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1. WSTEP

1.1. Historia taksanéw jako lekow przeciwnowotworowych oraz metody ich
otrzymywania

Taksany, zwane réwniez taksoidami, nalezg do diterpendéw, pochodzacych z roslin

z rodzaju Taxus (cis) i s3 szeroko stosowane w leczeniu réinego rodzaju choréb

nowotworowych. Ich gtéwne dziatanie cytotoksyczne polega na hamowaniu podziatéw

komodrkowych poprzez stabilizacje i ochrone polimeru mikrotubul przed depolimeryzacja.

Mechanizm ten uniemozliwia uformowanie wrzeciona kariokinetycznego podczas podziatu

komorki i rozdzielenie chromatyd siostrzanych, blokujgc w ten sposéb mitoze.

Obecnie, w leczeniu onkologicznym, stosowane sg dwa taksany pierwszej generacji:
paklitaksel (PTX), znany tez jako Taxol® oraz docetaksel (DTX, znany tez jako Taxotere®)
(Wang i wsp., 2015). Pierwszy taksan (paklitaksel), zostat po raz pierwszy wyizolowany
z kory cisu krétkolistnego (Taxus brevifolia) w 1966 w ramach badan organizowanych przez
Narodowy Instytut Raka w USA (National Cancer Institute — NCI) (Wall i Wani, 1996).
W drugiej potowie lat 50. XX wieku amerykanski NCI zainicjowat przesiewowy program,
ktdry miat na celu przetestowanie aktywnosci przeciwnowotworowej prébek pobranych od
roslin. Losowo zebrane probki dostarczano przez Departament Rolnictwa Standéw
Zjednoczonych (U.S. Department of Agriculture — USDA) do wspotpracujgcych ze soba
laboratoriéw. Podczas trwania tego programu w latach 1960-1981 (strona internetowa 1),
naukowcy zgromadzili i przetestowali ponad 30 000 prébek. Jedna z nich okazata sie
kluczowa dla przysztej terapii nowotworéow. W 1962 roku zespdt botanikéw pod
kierownictwem Arthura S. Barclay'a pobrat ok. 650 prébek kory, lisci, owocéw i gatgzek
z cisa krétkolistnego. Gatunek ten, zwany réwniez cisem pacyficznym lub zachodnim, jest
rzadkim i wolno rosngcym, zielonym drzewem zlokalizowanym w obszarach przybrzeznych
potnocno-zachodnich Standw Zjednoczonych. Pobrany materiat trafit do zespotu
badawczego w Research Triangle Institute (RTI) w Pétnocnej Karolinie. Dr Monroe Wall
i dr Mansukh Wani wykazali szczegdlne zainteresowanie ekstraktem pozyskanym z kory,
ktory wykazywat cytotoksycznos¢ wobec hodowli komoérek linii 9KB pozyskanych
z ludzkiego raka jamy nosowo-gardtowej (Wani i Horwitz, 2014). Opracowanie procedury
wyizolowania czystej substancji aktywnej zajeto naukowcom ok. 2 lat. Sam proces byt
bardzo ztozony i obejmowat kilka etapédw, m.in. ekstrakcje etanolem, rozdziat pomiedzy
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fazg wodng a mieszaning chloroform:metanol (4:1) oraz rozdziat przeciwprgdowy metodg
Craiga. Z 12 kg wysuszonej kory cisu kroétkolistnego otrzymano 0,5 g substancji, ktéra
wykazywata przeciwnowotworowg aktywnos¢ wobec mysich komdrek biataczkowych
trzech linii — L1210, P388 i P1534 oraz komoérek linii Walker 256 szczurzego miesakoraka.
Zwigzek ten nazwano Taksolem od nazwy rodzajowej cisu (Taxus) i obecnosci grup
hydroksylowych (-ol) w strukturze zwigzku (Wall i Wani, 1995; Oberlies i Kroll, 2004; Lee
i wsp., 2012). Nastepnie przystgpiono do okreslenia struktury otrzymanej substancji za
pomocg krystalografii rentgenowskiej. Préby otrzymania paklitakselu w postaci
krystalicznej, ktéra jest niezbedna do analizy rentgenowskiej, zakonczyly sie
niepowodzeniem. W zwigzku z tym taksol poddano transestryfikacji metanolem,
katalizowane] przez zasade. Otrzymano ester metylowy N-benzoilofenyloizoseryny,
ztozony rdzen taksanu oraz octan metylu. Rdzen taksanu przeksztatcono do 7,10-bis-
jodooctanu. Otrzymane pochodne poddano analizie rentgenowskiej i w 1971 roku

opublikowano strukture paklitakselu (Oberlies i Kroll, 2004).

Poczatkowo paklitaksel nie zostat zakwalifikowany do dalszych badan
przedklinicznych, gtéwnie ze wzgledu na to, ze jego aktywnos¢ przeciwnowotworowa nie
roznita sie szczegdlnie od aktywnosci innych zwigzkdéw, wyselekcjonowanych w tym samym
czasie, a uzyskane wyniki testow nie byty powtarzalne. Na te decyzje dodatkowo wptyneta
staba rozpuszczalnos¢ zwigzku oraz problemy z jego pozyskaniem. W latach 1974-1975 NCI
przeprowadzit dodatkowe badania in vivo, ktére wykazaty wysokg aktywnos¢
przeciwnowotworowg taksolu wobec komérek B16 mysiego czerniaka oraz komorek MX-1
ludzkiego nowotworu sutka przeszczepionych nagim myszom. Wyniki te zdecydowaty

o dopuszczeniu taksolu do dalszych etapéw badan (Teicher, 1996).

Kolejny przetom w historii taksandéw stanowity badania nad mechanizmem dziatania
taksolu wykonane przez Susan Band Horwitz z Albert Einstein College of Medicine (Nowy
Jork, USA) w 1979 roku. Horwitz wykazata, ze taksol zatrzymuje podziat komorek
w fazie G2/M cyklu podziatowego na skutek stabilizacji mikrotubul i hamowania procesu
ich depolimeryzacji (Schiff i wsp., 1979; Davis, 2006; Yang i Horwitz, 2017). Mechanizm ten
byt zupetnie inny od mechanizmdéw dziatania innych znanych cytostatykéw takich jak

kolchicyna czy alkaloidy Vinca, ktére wigzac sie z tubuling hamujg proces polimeryzacji
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mikrotubul. W odpowiedzi na te nowe odkrycia NCl rozpoczat gromadzenie duzej ilosci kory
cisdw, aby uzyskac wystarczajgcg ilos¢ substancji do zainicjowania | fazy badan klinicznych.
Badania te przeprowadzono w 1984 roku. Byly one utrudnione ze wzgledu na
niewystarczajace ilosci taksolu, ktérego jedynym Zrédtem w tamtych czasach byta kora
powoli rosngcego zachodniego cisa krétkolistnego. Wysokie zapotrzebowanie na taksol
spowodowato powazne zmniejszenie populacji cisu pacyficznego, poniewaz usuniecie kory
usmiercato drzewa. Ponadto ekstrakcja taksolu z cisu wymagata ztozonego systemu
i specyficznych technik oczyszczania, przy uzyciu zaawansowanej i kosztownej technologii
(Weaver, 2014). Otrzymanie 1 kg taksolu, ktéry wystarczat dla ok 50 pacjentéw, wymagato
uzycia 10 ton kory cisa. Produkcja ta wigzata sie z wycieciem 3 000 drzew. Leczenie jednego
pacjenta wymagato wiec poswiecenia osmiu 600-letnich ciséw krétkolistnych. Na pétnocnym
zachodzie USA catkowitg liczbe drzew tego gatunku cisa oszacowano na ok. 1 milion (Malik
i wsp., 2011; Zwawiak i Zaprutko, 2014). Ze wzgledu na ryzyko wyciecia wszystkich ciséw
poproszono Departament Spraw Wewnetrznych USA (US Department of the Interior)
o wiaczenie zachodniego cisa krétkolistnego na liste gatunkdéw zagrozonych oraz powotano
specjalny program (Pacific Yew Act), ktéry miat na celu ochrone tego gatunku. Ograniczona
dostepnos¢ taksolu, a takze jego unikalna struktura i potencjat cytostatyczny, sktonity
badaczy do rozpoczecia poszukiwan innych Zrédet pozyskiwania tego zwigzku oraz do

opracowania jego syntezy chemicznej (Weaver, 2014).

Il faza badan klinicznych rozpoczeta sie w 1985 roku i wykazata znaczgcg aktywnosé
przeciwnowotworowg paklitakselu wobec zaawansowanego i opornego na leczenie
zaawansowanego raka jajnika z 30% odsetkiem odpowiedzi (McGuire i wsp., 1989).
Paklitaksel wykazywat réwniez wysokg aktywnos¢ wobec przerzutowego raka sutka
(odsetek odpowiedzi wynosit 62%), a takze wobec niedrobnokomdrkowego raka ptuc oraz
nowotwordéw gtowy i szyi (Holmes i wsp., 1991; Rowinsky i wsp., 1992; Murphy i wsp.,
1993). W zwigzku z wysokimi kosztami produkcji oraz problemami zwigzanymi
z pozyskaniem paklitakselu ze srodowiska, w 1989 roku NCI zawart umowe badawczo-
rozwojowg z koncernem farmaceutycznym Bristol-Myers Squibb (BMS) w celu
komercjalizacji leku. W 1992 roku FDA (US Food and Drug Administration) zatwierdzita
stosowanie paklitakselu w leczeniu raka jajnika, a dwa lata pdiniej w leczeniu

przerzutowego raka piersi. Ze wzgledu na ztozong strukture czasteczki paklitakselu jego
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catkowita synteze udato sie opracowac dopiero w 1994 roku przez dwa niezalezne zespoty
kierowane przez Kariacosa Nicolaou oraz przez Roberta Holtona. Pomimo doktadnego
opisania w literaturze, syntezy tej nie udato sie zastosowaé na skale przemystowg ze

wzgledu na ztozonosc¢ procesu i jego niewielkg wydajnosé (Malik i wsp., 2011; Weaver, 2014).

