzy wykazali zmniejszenie
ilosci kompleksow filipina-Chol w btonach neuronéw szczuréw, ktorym podawano IMP lub
mianseryne. Z drugiej strony, leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, FLU, TFP oraz
FLP, a takze pochodne betuliny B1 oraz B2, istotnie obnizaly poziom wolnego Chol w
komoérkach HT29. Warto podkresli¢, ze w przypadku TFP, FLP oraz Bl zaobserwowano
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nierownomierny rozktad fluorescencji filipiny. Wystgpowanie niejednorodnosci w
wybarwieniu na powierzchni komorek HT29, nasuwa przypuszczenie, ze w blonie komérkowe;j

moge pojawiac si¢ obszary wzbogacone w Chol.

W podsumowaniu czgsci pracy opartej na dos§wiadczeniach na komoérkach RJG, chciatabym
przedyskutowa¢ mozliwe mechanizmy, ktore mogg decydowaé o przeciwnowotworowym
dziataniu badanych lekow przeciwpsychotycznych, a w szczegdlnosci o wystepowaniu synergii
migdzy nimi a zwigzkami hamujacymi biosynteze Chol. Interesujace wyniki uzyskano
szczegollnie dla lekow przeciwpsychotycznych pierwszej generacji, ktore wykazaty sie¢ wysoka
cytotoksycznoscig wobec komorek nowotworowych. Przy tym cytotoksyczno$¢ badanych
zwigzkow byla na ogét wyzsza wzgledem linit COLO205 niz linii HT29 oraz HT29/Dx.
Ponadto, TFP oraz FLP wykazaly synergi¢ dziatania w polaczeniu z SIM. Efekt ten nie byl
widoczny dla FLU, dla ktdrej stabg synergi¢ z SIM obserwowano jedynie w linii komérkowe;j
COLO205 1 przy bardzo wysokich stgzeniach leku. Kolejnym lekiem wykazujacym
synergistyczne dziatanie w potaczeniu z SIM byla IMP. Z kolei kombinacja SIM 1 KLZ
charakteryzowata si¢ antagonizmem dziatania, podczas gdy RIS i SIM zachowywaty si¢
addytywnie. Gdy badane leki potaczono z BET, synergi¢ zaobserwowano jedynie dla TFP, dla
KLZ widoczny byt antagonizm, podczas gdy pozostate badane leki wykazywaty si¢ dzialaniem
addytywnym. Wida¢ wiec, ze potaczenie lekow przeciwpsychotycznych z SIM dawato wicksza
szans¢ na zaobserwowanie synergii dziatania przeciwnowotworowego niz w przypadku
kombinacji z BET. Wydaje si¢, ze za uzyskane obserwacje odpowiada¢ moze roéznica we
wplywie SIM i BET na poziom wolnego Chol w komoérkach nowotworowych. Statyna, w
stezeniach uzytych w doswiadczeniach nad kombinacjami lekow, w sposdb wyrazny obnizata
poziom Chol wewnatrz komorek, podczas gdy w przypadku BET nie obserwowano takiego
dziatania. Dodatkowo, wszystkie leki, dla ktérych wykazano synergie z SIM, same w sobie
takze obnizaty poziom wolnego Chol. Przypuszcza¢ wigc mozna, ze za cytotoksycznym
dziataniem TFP, FLU, FLP oraz prawdopodobnie Bl sta¢ moze mechanizm zwigzany z
pozbawieniem komorki odpowiedniej ilosci Chol, ktory stanowi jeden z najwazniejszych
sktadnikéw budulcowych bton komoérkowych. Ponadto TFP, FLP oraz Bl wplywatly na
rozmieszczenie Chol w blonie komorkowej, jak pozwala przypuszczaé analiza obrazow
komorek barwionych filiping. Interesujace byloby zatem zbadanie, czy pochodna Bl w
potaczeniu z SIM rowniez wykazywataby synergi¢ dzialania przeciwnowotworowego.
Pozwolitoby to potwierdzi¢ przypuszczenie o istotno$ci wpltywu zwigzku na poziom i