Najbardziej skuteczng metoda, ktdra ostatecznie rozwigzata kryzys w pozyskiwaniu
PTX, okazata sie potsyntetyczna synteza z 10-deacetylobakatyny IIl (10-DAB). Prekursor ten
jest tatwo dostepny i mozna go pozyskac ze zrédet odnawialnych jakimi sg igty roznych
odmian ciséw, réwniez tych z szybszymi wskaznikami wzrostu (np. cis pospolity — Taxus
baccata) (Kingston, 2007). Ponadto wydajnos¢ tego procesu jest znacznie wieksza.
Z 10-DAB pozyskanejz 1 kg Swiezych igief cisu europejskiego mozna uzyskac 0,5-1 g taksolu,
podczas gdy z 1 kg suszonej kory cisu krétkolistnego mozna otrzymac tylko 100-150 mg
taksolu. Synteza leku z preksursora rozwigzata nie tylko problem pozyskiwania paklitakselu,
ale réwniez zapewnita ochrone drastycznie zmniejszonej populacji pacyficznego cisa
krétkolistnego. Szacuje sie, ze do opracowania taksolu uzyto 1800 ton suchej kory tego

gatunku cisdw, co odpowiada 400 tys. drzew (Hartzell, 1995; Goodman i Walsh, 2001).

Intensywny rozwdj i doskonalenie metod pétsyntezy przez francuskiego naukowca
Pierre'a Potiera z Instytutu Chemii Substancji Naturalnych (Institut de Chimie des
Substances Naturelles, Gif-sur-Yvette, Francja) doprowadzito pod koniec lat 80. XX wieku
do odkrycia docetakselu. Docetaksel jest analogiem paklitakselu, ale jego aktywnos¢
przeciwnowotworowa jest zdecydowanie wieksza. Posiada podobng strukture chemiczng
i wykazuje szeroka aktywnos¢ in vitro i in vivo wobec rdéznego rodzaju nowotworow
(Fumoleau i wsp., 1997; Zhang i wsp., 2019). Ze wzgledu na tatwos¢ pozyskania prekursora
docetakselu z igiet szeroko wystepujgcego cisu pospolitego i wystarczajgcq podaz materiatu,
nastgpit szybki progres w badaniach laboratoryjnych i klinicznych nad lekiem, ktére
doprowadzity do uzyskania zgody FDA w 1996 roku na jego zastosowanie w leczeniu raka piersi,

po niepowodzeniu uprzednio stosowanej chemioterapii antracyklinowej (Dagher i wsp., 2004).

Innym sposobem wytwarzania taksolu jest produkcja leku lub jego prekursoréw
przez niektére gatunki bakterii i grzybow endofitycznych. W 1994 roku metoda ta zostata
opatentowana przez Cytoclonal Pharmaceutics Inc. (Dallas, USA), ale wydajnos¢ procesu

byta bardzo niska (Exposito i wsp., 2008; Kusari i wsp., 2014). Obecnie paklitaksel

12



i docetaksel wytwarzane sg gidéwnie na drodze poétsyntetycznej z prekursora 10-DAB,
pozyskanego z cisow lub z hodowli komdrek roslinnych. Bristol-Myers Squibb, wiodacy
dostawca taksolu, posiada plantacje z 30 miliardami cisoéw, z ktérych pozyskuje kore i igty

niezbedne do ekstrakcji potproduktéw (Ji i wsp., 2006).

Alternatywnym i przyjaznym dla srodowiska zrédtem taksandw sg hodowle kultur
komodrek roslinnych. Metoda ta nie jest narazona na warunki pogodowe, pory roku czy
zanieczyszczenia Srodowiska, a materiat moze by¢ uprawiany niezaleznie od pierwotnej,
potencjalnie odlegtej lokalizacji. Python Biotech Inc. z Nowego Yorku, wspétpracujacy z BMS
jest najwiekszym producentem paklitakselu pozyskanego z hodowli tkanek roslinnych
(Cusido i wsp., 2014). Produkcja oparta jest na technologii Plant Cel Fermentation (PCF)
przy uzyciu specyficznej linii komérek Taxus hodowanych w duzych zbiornikach
fermentacyjnych wraz z endofitycznymi grzybami Penicillium raistrickii. Paklitaksel,
ekstrahowany bezposrednio z komdrek, jest oczyszczany metodami chromatografii
kolumnowej i izolowany w wyniku krystalizacji. W celu zwiekszenia produktywnosci
w hodowlach komodrek roslinnych stosowane sg rézne strategie, takie jak wybdr wysoko
produktywnych linii komdrkowych, optymalizacja warunkéw hodowli, dodanie czynnikéw
pobudzajgcych (np. jasmonian metylu) lub prekursoréw. Technologia PCF w poréwnaniu
z innymi metodami jest réwniez bardziej energooszczedna i ekologiczna, poniewaz nie
wymaga stosowania niebezpiecznych substancji chemicznych (Malik i wsp., 2011; Gond
i wsp., 2014; Stierle i Stierle, 2015). Oprdocz produkcji paklitakselu za pomocg PCF mozliwe
jest rowniez otrzymanie innych taksandéw jako produktow ubocznych. Duze ilosci
wyprodukowanej 10-DAB i bakatyny Il s3 wykorzystywane takze jako pétsyntetyczne

prekursory do produkcji docetakselu (Dubois, 2006).

1.2. Budowa chemiczna taksanow

Taksany nalezg do tréjpierscieniowych pseudoalkaloidéw diterpenowych, ktérych
rdzen stanowi rozbudowany pierscien taksanowy. Trdjcykliczny pierscienn taksanowy
zawiera dwa pierscienie 6-cztonowe i jeden 8-cztonowy oraz pierscien oksetanowy,
przytgczony w pozycji C-4 i C-5 (Zejc i wsp., 2009; Surapaneni i wsp., 2012) (Rycina 1.1).
W pozycji C-13 pierscienia taksanowego dotfgczony jest rozbudowany taricuch boczny, ktéry

ma istotne znaczenie w aktywnosci przeciwnowotworowej taksanow.
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Paklitaksel i docetaksel w swojej strukturze chemicznej réznig sie w dwodch
miejscach. W fancuchu bocznym paklitakselu znajduje sie grupa fenylowa, podczas gdy
docetaksel w tym samym miejscu posiada ugrupowanie tert-butylowe. Druga rdznica
wystepuje w pozycji C-10. Paklitaksel w tym miejscy posiada grupe acetylowg, a docetaksel

grupe hydroksylowa.

Paklitaksel
= 9 H
O
B
Docetaksel HO, q
& o HC SHaoH
H=C. 1l H H H ||
H,C—C—0—C—N—C—C—C—0--
H.C | 0

Rycina 1.1. Struktura chemiczna paklitakselu i docetakselu. Réznice w budowie pomiedzy
taksanami zaznaczono na zielono (A) i czerwono (B) (Andersen i wsp., 2006).

Strukturalne modyfikacje docetakselu zwiekszyty zaréwno jego rozpuszczalnosé
w wodzie (ze wzgledu na brak grupy acetylowej w pozycji C-10), jak i powinowactwo do
tubuliny (z powodu obecnosci ugrupowania tert-butylowego na taricuchu bocznym) (Clarke

i Rivory, 1999; Miller i Qjima, 2001; Zhang i wsp., 2019).

1.3. Zastosowanie kliniczne taksanow

Obecnie paklitaksel stosowany jest w leczeniu raka jajnika, piersi, pecherza
moczowego, ptuc, czerniaka, prostaty, krtani oraz niedrobnokomarkowego raka ptuc.
W 2001 roku Narodowy Instytut Zdrowia i Doskonatosci Klinicznej Wielkiej Brytanii (The
National Institute for Health and Clinical Excellence, NICE) zalecit stosowanie paklitakselu

w leczeniu zaawansowanego raka piersi opornego na terapie antracyklinowg (Missailidis,
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2008). Wczesniej, w roku 1996, FDA zatwierdzita stosowanie tego leku w leczeniu raka

piersi, po niepowodzeniu uprzednio stosowanej chemioterapii antracyklinowej (Rozdziat 1.1.).

1.3.1. Farmakokinetyka paklitakselu i docetakselu

Taksany ze wzgledu na hydrofobowg strukture charakteryzujg sie bardzo niska
rozpuszczalnoscig w wodzie (np. rozpuszczalnosé PTX w wodzie wynosi ponizej 0,7 pug/ml).
1 ml ztozonego koncentratu Taxolu, opracowanego przez firme BMS, zawiera 6 mg/ml leku
oraz mieszanine sktadajacg sie z bezwodnego alkoholu etylowego i polioksyetylenowanego
oleju rgcznikowego — Cremophor EL w stosunku 50:50. W chemioterapii paklitaksel
stosowany jest w dawkach od 135 do 175 mg/m? powierzchni ciata (p.c.) w postaci 3- lub
24-godzinnej infuzji dozylnej, powtarzanej co 3 tygodnie. Preparat jest najczesciej
rozcieficzany do roztworu izoosmotycznego 5% dekstrozg (Park i wsp., 2009). Po podaniu
dozylnym, paklitaksel w ponad 90% wiaze sie z biatkami osocza. Lek metabolizowany jest
w watrobie przez izoenzymy CYP3A4i CYP2C8 cytochromu P450, a nastepnie wydalany jest
z 26tcia. Wydalanie leku z moczem jest niewielkie i wynosi ok 10% (Rowinsky i Donehower,
1995; Wang Y i wsp., 2014). Preparat paklitakselu nie powinien by¢ przechowywany
w opakowaniach wykonanych z plastyfikowanego polichlorku winylu (PCV), poniewaz
Cremophor EL wymywa z niego szkodliwe dla organizmu ftalany (DEHP), ktére sg toksyczne
dla komodrek watroby (Kim i wsp., 2005; Zhang i wsp., 2015). Aby zminimalizowaé narazenie
pacjentéw na mutagenne ftalany rozciericzone roztwory paklitakselu nalezy przechowywa¢é
w szklanych lub polipropylenowych butelkach oraz w workach wykonanych z polipropylenu

lub poliolefiny (Park i wsp., 2009).

Docetaksel stosowany  jest w leczeniu raka piersi, prostaty
i niedrobnokomérkowego raka ptuc. W 2006 roku NICE zatwierdzit stosowanie docetakselu
w leczeniu raka prostaty opornego na leczenie hormonalne oraz w potfgczeniu
z doksorubicyng i cyklofosfamidem w leczeniu kobiet z poczatkowym stadium
nowotworem piersi z wystepujgcymi ogniskami w weztach chtonnych. Docetaksel zostat
zatwierdzony w USA przez FDA w leczeniu zaawansowanego raka zotgdka oraz

nieoperacyjnego, zaawansowanego raka gtowy i szyi (Missailidis, 2008).

Docetaksel w pordwnaniu z paklitakselem jest bardziej hydrofilowy, ale réwniez

wykazuje bardzo ograniczong rozpuszczalnos¢ w wodzie. Z tego powodu Taxotere®,
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pierwszy preparat docetakselu wprowadzony przez firme Sanofi (Paryz, Francja), zawiera
emulgator polisorbat 80 oraz bezwodny etanol w stosunku 50:50. Maksymalna stosowana
dawka leku wynosi 100 mg/m? p.c. i podawana jest co 3 tygodnie w ciggu 1-godzinnego

wlewu dozylnego (Baker i wsp., 2009).

1.3.2. Efekty uboczne chemioterapii z zastosowaniem taksanéow

Najczesciej obserwowanym dziataniem niepozgdanym taksandw jest neutropenia,
siniaczenie lub krwawienie, niedokrwisto$é, nudnosci, wymioty, biegunka, utrata wtosow,
bdl w jamie ustnej, wrzody, dretwienie dfoni lub stép oraz bdl miesni. Ponadto w czasie
leczenia paklitakselem specyficzne dziatania niepozgdane obejmujg spadek ci$nienia krwi,
zmiany czestosci skurczéw serca, bdl brzucha. Dziatania niepozgdane zwigzane
ze stosowaniem docetakselu powodujg gtéwnie zmiany w kolorze paznokci i zatrzymanie
ptyndw, przejawiajgce sie obrzekami obwodowymi (Brown i wsp., 2008).

Zastosowanie solubilizatorow taksanéw (Cremophor EL i Polisorbat 80) znaczgco
zwieksza wystepowanie dziatan nieporzadnych, powodujgc powazine reakcje
nadwrazliwosci u pacjentéw, czesto w ciggu pierwszych kilku minut po rozpoczeciu
podawania lekédw. W zwigzku z tym pacjenci poddawani chemioterapii taksanami
wymagajg premedykacji lekami przeciwhistaminowymi (antagonisci receptoréw H1 i H) lub
glikokortykosteroidami np. deksametazon. Zastosowanie polisorbatu 80 indukuje
zatrzymywanie ptynéw i wymaga dodatkowego leczenia lekami moczopednymi (Ten Tije

i wsp., 2003; Weiszhar i wsp., 2012; Maggio, 2017).

1.4. Molekularne mechanizmy aktywnosci przeciwnowotworowej taksanéw

Taksany uwazane sg za jedne z najbardziej aktywnych lekdow
chemioterapeutycznych o szerokim spektrum dziatania przeciwnowotworowego. Ich
gtowna aktywnos¢ cytostatyczna zwigzana jest z oddziatywaniem na podjednostke beta
tubuliny, co powoduje zaburzenie funkcji mikrotubul. Mikrotubule sg cylindrycznymi
strukturami zbudowanymi z tubuliny. Czasteczka tubuliny wystepuje jako heterodimer
ztozony z dwéch biatek — tubuliny a i tubuliny B, z ktérych kazda ma mase czgsteczkowg
ok. 50 kDa (Kawiak i Zabel, 2014). Mikrotubule sg bardzo waznym skfadnikiem komaérek

eukariotycznych i sg niezbedne do wykonywania wielu funkcji komdrkowych. Uczestniczg
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w utrzymaniu ksztattu komérki, transporcie wewnatrzkomorkowym oraz przekaznictwie
nerwowym. Sg rowniez jednym ze sktadnikéw wrzeciona kariokinetycznego, struktury
niezbednej w podziale komdérkowym. Mikrotubule sg niezwykle dynamicznymi polimerami
biatkowymi, ktére ulegajg ciggtym procesom modyfikacji (wydtuzaniu i skracaniu). Jeden
koniec mikrotubuli, na ktérym wystepuje tubulina B, nazywany jest koricem plus
i charakteryzuje sie szybszym wzrostem niz koniec przeciwlegty, tzw. koniec minus,
zawierajgcy tubuline a (Kelling i wsp., 2003; Alberts, 2007). Taksany uzyskujg dostep do
swoich specyficznych miejsc wigzania, znajdujacych sie na wewnetrznej powierzchni
mikrotubuli, poprzez dyfuzje przez pory obecne pomiedzy protofilamentami mikrotubul.
Paklitaksel wigze sie na kornicu N aminokwasu znajdujgcego sie w pozycji 31 podjednostki
B-tubuliny (Rycina 1.2). Przytaczenie taksanu stabilizuje strukture tubulin w stanie
polimeryzacji, uniemozliwiajac im tym samym depolimeryzacje. Dynamiczna niestabilnos¢
mikrotubul zwigzana jest z ich zdolnoscig do hydrolizowania GTP. Taksany po przyftaczeniu
sie do B-tubuliny, podtrzymujg proces polimeryzacji mikrotubul (wydtuzania) i ich rozpad
nawet w obecnosci GTP. Paklitaksel powoduje takze zmiany w strukturze mikrotubul.
Mikrotubule powstajgce w jego obecnosci sktadajg sie z 12 zamiast z 13 protofilamentow,
co ma miejsce w prawidtowych mikrotubulach. Zmiany te stwierdzono tylko dla
paklitakselu. Srednia iloé¢ protofilamentéw w komérkach traktowanych docetakselem
natomiast nie rozni sie od tej w prawidtowych mikrotubulach i wynosi 13 (Matesanz i wsp.,
2011; Gornstein i Schwarz, 2014). Zablokowanie depolimeryzacji mikrotubul stabilizuje
wrzeciono kariokinetyczne, co uniemozliwia prawidtowe rozdzielenie chromatyd
siostrzanych oraz prawidtowy podziat chromosomoéw podczas mitozy (Tabaczar i wsp.,
2010). Prowadzi to do uaktywnienia punktu kontrolnego, odpowiedzialnego za poprawne
formowanie wrzeciona kariokinetycznego (SAC), wydtuzenia bloku mitotycznego na granicy
metafazy i anafazy, a w konsekwencji do zatrzymania cyklu komérkowego w punkcie
kontrolnym G2/M i skierowania komérki na droge apoptozy (Mohr i wsp., 2017). Obecnie
trwa dyskusja czy zatrzymanie mitotyczne jest gldwng przyczyng Smierci komoérek
traktowanych taksanami. Ostatnie badania laboratoryjne i kliniczne dotyczace raka sutka
sugerujg, ze paklitaksel generuje powstawanie wielu wrzecion kariokinetycznych, co prowadzi

do niewtasciwej segregacji chromosomdw (czesto w trzech, czterech lub pieciu réznych
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kierunkach). W wyniku tego procesu powstajg komorki aneuploidalne, ktére ulegajg apoptozie

w interfazie kolejnego cyklu komdérkowego (Zasadil i wsp., 2014).