rozmieszczenie Chol w komdrce na prawdopodobienstwo pojawienia si¢ synergii dziatania ze
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statyng. Z drugiej strony, synergia z SIM byta obserwowana takze dla IMP, ktora nie wptywata
istotnie na poziom wolnego Chol w komorkach, co swiadczy o tym, ze w tym przypadku za
obserwowanym efektem musi sta¢ jaki$ inny mechanizm. W przypadku KLZ wykazano z kolei
dziatanie antagonistyczne w kombinacji zaréwno z SIM, jak i z BET. Jednocze$nie byt to
jedyny z badanych lekéw, ktory powodowat znaczgcy wzrost poziomu Chol komdrkach RJG.
Swiadczyé to moze, ze takze w tym przypadku wptyw leku na poziom tego waznego sterydu
decyduje o jego dzialaniu cytotoksycznym. Wydaje si¢, ze KLZ podnoszac poziom Chol
mogtaby chroni¢ komorki nowotworowe przed szkodliwym dziataniem SIM. Podsumowujac,
uzyskane wyniki wskazujg na istnienie — w badanej grupie lekdéw — powigzania pomigdzy
wplywem zwigzkéw na poziom Chol w komorce, a ich aktywnos$cig przeciwnowotworowa.
Zmniejszenie ilosci wolnego Chol w komodrkach moze modyfikowac zaréwno fizyczne (np.
ptynnos¢ i przepuszczalnosé), jak i funkcjonalne parametry btony komérkowej (np. aktywnos¢
biatek btonowych), w ten sposodb sprawiajac, ze komorki nowotworowe staja si¢ bardziej

podatne na toksyczne dziatanie lekow.

Poniewaz, wptyw badanych lekow na poziom Chol w komorce wydaje si¢ miec istotne
znaczenie dla ich aktywnoS$ci przeciwnowotworowej, nastepnym zagadnieniem podjetym w
niniejszej pracy bylo badanie oddziatywania lekow przeciwpsychotycznych z modelowymi
btonami lipidowymi o sktadzie powodujagcym pojawienie si¢ w nich mikrodomen. Uzycie
ogromnych jednowarstwowych liposoméw (GUV) o sktadzie DOPC:Chol:SM (1:1:1)
pozwolilo na bezposrednia mikroskopowa obserwacj¢ obszaro6w blony begdacych w fazie
ciektokrystalicznej nieuporzadkowanej (Lp; jasne obszary) oraz cieklokrystalicznej
uporzadkowanej (Lo; ciemne obszary). Uzyskane wyniki jasno pokazaty, ze wszystkie badane
zwigzki wplywaty na mikrodomeny. Wszystkie badane leki zmniejszaty pole powierzchni
pojedynczych domen, cho¢ tylko kilka z nich zmienialo istotnie liczb¢ domen obserwowanych
na powierzchni pojedynczego liposomu. Tylko BET i IMP zwigkszaly liczb¢ domen na
liposom, za$ FLU 1 LUR obnizaly j3. Analiza uzyskanych obrazéw mikroskopowych ujawnita,
ze mikrodomeny w GUVach formowanych w obecnosci lekow na ogot pozostawaty okragte,
ale w niektorych przypadkach badane zwigzki wplywaly takze na ich ksztatt. W szczegdlnosci
widoczne to byto dla KLZ, IMP, BET i LOR. Przypuszczalnym mechanizmem prowadzacym
do powstania niesferycznych domen, byta fuzja pojedynczych domen, prowadzaca do
powstania bardziej skomplikowanych ksztattow. To z kolei mogto by¢ spowodowane tendencja
niektorych lekow do ,,unikania” regiondw blony stanowigcych granice pomi¢dzy obszarami w

fazie Lp 1 Lo. Fuzja domen prowadzitaby wigc do redukcji catkowitej diugosci
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migdzyfazowych rejonéw granicznych w uktadzie. Ponadto niewykluczone jest, ze niektére
zwigzki powodujace powstanie niesferycznych domen mogly indukowa¢ pojawienie si¢ w
uktadzie obszaroOw blony w fazie statej (zelowej). Wsrod zwiazkow wplywajacych na ksztatt
domen byty: BET o strukturze czasteczki podobnej do Chol, a takze IMP, LOR 1 KLZ. Te trzy
leki zawierajg w czasteczkach hydrofobowy uktad pierscieni dibenzocykloheptenu. Wszystkie
beda wiec wykazywaty tendencje do silnego oddziatywania z hydrofobowa czgscia btony. Tego
typu oddziatywanie zostato uprzednio udokumentowane dla KLZ.2**** GUVYy stanowig bardzo
wygodny model do badania separacji faz w uktadach lipidowych. Pomimo to, sg stosunkowo
rzadko wykorzystywane do badania oddzialywania réznych zwigzkéw z blonami. Poza
pionierska pracg pochodzaca z naszego laboratorium,%” do tej pory GUVy byty uzyte jedynie
w badaniach nad flawonoidami®® oraz antybiotykami polienowymi.?®> W poprzedniej pracy
pokazalismy, ze pochodne fenotiazyny, a w szczegdlnosci TFP, silnie zwigkszaty liczbe domen
w GUVach od sktadzie DOPC:Chol:SM (1:1:1), zmniejszajac jednoczesénie ich powierzchnie.’
Wyciagnigto wniosek, ze leki z tej grupy preferencyjnie oddziatywaty z miedzyfazowym
rejonem granicznym (Lp/Lo) w blonach liposoméw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane leki
maja zdolnosci do oddzialywania z blonami zawierajacymi mikrodomeny lipidowe. Badania
na prostym uktadzie modelowym nie pozwalajg jednak na wyciggniecie wnioskow, co do
istotnosci oddziatywania lekéw z domenami lipidowymi dla ich aktywno$ci biologicznej, a w
szczegblnosci przeciwnowotworowej. Naturalnym kierunkiem kontynuacji opisanych w
niniejszej pracy badan jest przeprowadzenie do$§wiadczen nad oddzialywaniem badanych
lekéw z tratwami lipidowymi izolowanymi z komorek lub bezposrednio w blonach
komorkowych. Jest to zagadnienie o tyle ciekawe, ze tego typu badania w zasadzie nie byty do
tej pory prowadzone. Jedyne znane mi doniesienie, to praca Eisensamera et al., w ktorej
technikami immunochemicznymi potwierdzono, ze KLZ, FLU 1 haloperidol, ale nie RIS,

wiazaly sie z tratwami lipidowymi w komorkach nerwiaka zarodkowego.?%

Badania in silico zwigzkow badanych w pracy, wykonane zostaly w celu okreslenia ich
wlasciwosci fizykochemicznych oraz farmakologicznych. Wszystkie leki spetnialy kryteria
reguty Lipinskiego, a co za tym idzie charakteryzowaty si¢ dobrag absorpcja i zdolnoscig do
przenikania bton biologicznych, co sugeruje ich potencjalng biodostepnos¢ w przypadku
podania doustnego.?®2!% Obliczenia uzyskane w programie OSIRIS wskazaly rowniez na
mozliwe negatywne skutki stosowania lekow. Dziatania takie wykazaly gléwnie leki 1
generacji, w tym potencjalny negatywny wptyw na procesy reprodukcyjne w przypadku PFA,
PCZ, FLU, TFP, FLP, THX i IMP, a takze wtasciwo$ci mutagenne w przypadku FLU i TFP. Z
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kolei potencjalne wiasnosci draznigce posiadaty QTP, LUR i pochodna betuliny, B1. Mimo
spelnienia kryteriow dla lekéw stosowanych doustnie, leki przeciwpsychotyczne i
przeciwdepresyjne charakteryzuje wysoka lipofilowos$¢ i staba rozpuszczalnos¢ w wodzie.
Wiasciwoscei te sg m.in. powodem wystepowania skutkOw ubocznych ich stosowania oraz
zmniejszajg ich skuteczno$¢ terapeutyczng. Leki przeciwpsychotyczne 1 przeciwdepresyjne
posiadaty niskie warto$ci parametru TPSA, ktére wskazuja, ze posiadaja one zdolnos¢ do

przenikania bariery krew-mozg,?!°

istotnej z punktu ich przeznaczenia farmakologicznego.
Lipofilowos¢ jest waznym deskryptorem fizykochemicznym, ktory wptywa na transport
czasteczek przez blony biologiczne. Determinuje on procesy wchilaniania i dystrybucji
zwigzkow w organizmie. Leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji wykazywaty
generalnie wicksza lipofilowos¢ od lekéw drugiej generacji, znajduje to potwierdzenie réwniez
w innych pracach. Najwieksza lipofilowos¢ wsrod tych lekow wykazaty TFP oraz FLP (logP
w okolicach 5). Najmniejsza natomiast QTP oraz OLZ (logP w okolicach 3). Niska
rozpuszczalnos$¢ lekoéw w wodzie natomiast moze by¢ powodem gorszego wchtaniania leku
oraz jego transportu z miejsca podania do krwi. W tym przypadku lekiem
przeciwpsychotycznym o najgorszej rozpuszczalnosci w wodzie byta TFP, natomiast najlepiej
rozpuszczalnym okazata si¢ QTP — oba wyniki korelujg z ich lipofilowoscig — wysoka dla TFP
1 niskg dla QTP. Leki pierwszej generacji charakteryzuja si¢ takze nizszym wchianianiem
jelitowym niz leki drugiej generacji, ktore wykazuja wysoka rozpuszczalno$¢ i umiarkowang
lipofilnos¢.?” Typowe leki przeciwpsychotyczne, charakteryzuja sie silnym charakterem
lipofilnym oraz staba rozpuszczalnos$cia w wodzie, co odpowiada za ich ograniczong
przepuszczalno$¢ 1 wychwyt przez barier¢ krew-moézg. Leki te s3 rowniez szeroko
dystrybuowane do miejsc nieobjetych leczeniem tymi lekami, skutkujac ich powaznymi
skutkami niepozadanymi (zaburzenia ruchowe, przyrost masy ciata, zdarzenia sercowo-
naczyniowe). Typowe 1 atypowe leki przeciwpsychotyczne ulegajg rowniez metabolizmowi
pierwszego przejscia, co powoduje ich powolny poczatek dziatania oraz niskie wchlanianie po
podaniu doustnym. W celu zwigkszenia skutecznosci terapeutycznej oraz zmniejszenia
ogolnoustrojowych dziatan niepozadanych tych lekéw podejmowane s proby tworzenia