Wewnetrzna
Heterodimer Mikrotubula strona mikrotubuli

a tubulina
B tubulina

Taksan

Koniec minus | e—n— Koniec plus

Wydtuzanie mikrotubuli

Rycina 1.2. Schemat przedstawiajgcy strukture mikrotubuli oraz miejsce wigzania taksanow
z podjednostka B-tubuliny (Olziersky i Labidi-Galy, 2017)

Blokowanie wewnatrzkomodrkowego transportu zaleznego od mikrotubul jest
kolejnym mechanizmem, za pomocg ktérego taksany mogg indukowac $mieré¢ komorek.
Jako przyktad naukowcy wskazujg na transport receptora androgenowego w raku prostaty
opornym na kastracje. Progresja raka prostaty zwigzana jest z aktywacjg receptora
androgenowego przez androgeny, ktéra powoduje jego translokacje do jadra
komodrkowego i aktywacje okreslonych gendw (Wysocki, 2013). Aktywny receptor tgczy sie
mikrotubulg i za posrednictwem biatka motorycznego — dyneiny - przemieszcza sie do jgdra
komodrkowego. Zapobieganie aktywacji receptora androgenowego za pomocy analogéw
lub chirurgicznej kastracji jest jedng z najczestszych terapii raka prostaty. Niestety, pomimo
wysokiej skutecznosci tych metod, u pacjentéw po 12-24 miesigcach dochodzi do wtdrnej
opornosci na hormonoterapie. Obecnie docetaksel jest jednym z najskuteczniejszych
chemioterapeutykéw stosowanych w przypadku raka prostaty opornego na kastracje.
Ostatnie badanie wskazujg, ze w przypadku wolno dzielgcych sie komdrek raka gruczotu
krokowego decydujgcy cytotoksyczny mechanizm aktywnosci taksandéw nie jest zwigzany
z zatrzymaniem mitozy, ale z hamowaniem aktywnosci receptora androgenowego.
Naukowcy sugerujg, ze taksany poprzez stabilizowanie mikrotubul, zapobiegaja

przedostawaniu sie receptora androgenowego do jagdra komdrkowego, a tym samym
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uniemozliwiajg aktywacje docelowych gendw, np. genu swoistego antygenu sterczowego
PSA  (ang. prostate-specific  antygen). Hipoteza zwigzana z  zaburzeniem
wewnatrzkomdrkowego transportu receptora androgenowego wymaga wiecej badan, aby
udowodnié jego bezposredni zwigzek ze Smiercig komdrek wywotang przez taksany (Darshan

i wsp., 2011; Thadani-Mulero i wsp., 2012; Mistry i Oh, 2013).

Dodatkowym mechanizmem przyczyniajagcym sie do aktywnosci
przeciwnowotworowej taksandw jest ich dziatanie antyangiogenne. W latach 90. XX wieku
naukowcy szerzej zainteresowali sie tym tematem. Wykazano, ze w warunkach in vitro
komorki srédbtonka sg duzo bardziej wrazliwe na paklitaksel niz komorki nowotworowe.
Lek hamuje proliferacje, migracje i réznicowanie sie ludzkich komérek srédbtonka zyty
pepowinowej. W modelu wykorzystujgcym myszy z przerzutowym rakiem sutka wykazano,
ze mata dawka paklitakselu wykazuje silniejszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg
z mniejszymi efektami ubocznymi i silniejszg antyangiogenng aktywnos$¢ niz maksymalnie
tolerowana dawka. Sugeruje sie réwniez, ze jednym z mozliwych mechanizmoéw
nadwrazliwosci ludzkich komérek srédbtonka na taksany jest ich zdolnosé¢ do ponad
5-krotnie wiekszej akumulacji leku w poréwnaniu z liniami ludzkich komérek

nowotworowych (Merchan i wsp., 2005; Bocci i wsp., 2013)

1.4.1. Rdinice w aktywnosci przeciwnowotworowej docetakselu i paklitakselu

Pomimo podobnego mechanizmu dziatania odnotowano réznice w farmakokinetyce,
profilu farmakodynamicznym i oddziatywaniach molekularnych miedzy paklitakselem
i docetakselem (Gligorov i Lotz, 2004). Oba leki wigzg sie z podjednostkg B-tubuliny,
ale w réznych miejscach. Paklitaksel wieze sie na koricu N aminokwasu znajdujacego sie
w pozycji 31, podczas gdy docetaksel wigze sie z miejscem specyficznym dla biatka tau

(Jordan i Wilson, 2004).

Docetaksel wykazuje wieksze powinowactwo do B-tubuliny niz paklitaksel. Dzieki
temu silniej hamuje depolimeryzacje mirkotubul i dodatkowo oddziatuje na komorki
podczas trzech faz cyklu komdrkowego (S/G2/M). Docetaksel dziata gtéwnie w fazie S cyklu
podziatowego, ukierunkowujgc organizacje centrosomu, podczas gdy paklitaksel zaburza
formowanie wrzeciona kariokinetycznego jedynie w fazach G2 i M. W fazie S natomiast

czesto obserwowana jest opornos¢ na PTX (Gligorov i Lotz, 2004; Huang i wsp., 2017).
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W pordéwnaniu z paklitakselem, docetaksel silniej indukuje fosforylacje genu Bcl-2 oraz
czterokrotny wzrost wtasciwosci antyangiogennych. Inne réznice miedzy taksanami to
wiekszy wychwyt komoérkowy docetakselu przez komorki nowotworowe oraz jego
wolniejsze dziatanie, co powoduje dtuzszg retencje leku w poréwnaniu z paklitakselem

(Herbst i Khuri, 2003).

1.5. Peptydy penetrujgce btony komadrkowe

Btona komodrkowa komodrek eukariotycznych stanowi bariere ograniczajgca
nieregulowany naptyw do wnetrza komorki wielu czasteczek egzogennych. Pomimo
pozytywnej funkcji ochronnej, stanowi ona réwniez przeszkode w wewnatrzkomdrkowym
dostarczaniu zwigzkéw stosowanych w diagnostyce i leczeniu chordb u ludzi. Czgsteczki
o matych rozmiarach przenikajg do komadrek przez okreslone receptory i kanaty znajdujace
sie w btonie. Natomiast makroczgsteczki nie sg w stanie wnikngé do wnetrza komoérek
wykorzystujac te droge. W zwigzku z tym wazne jest opracowanie narzedzi ufatwiajgcych
pobieranie duzych czasteczek przez komorki i pdzniejsze zastosowanie ich w medycynie

(Walrant i wsp., 2017).

Odkrycie krétkich sekwencji peptydowych, ktére skutecznie przemieszczajg sie
przez btone plazmatyczng, stanowi przetom w badaniach nad usprawnieniem transportu
substancji do wnetrza komérek. Peptydy te okreslane sg jako peptydy penetrujgce
komorke (ang. cell-penetrating peptides — CPP) lub peptydy biatkowej domeny transdukcji

(ang. protein transduction domain — PTD) (Bechara i Sagan, 2013).

Peptydy penetrujgce btony komdrkowe to krétkie polipeptydy o charakterze
kationowym lub amfipatycznym, sktadajgce sie najczesciej z 3-40 reszt aminokwasdéw
i wykazujgce silne zdolnosci przenikania przez btony biologiczne (Kumar i wsp., 2018).
CPP zbudowane s3 najczesciej z podstawowych aminokwaséw takich jak arginina i lizyna.
Peptydy po potaczeniu z makroczgsteczkami (oligopeptydy, polinukleotydy, biatka, leki)

mogg utatwiac ich transport do komoérki.

Po raz pierwszy koncepcja biatek przechodzacych przez btone komdrkowa zostata
opisana przez dwie niezalezne grupy badawcze w 1988 roku. Oba zespoty wykazaty

zdolno$¢ penetracji btony komodrkowej przez biatko TAT (ang. Trans-Activator of
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Transcription — TAT), ktére petni role czynnika transkrypcyjnego ludzkiego wirusa
niedoboru odpornosci 1 (ang. HIV-1) (Frankel i Pabo, 1988; Green i Loewenstein, 1988).
Kilka lat pdzniej Derossi i wsp. (1994) wykazali, ze polipeptyd o dtugosci 16 aminokwaséw,
nazwany penetratyng i pozyskany z homeodomeny Antennapedia wystepujgcej u muszki
owocowej, skutecznie wnika do komodrek, a nastepnie kieruje sie do jadra komdérkowego
(Derossi i wsp., 1994; Watson i wsp., 2017). Odkrycie zdolnosci penetrujgcych tych
peptydéw sktonito naukowcéw do zbadania mechanizméw ich dziatania i okreslenia
minimalnych sekwencji, ktére moga przenikng¢ do komérki. W 1997 r. Vives i wsp. wykazali,
ze minimalna sekwencja TAT, ktéra wnika do komérek, sktada sie z 13 reszt aminokwaséw.
Dalsze badania dowiodty, ze gtébwny motyw sekwencji mozina zmniejszyé do
9 aminokwasow (Park i wsp., 2009). Peptyd TAT zawiera dwie lizyny i sze$¢ arginin, dzieki
czemu posiada silne wiasciwosci kationowe i moze przemieszczac sie w duzych ilosciach
przez btone komérkowa zywych komérek w ciggu 3-5 minut. Badania dowiodty, ze szybko$¢
transportu i wychwyt komdrkowy zalezy gtownie od ilo$ci argininy. Peptyd TAT jest w stanie
dostarczy¢ do komorki biatka o masie przekraczajacej 100 kDA, 40 nm nanoczastki, a nawet
200 nm liposomy (Ciobanasu i wsp., 2010). Przystgpiono réwniez do poszukiwania innych
peptyddw o podobnych wiasciwosciach, ktére pozyskiwano z réznych zrédet. Liczne
badania wykazaty, ze CPP sg nieimmunogennymi i stabilnymi w warunkach fizjologicznych

czasteczkami, ktére zazwyczaj nie wykazujg wiasciwosci cytotoksycznych.