nanoemulsji by zwiekszy¢ ich biodostepnosé.?®8

SN38, lek przeciwnowotworowy bedacy analogiem kamptotecyny charakteryzuje si¢ stabg
hydrofilowoscia, jak i lipofilowos$cig, a co za tym idzie zle rozpuszcza si¢ w powszechnie
stosowanych rozpuszczalnikach oraz posiada niskie zdolno$ci do przenikania blon

komorkowych. Posiadal on najwyzsza wartos¢ TPSA, co takze przemawia za jego gorsza
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zdolnoscig do przenikania barier biologicznych od innych badanych lekow, a takze wiekszym
powinowactwem do glikoproteiny P.2!2 Wtasciwosci te ttumacza skutki uboczne SN-38, w tym
wysoka toksycznos¢, stad powstaly proby zamykania tego leku w liposomach w celu

zmniejszenia jego toksycznosci i zwiekszenia zdolnosci do przenikania bton komérkowych.?%

Leki antypsychotyczne oraz lek przeciwnowotworowy — SN38 o dobrze poznanym profilu
farmakologicznym i toksykologicznym postuzyty jako zestaw modelowy do poréwnania ich z
pochodnymi BET i sprawdzenia, czy moga one posiada¢ podobne witasciwosci. Najwyzsze
wartos$ci logP uzyskata BET 1 jej pochodne, co wskazuje na mozliwo$¢ stabej absorpcji tych
zwiazkow w jelitach oraz duze prawdopodobienstwo ich interakcji z wieloma biatkami.?”°
Pochodna B1 nie spetniata kryterium reguty pieciu, co moze oznacza¢ ze jej wlasciwosci w
malym stopniu pokrywaja si¢ z lekami dostgpnymi komercyjnie. Ujemne warto$ci
lekopodobienstwa posiadata takze BET 1 pochodna B2. Terpeny te posiadaty réowniez
najmniejsza reaktywnos¢, §wiadczacg o wysokiej stabilnosci kinetycznej 1 matej zdolnosci tych

zwigzkow do wchodzenia w reakcje chemiczng z innymi czgsteczkami.

Jezeli wezmiemy pod uwage, istnienie ewentualnych zaleznos$ci pomiedzy fizykochemicznymi
wlasciwosciami czgsteczek zwigzkow, a ich aktywnoscig cytotoksyczng, to otrzymane wyniki
nie pozwalaja na wyciagnigcie wigzacych wnioskdw. Zauwazono, ze wiele zwigzkow o
wysokiej aktywnosci antyproliferacyjnej posiadalo wysokie wartosci momentu dipolowego
oraz wartosci logP na ogot powyzej 4. Moze to sugerowacé, ze zarowno polarnos¢, jak i
lipofilowos¢ zwiazku, maja wptyw na jego aktywnos$¢ biologiczng. Z drugiej strony, nie
wykazano istnienia korelacji pomi¢dzy chemiczng reaktywno$cig zwigzku (wyrazong jako

réznica energii migdzy poziomami HOMO i LUMO), a jego aktywnoscia cytotoksyczng.

W celu sprawdzenia zdolno$ci badanych zwigzkow do przenikania dwuwarstwy lipidowej
uzyto programu PerMM. Wyznaczone energie wigzania z modelowymi btonami wskazujg na
korzystne energetycznie oddziatywanie badanych lekéw oraz BET 1 jej pochodnych z
dwuwarstwg zbudowang z DOPC. SIM, BET i jej pochodne wykazaty najwigksza zdolno$¢ do
przenikania tej bariery lipidowej. W przypadku bardziej skomplikowanego modelu
odwzorowujacego bariere krew-mozg (BBB), wartosci wspotczynnika przepuszcezalnosci dla
lekéw byty wyzsze od wartosci progowej -4,35; co oznacza, ze moga one przenikac t¢ bariere
i oddzialywaé na uktad nerwowy czlowieka.>'* Wynik taki spodziewany byt w przypadku
lekow  przeciwpsychotycznych 1 przeciwdepresyjnych. Co ciekawe, najwyzsza

przepuszczalnosciag w modelu BBB wykazala si¢ pochodna B1, przy czym BET i B2 posiadaty
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rowniez wysoka zdolno$¢ do jej przenikania — bliskie warto$ci otrzymanej dla IMP. Kolejny
model btony komorkowej nabtonka jelitowego (Caco-2) wykazat najnizsze warto$ci
wspotczynnika przepuszczalnosci, co zwigzane jest z wigksza ztozono$cia jego budowy, w tym
obecnoscig Chol 1 SM. Badane zwigzki wykazywaty tez wysoka zdolno$¢ do przenikania
modeli bton lipidowych o prostym sktadzie lipidowych, tj. BLM czy PAMPA DS. Zwiazkiem,
dla ktérego zaobserwowano najwyzsza zdolno$¢ do interakcji z modelowymi blonami, jest
pochodna B1, ktora wykazata najwyzsze warto$ci wspolczynnika przepuszczalnosci wobec
wszystkich badanych modeli bton komérkowych, zardéwno sztucznych, jak i naturalnych, oraz
posiadata najnizsza energi¢ swobodng wigzania z dwuwarstwg lipidowa. Podsumowujac mozna
stwierdzi¢, ze procesy zwigzane z oddziatywaniem z blonami lipidowymi moga by¢ wazne dla

aktywnosci biologicznej wszystkich badanych zwigzkéw, a w szczegdlnosci pochodnej B1.

Ze wzgledu na brak danych literaturowych na temat oddzialywania z blonami lipidowymi
pochodnych betuliny B1 1 B2, przeprowadzitam dodatkowo badania do$wiadczalne w celu
okreslenia wptywu tych zwigzkow na wihasciwosci dwuwarstw lipidowych metodg
mikrokalorymetrii oraz spektroskopii fluorescencyjnej. Dodatkowo, zbadatam wplyw BET,
jako zwiazku wyjSciowego do uzyskania obu pochodnych. Badania mikrokalorymetryczne
wykazaty, ze wszystkie badane terpeny wplywaly na termotropowe witasciwosci dwuwarstw
lipidowych zbudowanych z DMPC 1 DPPC. Dodatek tych zwigzkéw powodowal obnizenie
temperatury, zmniejszenie zmiany entalpii oraz zwickszenie szerokosci piku glownej
przemiany fazowej obu lipidow. Najwigkszy wplyw na badane parametry w tych modelowych
dwuwarstwach lipidowych wykazala pochodna B2, natomiast najstabszym modulatorem
okazala si¢ pochodna Bl. Zmiany tego typu uznaje si¢ za charakterystyczne dla zwigzkow
zaburzajacych obszar graniczny miedzy polarnym i apolarnym rejonem btony.?’! Zmiany
obserwowane w dwuwarstwach utworzonych z DMPC byty silniejsze niz dla DPPC. Wynika¢
to moze z faktu, ze DMPC posiada krotszy tancuch acylowy niz DPPC, a co za tym idzie,
stabsze oddziatywania miedzylancuchowe i mniej zwartg strukture dwuwarstwy niz DPPC, co
czyni bton¢ modelowa utworzong z DMPC bardziej podatng na wpltyw zwigzkow
wbudowujacych si¢ w nig. Interesujacym faktem jest dwufazowy efekt wywierany przez BET
obserwowany w dwuwarstwach zbudowanych z DMPC. Zwigzek ten mocno wptywat na
parametry przemiany fazowej blony az do stosunku molowego zwigzek:lipid 0,04, a nastepnie
— wraz ze zwigkszaniem zawartosci zwigzku — efekt ten ulegat ostabieniu Moze, to sugerowac