W zwigzku z mozliwoscig transportu réznego rodzaju tadunkéw do wnetrza
komodrek za posrednictwem peptydéw, stosowane one sg w licznych badaniach
przedklinicznych w leczeniu wielu choréb, takich jak infekcje, stany zapalne, choroby
neurodegeneracyjne i nowotwory (Borrelli i wsp., 2018). Pierwsza baza danych, ktéra
zawiera informacje dotyczace peptyddw penetrujgcych btone, powstata w 2012 roku.
Obecnie publiczna baza danych CPPsite 2.0 zostata zaktualizowana w 2016 roku i dostarcza
informacje dotyczace okoto 1850 zweryfikowanych eksperymentalnie CPP. W wiekszosci
peptydy penetrujgce posiadajg strukture liniowa (94,5%), sktadajg sie z L-aminokwaséw
(84,3%) i s wytwarzane na drodze syntezy chemicznej (54,8%). Najczesciej CPP stosowane
sq do transportu barwnikéw fluorescencyjnych (58,4%). Inne transportowane substancje
0 znaczenie biomedycznym to kwasy nukleinowe (16%), biatka (9%) i nanoczastki (7,8%)

(Agrawal i wsp., 2016).
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1.5.1. Klasyfikacja peptydéw penetrujacych

W zaleznosci od pochodzenia peptydéw klasyfikuje sie je w trzech gtéwnych

grupach:

e peptydy pochodzgce z biatek wystepujgcych naturalnie np. TAT, penetratyna, X-pep
(zlokalizowany na N-terminalnym korcu biatka X wirusa zapalenia watroby typu B)
lub VP22 (uzyskany z biatka kapsydu wirusa opryszczki typu 1 — HSV-1);
e peptydy chimeryczne
e peptydy syntetyczne
Peptydy chimeryczne sktadajg sie z dwéch lub kilku motywoéw uzyskanych z réznych
biatek. Przyktadem tego rodzaju peptydu jest transportan, sktadajgcy sie z neuropeptydu
galaniny i peptydu uzyskanego z jadu osy — mastoparanu. Syntetyczne peptydy s3g sztucznie
zaprojektowanymi sekwencjami np. R8 (oktarginina, peptyd polikationowy), modelowy
peptyd amfipatyczny (MAP) i TP2 (Tanaka i wsp., 2012; Adachi i wsp., 2017; Van Nguyen
i wsp., 2018).

CPP mozna réwniez podzieli¢ na dwie grupy w oparciu o mechanizm penetracji bton
biologicznych:

e wymagajgce udziatu energii (réznego rodzaju endocytozy)

e niezalezne od energii (bezposredni transport przez btone komérkowa)

Inny sposob klasyfikacji zwigzany jest z wiasciwosciami fizykochemicznymi CPP.

W tym podziale wyrdznia sie trzy grupy:

e kationowe CPP, ktére sg krétkimi sekwencjami reszt peptydowych sktadajgcych
sie gtdwnie z argininy, lizyny lub histydyny. Wiekszos$¢ kationowych peptyddow to

naturalnie wystepujgce sekwencje peptydowe (np. TAT)

e amfipatyczne CPP, ktére posiadajg lipofilowg (niepolarng) i hydrofilowg
(polarng) domene. Przyktadem jest chimeryczny peptyd MPG, ktéry powstat
w wyniku pofgczenia sekwencji lokalizacji jadrowej duzego antygenu T wirusa

SV40 i glikoproteiny 41 wirusa HIV, ktéra stanowi domene hydrofobowsa.
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e hydrofobowe CPP pochodzace z sekwencji peptyddw sygnatowych, zbudowane
sg wytacznie z reszt niepolarnych. Jest to najmniej liczna grupa. Peptydy
nalezgce do tej klasy to m.in. fragment sekwencji domeny sygnatowej czynnika
wzrostu fibroblastéw oraz gH625 pochodzacy z wirusa opryszczki typu 1.
W pordéwnaniu do pozostatych grup, potencjalne zastosowanie peptydéw
hydrofobowych i mechanizm ich transportu jest najmniej zbadany (Guo i wsp.,

2016; Pescina i wsp., 2018)
1.5.2. Mechanizmy przenikania peptydow penetrujacych przez btony komérkowe

Doktadny mechanizm wnikania peptydéw penetrujacych do komérek nie zostat
jeszcze w petni poznany. Uwaza sie, ze na wychwyt komdérkowy duzy wptyw maja
wtasciwosci fizykochemiczne peptydu, takie jak tadunek elektryczny, dtugosé i miejscowe
stezenie peptydu. Ponadto CPP mogg wigzac sie z lipidami i biatkami powierzchniowymi

btony za pomoca oddziatywan elektrostatycznych (Jobin i Alves, 2014).

Trudnosci w zrozumieniu mechanizméw penetracji bton komérkowych, nawet przez
pojedynczy peptyd, wynikajg gtéwnie z faktu, ze ich witasciwosci biologiczne
determinowane sg przez wiele zmiennych czynnikéw. Czynniki te obejmujg miejscowe
stezenie peptydu, jego strukture drugorzedowa, cukry powierzchniowe komorek, skfad
lipidowy btony komérkowej, stosunek ilosci peptyddéw do lipidéw, odpowiedZ komérki na
peptyd, a przede wszystkim rodzaj i wielkos¢ transportowanej substancji. Badania nad
okresleniem mechanizméw penetracji przez CPP prowadzone sg gtéwnie przy uzyciu

barwnikéw fluorescencyjnych (Kauffman i wsp., 2015).

Pierwsze wyniki badan sugerowaty, ze CPP mogg przechodzi¢ przez btone
komodrkowg na drodze bezposredniego transportu, uwarunkowanego korzystnymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi i wystepujacymi wigzaniami wodorowymi. Obecnie
sugeruje sie, ze ten rodzaj transportu zachodzi jedynie gdy peptyd posiada wtasciwosci,
ktére sg kompatybilne z dwuwarstwg lipidowg lub kiedy peptyd zaktéca strukturalng

integralnos¢ btony (Richard i wsp., 2003; Ter-Avetisyan i wsp., 2009).

Pierwszy kontakt z btong zwigzany jest z gestoscig tadunku elektrycznego i zalezy od
oddziatywan elektrostatycznych i hydrofobowych. Ta zalezno$¢ jest szczegdlnie dominujaca

dla kationowych CPP, ktdre tgczg sie z anionowymi fragmentami btony komodrkowe;j
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glikozoaminoglikanami  (heparyna, siarczan heparanu, siarczan chondroityny)
i proteoglikanami, znajdujgcymi sie w duzych ilosciach na powierzchni komorki (Gestin
i wsp., 2017). Po zwigzaniu peptydu z glikozoaminoglikanem nastepuje aktywacja matych
GTP-az Rho (RhoA i Rac 1), ktéra prowadzi do polimeryzacji aktyny zwiekszajgcej ptynnosé

btony oraz powstawanie lamellipodiéw (Borrelli i wsp., 2018).

Jak pokazano na Rycinie 1.3, pojedynczy CPP wykorzystuje rézne mechanizmy
penetracji bton biologicznych. Ten sam peptyd moze wykorzystywaé wiecej niz jeden rodzaj
transportu (Nakase i wsp., 2008; Raagel i wsp., 2009). Mechanizm internalizacji CPP zmienia
sie w zaleznosci od wtasciwosci kazdego peptydu, transportowanej czasteczki, stezenia
i rodzaju komorki docelowej (Koren i Torchilin, 2012). Wyrdznia sie dwa gtéwne
mechanizmy penetracji CPP przez btony komoérkowe: niezalezny od energii transport
bezposredni oraz rédznego rodzaju endocytozy (zalezne od energii) (Radis-Baptista i wsp.,

2017).

W transporcie bezposrednim CPP wigzg sie z btong komdrkowa poprzez
oddziatywania elektrostatyczne lub hydrofobowe i indukujg kroétkg lub przedtuzong
destabilizacje btony komdrkowej, ktéra utatwia penetracje peptydu do wnetrza komorki
(Guo i wsp., 2016). Nastepnie dany peptyd moze wykorzystywaé rézne rodzaje penetracji
na zasadzie transportu bezposredniego: mechanizm odwréconej miceli, formowanie
poréw (mechanizm klepek beczki lub pierscieniowy), mechanizm dywanowy. Ostatnie
badania wskazujg, ze transport bezposredni odgrywa mniej wazng role, szczegdlnie
w przypadku transportu substancji o duzych rozmiarach. Powszechnie uwaza sie, ze
dominujgcym mechanizmem penetracji sg réznego rodzaju Sciezki endocytarne (Wang
i wsp., 2014). Endocytoza dzieli sie na dwie gtéwne grupy: fagocytoze i pinocytoze.
Fagocytoze obserwuje sie najczesciej w wyspecjalizowanych komodrkach, ktére sg
odpowiedzialne za usuwanie patogendw i resztek komdrkowych (makrofagi, monocyty,
neutrofile). Pinocytoza obejmuje makropinocytoze, endocytoze zalezng od klatryny,
endocytoze kaweolarng lub endocytoze niezalezng od klatryny lub kaweoli. Transport
duzych tadunkoéw skoniugowanych z CPP (> 1 um) odbywa sie gtéwnie na drodze
makropinocytozy, ktdra odpowiada za fatdowanie zewnetrznej powierzchni bfony

komodrkowej w celu utworzenia wokoét koniugatéw pecherzykow transportujgcych zwanych
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makropinosomami. Nastepnie makropinosomy przemieszczajg sie w cytoplazmie i facza sie
z endosomami i lizosomami. Endocytoza zwigzana z udziatem receptoréw obejmuje
mechanizmy wychwytu zalezne od kaweoli lub klatryny. Po zwigzaniu CPP z receptorem
btonowym kaweolina i klatryna sg odpowiedzialne za tworzenie pecherzykéw, ktoére

pozniej transportowane sg poprzez cytoplazme do miejsc docelowych (Layek i wsp., 2015).

Endocytoza zaleina Endocytoza
l od klatryny kaweolarna
S
o Endocytoza niezalezna
N % — V- od klatryny lub kaweoli

< Endocytoza— MElaopincorton

Transport bezposredni

Tworzenie
odwréconej
- miceli

”} . Mechanizm
/ B Formowanie Mechanizm klepek beczki
poréw dywanowy

K oA leki  piatka
+Q. srodki obrazujgce T /
/ 2 + o b\./ . v kwasy nukleinowe

.9 -

tadunek

Rycina 1.3. Mechanizmy przenikania peptydéw penetrujgcych komoérki przez btone
komodrkowg (na podstawie (Rizzuti i wsp., 2015).