separacj¢ BET z dwuwarstwy lipidowej powyzej pewnego stosunku molowego.
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Spektroskopia fluorescencyjna jest technikg bardzo przydatng do badania oddziatywania
zwigzkow z btonami lipidowymi ze wzgledu na ogromny wybor znacznikow fluorescencyjnych
wigzacych si¢ z rdznymi rejonami btony. Badania z uzyciem znacznikéw fluorescencyjnych,
DPH 1 TMA-DPH wykazaty, ze BET 1 Bl stabo wptywaja na anizotropi¢ sondy DPH, nie
wplywajac w ogodle na anizotropi¢ znacznika TMA-DPH. Natomiast w przypadku B2
obserwowano odwrotng sytuacje. Sonda fluorescencyjna DPH lokuje si¢ w obszarze
hydrofobowych tancuchow fosfolipidow, natomiast sonda TMA-DPH w rejonach polarnych
gtowek w dwuwarstwie lipidowej.?!” Uzyskane wyniki $wiadczy¢ moga o odmienne;
lokalizacji pochodnych BET w btonie lipidowej. Prawdopodobnie lokalizacja btonowa B2 jest
ptytsza niz w przypadku BET i B1. Eksperymenty z uzyciem Laurdanu, znacznika lokujacego
si¢ w rejonie szkieletow glicerolowych dwuwarstwy, pokazaty, Ze polaryzacja uogélniona (GP)
tej sondy w liposomach z DPPC byta zmieniona w obecnosci BET 1 B1. Pochodna B2 natomiast
nie wptywata na wartosci GP Laurdanu, co oznacza ze zmieniata ona znaczaco witasciwosci
btony lipidowej z DPPC na wysokos$ci szkieletow glicerolowych. Zaréwno BET, jak i Bl
obnizaly temperatur¢ gldéwnej przemiany fazowej dla lipidu DPPC wyznaczang za pomoca
analizy GP Laurdanu. W dodatku oba zwigzki wptywaty na uporzadkowanie blony znajdujace;j
si¢ zarowno w fazie zelowej, jak i ciektokrystalicznej, przy czym wigksze zmiany obserwowane
byty dla fazy ciektokrystalicznej. Podobne wyniki dla BET oraz dla pentacyklicznych kwasow
triterpenowych uzyskano takze we wczesniejszych pracach.?’>?”® Badania, w ktérych za
pomocg DSC 1 spektroskopii fluorescencyjnej sprawdzano wplyw pentacyklicznych kwasow
triterpenowych pokazaty, ze wptywaly one zar6wno na obnizenie Tm 1 AH, przy czym wptyw
na GP Laudanu byl niewielki. Autorzy pracy zaobserwowali réwniez ograniczong zdolno$¢
tych terpendw do mieszania si¢ z btong, co mogto prowadzi¢ do separacji faz i micelaryzacji w
badanych dwuwarstwach lipidowych. Ponadto, dodatek Chol do DPPC silnie wplywal na
oddziatywanie badanych zwigzkéw z btong o mieszanym sktadzie, co doprowadzito autorow
do wniosku, ze zwiazki te moglyby zaburza¢ takze strukture tratw lipidowych w btonach
komorkowych. Do ciekawych wnioskow prowadzity takze symulacje wykonane metoda
dynamiki molekularnej, w ktorych zaobserwowano, ze kwas ursolowy w prostym modelu
zbudowanym z POPC lokalizuje si¢ w obszarze polarnych gléwek lipidowych, ustawiajac si¢
rownolegle do powierzchni blony, natomiast w uktadach modelowych bogatych w Chol 1 SM,
czasteczki tego zwigzku wbudowywaty si¢ glgboko w rejon hydrofobowy btony, przyjmujac
orientacje prostopadla do powierzchni blony.?’* Podsumowujac, wyniki otrzymane dla
pochodnej B1 dotyczace jej zdolnosci do przenikania bton lipidowych oraz wptywania na ich

parametry biofizyczne zar6wno w modelach do§wiadczalnych, jak i modelach symulacyjnych,
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wykazaty, ze posiada ona wyzsze zdolnosci do interakcji z btonami niz pochodna B2. Ta
réznica w oddziatywaniu z dwuwarstwg lipidowa moze stanowi¢ jedng z przyczyn znaczaco

r6znej aktywnosci antyproliferacyjnej pomi¢dzy badanymi pochodnymi BET.

5. Podsumowanie

Badania wykonane w niniejszej pracy wykazaly, ze prawie wszystkie sposrod badanych lekow
przeciwpsychotycznych posiadajg znaczng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec komorek
RJG linii HT29. Szczegolnie leki przeciwpsychotyczne pierwszej generacji, takie jak: PFA,
PCZ, FLU, TFP, THX oraz. FLP. Leki drugiej generacji wykazaly si¢ §rednig (KLZ) lub niska
(OLZ, QTP, LUR) cytotoksycznoscia wzgledem komodrek nowotworowych. ZIP i RIS
praktycznie nie byly cytotoksyczne. Takze lek przeciwdepresyjny, IMP, wykazywat si¢ niska
aktywnos$cig. Modulatory biosyntezy Chol — SIM i BET rowniez wykazywaty si¢ istotnym
dziataniem przeciwnowotworowym w badanej linii komodrkowej. Podobne wyniki uzyskano
dla innej linii komoérek RJG, COLO205, chociaz w tym typie komoérek odnotowywano z reguty
wyzszg cytotoksycznos$¢ badanych zwigzkow w poréwnaniu z linig HT29. W linii COLO205
przebadano takze dwie nowe pochodne BET, Bl oraz B2, demonstrujac, ze cytotoksycznosé
zwigzku B1 byla bardzo wysoka, podczas gdy réznigca si¢ od tej pochodnej jedng grupa
acetylowag B2 byta bardzo stabo aktywna.

Wstepne eksperymenty nad cytotoksycznoscig badanych lekow dla komoérek linit HT29 w
potaczeniu z SIM, pozwolily na wskazanie lekow, ktore potencjalnie moglyby wykazywac
synergi¢ dzialania z tym inhibitorem biosyntezy Chol. Dziatanie tego typu zidentyfikowano dla
TFP, FLP oraz IMP. Zwiazki te przebadano bardziej szczegétowo, dolaczajac do tej grupy
rowniez KLZ, RIS 1 FLU, jako przedstawicieli roéznych generacji lekéw

przeciwpsychotycznych, znacznie roznigcych si¢ strukturg czasteczek.

Badania nad cytotoksycznoscig tych lekdw wobec linii nienowotworowych jasno pokazaty, ze
wszystkie z nich odznaczaty si¢ selektywng cytotoksycznoscia wobec komorek
nowotworowych w pordéwnaniu z nienowotworowymi liniami nabtonka jelitowego oraz
fibroblastow. Dodatkowo, wszystkie badane leki, oprocz RIS, posiadaty zdolno$¢ do indukcji
ekspresji genow lipogennych. Sytuuje je to wiec w grupie zwigzkow, ktore moga wptywac na
homeostaze¢ Chol w komorkach nowotworowych, co z kolei moze przyczynia¢ si¢ do

wykazywania przez nie aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j.

W nastgpnym kroku przeprowadzono bardziej szczegoétowe badania nad cytotoksycznym

dzialaniem lekéw przeciwpsychotycznych stosowanych w potaczeniu ze zwigzkami
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hamujacymi biosyntez¢ Chol, SIM oraz BET. W przypadku uzycia kombinacji badanych lekow
z SIM wobec linii HT29 synergi¢ wykazaty jedynie TFP, IMP oraz FLP. Z kolei w obecno$ci
BET jedynie TFP wykazywatla silniejsze dzialanie cytotoksyczne niz zastosowana pojedynczo.
Dodatkowo pokazano, ze kombinacja FLP z SIM wywotuje silniejszy efekt proapoptotyczny
niz sam FLP, a dodanie SIM do TFP i IMP powoduje podwyzszong zdolno$¢ kombinacji lekow
do generowania ROS w komorkach nowotworowych. Wsrod lekow przeciwpsychotycznych
udato si¢ wigc zidentyfikowac trzy zwiazki, ktore w polaczeniu z SIM moglyby potencjalnie

znalez¢ zastosowanie jako silnie dziatajgce substancje przeciwnowotworowe.

Analiza poziomu wolnego (niezestryfikowanego) Chol w komorkach RJG udowodnita, ze
oprocz SIM, réwniez takie leki przeciwpsychotyczne jak FLU, TFP oraz FLP obnizaty poziom
tego steroidu w blonach. Nie miata takiej zdolnosci BET, w kontrascie do swoich pochodnych
B1 i B2. Ponadto w przypadku TFP, FLP oraz B1 zaobserwowano nieréwnomierny rozktad
fluorescencyjnie wybarwionego Chol na powierzchni komoérek HT29, co nasuwa
przypuszczenie, ze leki te mogg wptywac nie tylko na ilo$¢, ale tez na rozmieszczenie Chol w
btonie komoérkowej. Wydaje sie, ze obnizenie poziomu Chol w komorce przez leki moze
sprzyja¢ ich wtasciwo$ciom cytotoksycznym, a takze zwigkszac szans¢ na ich synergi¢ z innym
modulatorem poziomu Chol, a mianowicie SIM. Z kolei KLZ, ktora podnosita poziom Chol w
komorkach RJG, charakteryzowata si¢ antagonistycznym dziataniem przeciwnowotworowym

w potaczeniu z SIM.