1.5.3. Zastosowanie peptyddéw penetrujacych w badaniach klinicznych

W zwigzku z mozliwoscia bezpiecznego dostarczania rdéinych substancji przez
peptydy penetrujgce do komédrek wykorzystuje sie je m.in. jako srodki obrazujgce oraz
nosniki dostarczajgce leki, nukleotydy, biatka lub siRNA (Rizzuti i wsp., 2015). Duza liczba
badani przedklinicznych wskazuje na skuteczng role CPP w dostarczaniu réznego rodzaju
zwigzkow stosowanych w leczeniu wielu chordb, takich jak: infekcje wirusowe i bakteryjne,
kardiologia, dystrofia miesniowa i nowotwory (Munyendo i wsp., 2012; Copolovici i wsp.,

2014; Ruczynski i wsp., 2014).
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Potencjalna rola CPP jako nosnikow lekédw przeciwnowotworowych jest tematem
szczegblnego zainteresowania. Zastosowanie CPP moze poprawic strategie terapii, poprzez
zwiekszenie zdolnosci rozpoznawania komérek nowotworowych, zapobieganie opornosci
wielolekowej oraz wzrost odpowiedzi terapeutycznej na transportowany zwigzek. Peptydy
penetrujgce mogg zosta¢ wykorzystane do transportu lekéw przeciwnowotworowych
o niskiej masie czgsteczkowej, w tym doksorubicyny, paklitakselu, metotreksatu i cisplatyny
(Stewart i wsp., 2008; Farkhani i wsp., 2014; Szabd i wsp., 2016; Hou i wsp., 2017). Pomimo
uzyskania pozytywnych wynikédw w badaniach in vitro, tylko kilka badan potwierdzito
skutecznosé leczenia w modelach zwierzecych. Dodatkowo zaden koniugat CPP nie zostat
zatwierdzony przez FDA i nie zostat wprowadzony na rynek. Pierwsze badanie kliniczne
z zastosowaniem CPP przeprowadzono w miejscowym leczeniu tuszczycy przy uzyciu
oligoargininy transportujgcej cyklosporyne do komodrek ludzkiego naskérka (nazwa
handlowa PsorBan®, CellGate Inc., USA). Badanie zostato przerwane w 2003 roku
w |l fazie badan klinicznych ale zaobserwowano, ze koniugat zwiekszat transport
cyklosporyny do komérek naskorka i skéry wtasciwej u ludzi (Vives i wsp., 2008; Koren

i Torchilin, 2012).

Firma Revance Therapeutics (USA) opracowata zwigzek o nazwie RT001, ktdry
umozliwia miejscowe stosowanie toksyny botulinowej typu A do zmniejszenia gtdwnie
zmarszczek mimicznych pod i wokét oczu, ale réwniez innych zmarszczek na twarzy.
Zwigzek ten sktada sie z dodatnio natadowanej, bogatej w lizyne, domeny peptydowej
znajdujacej sie pomiedzy dwiema identycznymi domenami TAT49-57, potgczonymi
niekowalencyjnie z toksyng botulinowg typu A o masie 150 kDa. Il faza badan klinicznych
potwierdzita bezpieczenstwo i skutecznosé RTO01 w dostarczaniu botuliny, z tymczasowym
zaktéceniem przewodnictwa nerwowo-mie$niowego i porazeniem miesni twarzy
(Vasconcelos i wsp., 2013; Glogau i Axibal, 2017). Obecnie lek znajduje sie w Il fazie badan
klinicznych. Réwnoczes$nie trwajg badania potwierdzajgce jego skutecznos¢ w leczeniu
nadmiernej potliwosci dotow pachowych (Gold, 2017). Firma Capstone Therapeutics
(Arizona, USA) do roku 2012 prowadzita badania nad oceng wtasciwosci zwigzku AZX100,
ktdry zawiera fosforylowany peptydowy analog biatka szoku cieplnego HSP20 i pochodnej
peptydu TAT (okreslanego jako PTD4). Badania przedkliniczne wykazaty, ze zwigzek istotnie

zmniejszat produkcje czynnika wzrostu tkanki tagcznej (CTGF) oraz kolagenu, co przyczyniato
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sie do zmniejszania blizn i zwtdéknienia skéry. Z powoddéw finansowych Capstone
Therapeutics zaprzestata dalszych badan nad potencjalnym wykorzystaniem preparatu

(Flynn i wsp., 2010; Snell, 2014).

Preparat XG-102, zawierajacy peptyd TAT oraz inhibitor kinazy biatkowej
fosforylujgcej N-koniec biatka c-Jun (JNK — c-Jun N-terminal protein kinase), wykazuje
potencjalne zastosowanie w leczeniu zapalenia btony naczyniowej oka. Il faza badan
klinicznych prowadzonych przez firme Xigen (Epalinges, Szwajcaria) zostata zakoriczona
w 2016. Obecnie oczekuje sie na wyniki tych badan, ktére miaty ocenic¢ wtasciwosci XG-102
W zmniejszeniu zapalenia btony naczyniowej oka i bdlu pojawiajgcego sie u pacjentéw
poddawanych zabiegowi usuniecia za¢my. W tej samej fazie badan znajduje sie preparat
AM-111 zawierajgcy XG-102 w postaci biokompatybilnego i w petni biodegradowalnego zelu,
ktory wykazuje potencjalne wiasciwosci w leczeniu nagtego niedostuchu czuciowo-

nerwowego spowodowanego uszkodzeniem $limaka (Guidotti i wsp., 2017).

Obiecujgce wyniki na modelach zwierzecych wykazywat KAI-9803 badany przez Kai
Pharmaceuticals (San Francisco, Kalifornia, USA). Zwigzek ten sktada sie z peptydowego
inhibitora izoformy 6 kinazy biatkowej C (6PKC) pozyskanego z jej regionu 6V1-1 i zwigzanego
przez wigzania dwusiarczkowe peptydu nosnikowego TAT47-57. Stwierdzono, ze KAI-9803
selektywnie hamowat translokacje 6PKC i zmniejszat uszkodzenie kardiomiocytéw serca
zwigzane z reperfuzjg niedokrwienng. Kolejne badanie kliniczne, w ktérym oceniano
bezpieczenstwo i skutecznos$é zwigzku u ludzi wykazaty, ze lek pomimo dobrego profilu
bezpieczenstwa oraz braku powainych zdarzen niepozadanych nie zmniejszat istotnie
uszkodzen niedokrwienno-reperfuzyjnych (Miyaji i wsp., 2011; Fu i wsp., 2014; Lincoff i wsp.,
2014; Dinca i wsp., 2016). Kai Pharmaceuticals zainicjowata réwniez badania kliniczne
oceniajgce bezpieczedstwo i wiasciwosci przeciwbdlowe zwigzku KAI-1678, inhibitora
izoformy €ePKC z dotgczonym peptydem TAT47-57, w leczeniu bélu pojawiajgcego sie
w neuralgii popétpascowej. KAI-1678 podobnie jak KAI-9803 nie wykazywat istotnej poprawy

stanu pacjentéw (Cousins i wsp., 2013).

Po obiecujgcych wynikach przedklinicznych do | fazy badan klinicznych wszedt
peptyd p28 sktadajacy sie z 28 aminokwaséw, pochodzacy z bakteryjnego biata azyryny,

ktory wykazuje potencjalne witasciwosci przeciwnowotworowe. Peptyd po przekroczeniu
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btony komérkowej kieruje sie do jadra, gdzie wigze sie z regionem znajdujgcym sie
w obrebie domeny wigzacej DNA biatka supresorowego p53, hamujac jego degradacje.
W wyniku tej interakcji nastepuje wzrost ilosci p53, ktéry prowadzi do zahamowania cyklu

komadrkowego i zatrzymania proliferacji komoérek nowotworowych (Guidotti i wsp., 2017).

Najbardziej obiecujgcym kandydatem do zatwierdzenia przez FDA moze by¢ NA-1
(inna nazwa Tat-NR2B9c). Peptyd ten sktada sie z 20 reszt aminokwasowych, w tym
z dziewieciu ostatnich reszt C-konca podjednostki GIuN2B receptora N-metylo-D-
asparaginianowego (NMDAR — N-methyl- -D-aspartate receptor), potagczonych z domeng
transdukcyjng TAT. NA-1 skutecznie przenika przez btony komodrkowe, zaktdca
wewnatrzkomérkowe oddziatywanie receptora NMDAR z biatkiem zageszczenia
postsynaptycznego PSD-95 (ang. postsynaptic density protein 95 kDa) i w efekcie zapobiega
wytwarzaniu tlenku azotu oraz dalszej sygnalizacji neurotoksycznej (Chen i wsp., 2015;
Krautwald i wsp., 2016). Dotychczasowe wyniki badan klinicznych potwierdzity
bezpieczenstwo i  skuteczno$¢ neuroprotekcyjng  NA-1 u  pacjentdw  po
wewnatrznaczyniowym leczeniu tetniaka mdzgu. Obecnie preparat znajduje sie w Il fazie

klinicznych (Ballarin i Tymianski, 2018).

1.5.4. Charakterystyka i wiasciwosci peptydu gH625

Nanopreparaty, w tym liposomy, dendrymery i nanostrukturalne nosniki lipidowe
wykorzystywane sg w celu zwiekszania stabilnosci lekow, wzrostu ich farmakokinetyki
i biodystrybucji, przy  jednoczesnym  zmniejszeniu  skutkdw  ubocznych.
Wewnatrzkomérkowe dostarczanie zwigzkéw z powodu ich duzego rozmiaru,
hydrofobowego/hydrofilowego charakteru i tréojwymiarowej struktury pozostaje nadal
duzym wyzwaniem (Munyendo i wsp., 2012). Zamkniecie lekéw przeciwnowotworowych
w przenosnikach, pomimo zwiekszenia ich rozmiaru, ma jednak pozytywny aspekt. Wieksza
czgsteczka jest stabiej przepuszczalna przez komorki znajdujgce sie w tkankach
prawidtowych, w przeciwienstwie do naczyn guzéw nowotworowych, ktére charakteryzujg
sie duzg anomalig i wiekszg przepuszczalnoscig. Liposomy sg w stanie transportowac
wieksze ilosci srodka chemioterapeutycznego niz inne nanostruktury, przy jednoczesnym
zminimalizowaniu ryzyka szybkiego wycieku leku. Dodatkowo w liposomach mozna

umiesci¢ zaréwno hydrofilowe (wewnatrz liposomu) jaki hydrofobowe (w dwuwarstwie
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lipidowej) zwigzki. W porédwnaniu z konwencjonalnymi lekami zastosowanie liposomow
zmniejsza niektére z najczesciej wystepujgcych efektdw ubocznych chemioterapii, takie jak
nudnosci i wymioty (Sercombe i wsp., 2015). Obecnie prowadzone badania majg na celu
aktywne ukierunkowanie liposoméw na komérki nowotworowe. Szczegdlnie wazne jest
opracowanie bioaktywnych ligandéw na zewnetrznej powierzchni liposomu, np. peptyddéw
penetrujgcych btone komdrkowa. Ich wykorzystanie moze znacznie przyczyni¢ sie do
ulepszenia funkcji przenosnikowych liposomu. Przyktadem takiego peptydu jest gH625,
pozyskany z glikoproteiny H wirusa Herpes simplex typu 1, ktéry zostat po raz pierwszy
syntetyzowany i charakteryzowany przez zespdt wtoskich naukowcéw z Uniwersytetu

Neapolitariskiego im. Fryderyka Il w 2005 roku (Galdiero i wsp., 2005).

Zakazenie wirusem opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) jest powszechne u ludzi
i powoduje nawracajgce zmiany s$luzéwkowo-skdrne w obrebie jamy ustnej, twarzy lub
narzgddéw ptciowych. W rzadkich przypadkach infekcja moze prowadzi¢ do zapalenia opon
moézgowych lub zapalenia moézgu. Fuzja otoczki wirusowej z btong komdérkowa wymaga
interakcji pomiedzy czterema glikoproteinami (gD, gH, gL i gB) i receptorami komérkowymi.
Pierwszy etap zostaje zainicjowany jest kiedy gD wigze sie z jednym z jego receptoréw
komodrkowych: siarczanem heparanu, nektyna-1 lub mediatorem wejscia wirusa opryszczki
(HVEM). Ta interakcja aktywuje heterodimer gH/glL, a nastepnie gB (Galdiero i wsp., 2008;
Cooper i Heldwein, 2015). Glikoproteina gH wirusa HSV-1 ma dtugos¢ 838 reszt
aminokwasowych oraz sktada sie z pojedynczej domeny transbtonowej i krétkiego
cytoplazmatycznego ogona zawierajgcego 14 aminokwasow. Aby mogta nastgpic¢ fuzja
wirusa HSV-1 bezwzglednie wymagana jest obecnos¢ heterodimeru gH/glL, jednak jego

wtasciwa rola nie jest jeszcze dobrze znana (Weed i Nicola, 2017).

Domena glikoproteiny H obejmujaca reszty 625-644 jest odcinkiem, ktéry wykazuje
najwyzszg zdolnos¢ do fuzji z btong komdrkows. Amfifilowy peptyd gH jest bogaty w reszty
hydrofobowe: glicyna, leucyna, alanina oraz reszty aromatyczne takie jaki tryptofan
i tyrozyna. Dotychczasowe badania ustality, ze dodatnio natadowany C-koniec jest
niezbedny do wigzania z btong, a tryptofan do penetracji btony, a obecnos¢ histydyny
i glicyny na N-koncu silnie zwieksza aktywno$é fuzyjng. Fuzja peptydu gH625

z hydrofilowym regionem grup lipidowych zachodzi przy udziale aminokwasdw zasadowych
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i aromatycznych. Przenikanie peptydu jest zatem skorelowane z hydrofobowoscig
i amfifilowoscig sekwencji. Reszty aromatyczne sg odpowiedzialne za wnikanie peptydu do
wnetrza dwuwarstwy lipidowej, natomiast reszty zasadowe stabilizujg to oddziatywanie.
gH625 silnie oddziatuje na btone komodrkowg, spontanicznie wnika do dwuwarstwy
lipidowe] jako a-helisa i nastepnie powodujgc tworzenie poréw oraz pekniecia
przemieszcza sie do cytoplazmy. Molekularny mechanizm penetracji nie zostat jeszcze
doktadnie wyjasniony. Dotychczasowe ustalenia sugeruja, ze transport nie jest zwigzany

z klasycznymi mechanizmami endocytozy (Galdiero i wsp., 2012 i 2015).

Peptyd gH625 wykazuje wyjatkowe wiasciwosci wektorowe i jest w stanie
efektywnie dostarczaé¢ szereg rdéznych klas zwigzkéw, ktére wywotujg pozgdany efekt
w oczekiwanych lokalizacjach organizmu. Ze wzgledu na wysokg stabilno$¢, szybkosc¢
penetracji i skutecznos¢ poprawy biodostepnosci zwigzkdw moze by¢ obiecujgcym
kandydatem do zaprojektowania docelowego systemu dostarczania. Badania wskazujg, ze
peptyd moze byé stosowany do posredniczenia w dostarczaniu zwigzkdw (z nienaruszong
ich bioaktywnoscig) do kazdej dowolnej tkanki lub narzadu, rowniez do pokonania bariery
krew-mézg. Zdolno$¢ do penetracji komdrek moézgowych przez gH625 zostafa
potwierdzona w badaniach in vitro z wykorzystaniem linii komadrek ludzkiej neuroblastomy
(SH-SY5Y) i glioblastomy (U-87 MG) oraz in vivo u szczuréw. Badania in vitro wykazaty, ze
obie linie komérkowe byty w stanie pochtong¢ 90% podanego peptydu. Podczas badan
przeprowadzonych na szczurach stwierdzono obecnos$é gH625 w srédbtonku naczyniowym
mozgu oraz w neuronach. Uzyskane wyniki potwierdzajg, ze peptyd gH625 dociera do kory
moézgowej i moze zostaé wykorzystany do dostarczania lekédw do osrodkowego uktadu

nerwowego (Valiante i wsp., 2015; Falanga i wsp., 2018).

Dotychczas peptyd gH625 jako wektor utatwiajgcy transport lekéw
przeciwnowotworowych zostat wykorzystany w potaczeniu z liposomalng formg metotreksatu
i doksorubicyny. Leki zostaty zamkniete w przenosniku liposomalnym, a peptyd gH625 zostat
dotgczony do powierzchni liposomu. W obu przypadkach obecno$¢ peptydu zwiekszata
transport leku do wnetrza komaorki oraz jego zdolnos$¢ przeciwnowotworowsy. Liposomalna
doksorubicyna z peptydem gH625 byta w stanie dotrze¢ do jadra komdrkowego i indukowata

apoptoze w opornych komdrkach linii niedrobnokomaérkowego raka ptuca A549, przeciwnie do
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liposomalnej doksorubicyny, ktéra nie zawierata peptydu (Perillo i wsp., 2016). Podobne wyniki
otrzymano w przypadku liposomalnego metotreksatu z gH625, ktérego wieksza ilo$¢ byta
transportowana do wnetrza komérek Hela. Obecnosé peptydu przyspieszata réwniez efekty
cytotoksyczne liposomalnego leku. Uzyskane wyniki zachecajg do projektowania liposomoéw z
dotgczonym peptydem gH625, zawierajgcych réznego rodzaju leki przeciwnowotworowe

(Perillo i wsp., 2015).
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2. ZALOZENIA | CEL PRACY

Uzasadnienie tematu badan

Taksany paklitaksel i docetaksel s jednymi z najskuteczniejszych lekéw
chemioterapeutycznych stosowanych w monoterapii lub w skojarzeniu z innymi lekami
przeciwnowotworowymi w leczeniu systemowym licznych typédw nowotwordéw ztosliwych
(Mutschler i wsp., 2010; DeVita i wsp., 2015). Leki te nalezg do cytostatykow
fazowospecyficznych, stabilizujgcych mikrotubule wrzeciona kariokinetycznego. Taksany
wigzg sie z podjednostkg B-tubuliny mikrotubul, co wywotuje zmiany konformacyjne
i polimeryzacje mikrotobul oraz prowadzi do reorganizacji sieci mikrotubularne;j.
Przytaczenie taksanu do B-tubuliny zaktéca dynamike mikrotubul wrzeciona
kariokinetycznego i hamuje ich depolimeryzacje. W rezultacie nastepuje zatrzymanie cyklu

komoérkowego i indukcja apoptozy.