Badania na ogromnych jednowarstwowych liposomach (GUV) o sktadzie lipidowym
DOPC:Chol:SM (1:1:1), powodujacym pojawienie si¢ w nich mikrodomen, dowiodly, ze
badane zwiazki wplywaja na zmniejszenie pola powierzchni domen lipidowych, a niektore z
nich takze na ich liczbg oraz ksztalt. Na liczb¢ domen najsilniej wptywaty TFP oraz IMP, za$
na ich ksztalt IMP oraz BET. Sugeruje to, ze zwiazki, dla ktorych obserwowano synergie
dziatania z SIM, wplywaja na mikrodomeny lipidowe zawierajace Chol w uktadach

modelowych i — przypuszczalnie — takze w komorkach.

W badanej grupie zwigzkow nie udato si¢ zidentyfikowa¢ jasnych zaleznos$ci pomig¢dzy
wlasciwosciami fizykochemicznymi czasteczek, a ich aktywnoscig cytotoksyczng. Wydaje sie,
ze zarébwno wysoka polarno$¢ oraz lipofilowos¢ moga sprzyjaé wysokiej aktywnosci
biologicznej. Zastosowanie modelowania do oceny zdolnosci badanych zwigzkow do
przenikania bton sugeruje, ze oddzialywanie z dwuwarstwa lipidowa moze by¢ wazne dla ich

aktywnosci.
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Dodatkowe, badania wptywu BET 1 jej pochodnych na modelowe btony fosfolipidowe
pokazaly, ze zwiazki te wplywaja na ich termotropowe wtasciwosci. Wyniki uzyskane za
pomoca spektrofluorymetrii wykazaty, ze BET 1 B1 oddzialuja z gl¢biej potozonymi rejonami
dwuwarstwy lipidowej niz pochodna B2. Modelowanie molekularne pokazato, ze pochodna
B1, posiadajagca najwyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowa wobec komorek RIG,
jednocze$nie najsilniej oddziatywata z blonami modelowymi. Sugeruje to, ze aktywno$¢
przeciwnowotworowa pochodnych BET moze by¢, do pewnego stopnia, zalezna od ich

zdolnosci do interakcji z blonami komorkowymi.

Podsumowujac, w pracy wykazano, ze wszystkie badane pod tym wzgledem leki
przeciwpsychotyczne wykazywaty si¢ selektywng cytotoksycznos$cia wzglegdem komorek
nowotworowych RJG. Zidentyfikowano trzy leki, ktére wykazuja synergi¢ dzialania
cytotoksycznego w kombinacji z inhibitorem biosyntezy Chol, SIM. Po raz pierwszy wykazano
tez wptyw lekdéw przeciwpsychotycznych na mikrodomeny lipidowe w uktadach modelowych

zawierajacych Chol i SM.
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6. Whnioski

Gltowne wnioski, wyciagniete na podstawie przeprowadzonych badan sg nastepujace:

e Leki przeciwpsychotyczne wykazuja si¢ selektywng cytotoksycznosciag wobec komorek
nowotworowych RJG.

e Wszystkie badane leki, oprocz jednego, indukuja ekspresje genéw lipogennych.

e Zidentyfikowano trzy leki (TFP, FLP, IMP), ktorych dziatanie cytotoksyczne
potegowane jest przez dodatek SIM. W przypadku TFP synergi¢ obserwowano réwniez
w potaczeniu z BET.

e SIM, a takze wigkszos¢ lekoéw wykazujacych synergi¢ dziatania z tym inhibitorem
biosyntezy Chol, obnizata poziom wolnego Chol w komoérkach. Przypuszczaé wigc
mozna, ze podstawg cytotoksycznego dziatania badanych lekow wobec komorek RJG,
a takze wystepowania synergii w polaczeniu z SIM, jest pozbawienie komorek
nowotworowych Chol, koniecznego do ich przezycia.

o Leki przeciwpsychotyczne silnie wplywaja na pole powierzchni, ksztatt i liczbe
mikrodomen lipidowych w uktadach modelowych.

e Analiza interakcji nowosyntezowanych pochodnych BET z dwuwarstwami lipidowymi
sugeruje, ze ich oddziatywanie z btonami moze mie¢ istotny wplyw na ich

zrdéznicowang aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec komorek nowotworowych RJG.
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