Kliniczne zastosowanie taksandw wigze sie z powaznymi efektami toksycznymi,
w tym neutropenig, siniaczeniem, niedokrwistos$cig, nudnos$ciami, neuropatig obwodowag,
biegunkg i silnymi reakcjami nadwrazliwosci, spowodowanymi zastosowaniem
solubilizatoréw (Cremophor EL i Polisorbat 80) do rozpuszczenia lekéw. W celu
zredukowania toksycznosci taksanéw wobec komérek prawidtowych oraz podwyzszenia
ich indeksu terapeutycznego w ostatnich latach prowadzone s3 intensywne badania nad
opracowaniem odpowiedniego nosnika, ktéry bedzie dostarczat te leki bezposrednio do
guza nowotworowego. Jednym z rozwigzan, jest enkapsulacja taksanéw w nanonosnikach,
np. w liposomach, co moze ulepszy¢ farmakokinetyke i biodystrybucje lekdéw, a tym samym
zwiekszy¢ ich  skutecznos¢ terapeutyczng oraz zminimalizowaé  toksycznosc
ogolnoustrojowa. Liposomy o wielkosci 100 — 300 nm mogg takze poprawi¢ lokowanie
taksanow w guzie nowotworowym poprzez efekt zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji
(efekt EPR), ktéry zwigzany jest z wiekszg przepuszczalno$cig naczyn otaczajgcych guz
nowotworowy. Dotaczenie peptydu penetrujgcego btony komdrkowe do liposomu, moze
znaczagco polepszy¢ dystrybucje lekéw przeciwnowotworowych dostarczajgc ich
bezposredniego do komdrek nowotworowych, jak rowniez zwiekszy¢ ich retencje w guzach

nowotworowych.
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Uzasadnienie wyboru komorek endotelialnych jako modelu komdrek prawidfowych in vitro

Jako model komérek prawidtowych do badan in vitro wybrano ludzkie komdrki
srodbfonka mikrowaskularnego linii HMEC-1. W praktyce klinicznej taksany podawane s3
pacjentom onkologicznym we wlewach dozylnych i komérki srédbtonka naczyn krwionosnych

sg jednymi z pierwszych komérek narazonych na bezposrednie dziatanie tych lekéw.

Badania na ludzkich komodrkach s$rédbtonka mikrowaskularnego (ang. human
microvascular endothelial cells) napotykajg wiele trudnosci z uwagi na to, ze sg one trudne do
wyizolowania i zatozenia czystej hodowli oraz bardzo wymagajgce w stosunku do sktadnikow
odzywczych i warunkdéw zapewniajacych im optymalny wzrost. Komoérki srédbftonka
charakteryzujg sie ponadto ograniczonym cyklem zyciowym, przechodzac po 8-10 pasazach
w stadium starzenia. Odpowiednig alternatywg stanowig rosngce w monowarstwie

uniesmiertelnione komaérki endotelialne, np. linia HMEC-1 (ATCC® CRL-3243™).

Komorki linii HMEC-1 sg dobrze scharakteryzowane. Jest to pierwsza
unie$miertelniona ludzka linia komdrkowa srédbtonka mikrowaskularnego, ktéra
zachowuje wiele cech morfologicznych, fenotypowych i funkcjonalnych, typowych dla
prawidtowych ludzkich komérek endotelialnych. Komorki HMEC-1 wytwarzajg i wydzielajg
czynnik von Willebranda, eksprymujg antygeny powierzchniowe zwigzane z komérkami
Srodbtonka, w tym CD31 i CD36, epitopy rozpoznawane przez przeciwciata monoklonalne
EN4 i PAL-E, czasteczki adhezji komorkowej ICAM-1 i CD44, a po stymulacji interferonem-
gamma takze antygeny gtdwnego kompleksu zgodnosci tkankowej klasy Il. Wykazano
ponadto, ze komérki HMEC-1, nawet na bardzo wysokich pasazach (> 90), nie wykazujg
oznak starzenia. Stanowig wiec state, odnawialne Zrédto ludzkich endotelialnych
komoérek mikrowaskularnych i zgodnie z rekomendacjg American Type Culture Collection
(ATCC) moga by¢ stosowane jako zamiennik i model pierwotnych ludzkich komérek

srédbtonka naczyniowego w badaniach in vitro (Ades i wsp., 1992).
Gtowny cel pracy

Gtéwnym celem pracy byta ocena wiasciwosci cytotoksycznych stosowanych
klinicznie taksandéw (paklitaksel i docetaksel), enkapsulowanych w pegylowanym
nanonosniku liposomalnym skoniugowanym z penetrujgcym peptydem gH625 wobec

ludzkich komodrek linii HMEC-1, wywodzacych sie ze s$rédbtonka mikrowaskularnego.
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Wymienione nanoformy taksanoéw nie byly dotychczas badane, co stanowi element

nowosci pracy.

Hipoteza badawcza

Podstawa hipotezy badawczej i oczekiwanych wynikéw byto zatozenie, ze enkapsulacja
taksandéw w pegylowanym nanonosniku liposomalnym skoniugowanym z peptydem gH625
penetrujacym btony komdrkowe, bedzie obnizaé toksycznosc lekéw w uktadzie modelowym
in vitro (komorki srédbtonka mikrowaskularnego, linia HMEC-1), poprzez modyfikacje
molekularnych mechanizmoéw odpowiedzialnych za ich efekty cytotoksyczna w komadrkach

prawidtowych.

Zweryfikowanie hipotezy badawczej
Szczegdtowe badania wykonane w celu zweryfikowania hipotezy badawczej miaty na celu:

1) okreslenie wptywu wolnych i liposomalnych taksanéw (paklitaksel i docetaksel) na
proliferacje i przezywalnos¢ komodrek srddbtonka mikrowaskularnego — testy
cytotoksycznosci, krzywe przezywalnosci oraz analiza cyklu podziatowego komérek
traktowanych réznymi stezeniami tych lekéw,

2) pordéwnanie cytotoksycznosci wolnych i liposomalnych taksanéw wobec komdrek
srédrodbtonka mikrowaskularnego na podstawie analizy gtéwnych mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za efekty cytotoksyczne tych lekéw: uszkodzenia
DNA, zmiany potencjatu btony mitochondrialnej, indukcja stresu oksydacyjnego,
apoptozy i autofagii,

3) okreslenie roli nanonosnika liposomalnego i peptydu gH625 w toksycznosci

liposomalnych form taksandéw.
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3. MATERIALY

3.1. Odczynniki i media do hodowli komoérek

a) Odczynniki firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
— Czynnik wzrostu naskérka EGF (ang. Epidermal Growth Factor)
— Hydrokortyzon (ang. Hydrocortisone

— L-Glutamina (ang. L-Glutamine)

b) Odczynniki firmy Lonza, Verbiers, Belgia
— Mieszanina aminokwasow — 10 mM

— Mieszanina antybiotykdw — penicylina/streptomycyna (10 000 jednostek/ml
penicyliny i 10 000 pg/ml streptomycyny

— Roztwor trypsyny — 0,25% trypsyna, 1 mM EDTA

c) Odczynniki innych firm
— Bydleca surowica ptodowa (PAA Laboratories GmbH, Niemcy)
— Medium hodowlane MCDB 131 (PAN Biotech, Aidenbach, Niemcy)

3.2. Odczynniki chemiczne

W pracy stosowano odczynniki o najwyzszym dostepnym stopniu czystosci. Do
przygotowania roztwordéw i buforow uzywano dejonizowang wode, oczyszczong w uktadzie

odwrdéconej osmozy, o przewodnosci okoto 0,06 uS/cm (Elix3/Mili-Q firmy Millipore).

3.2.1. Sondy fluorescencyjne i barwniki
firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
— DAPI (4',6-diamidinodihydrochloran-2-fenylindonu (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole)

— JC-1 (jodek 5, 5,6, 6’-tetrachloro-1,1’,3, 3’-tetraetylobenzimidazo-karbocyjaniny,
ang. 5, 5°,6, 6’-tetrachloro-1,1’, 3, 3’-tetraethylbenzimida-zolcarbo- cyanine iodide),
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA

— Jodek propidyny (ang. propidium iodide)
— Monochlorobiman (MCB, ang. monochlorobimane)
— Monodansylokadaweryna (MDC, ang. monodansylocadaverine)

— REMA (resazuryna), 7-hydroksy-3H-fenoksyazyno-3-on-10-tlenku, sdél sodowa,
(ang. sodium salt, 7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide)
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— SRB (sulforodamina B, ang. sulforhodamine B)

— XTT (sél sodowa 2,3-bis [2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-tetrazolio-5-
karboksyanilidu, ang. sodium salt (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide)

3.2.2. Pozostate odczynniki
a) firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

— Agaroza LMP typ I-A (ang. Low Melting Point)
— Agaroza NMP typ VIl (ang. Normal Melting Point)
— Btekit trypanu

— CCCP (karbonylo-cyjano-m-chlorofenylohydrazon (ang. carbonyl cyanide
m-chlorophenyl-hydrazone)

— DMSO (dimetylsulfotlenek, ang. dimethyl sulfoxide)
— HBSS (ang. Hanks’ Balanced Salt solution)
— Kwas askorbinowy (ang. Ascorbic acid)
— NAC (N-acetyl-L-cysteina, ang. N-Acetyl-L-cysteine)
— Roztwér RNazy, 50 U/mg
— Triton® X-100
— Trizma® (hydrochloride Tris-HCI)
b) firmy POCh S.A, Gliwice, Polska

— wszystkie odczynniki stosowane do sporzgdzenia roztwordw, zawierajgcych
kwasy, zasady i sole (NaOH, HCI, NaCl, KCI, MgCl,, Na;-EDTA, CaCl;, 1 mM
Na;HPO4, etanol 96%

3.3. Leki przeciwnowotworowe

— Docetaksel (ang. Docetaxel, Taxotere®)

— Paklitaksel (Taksol®, ang. Paclitaxel, Taxol®)

Oba leki zostaty zakupione w firmie Sequoia Research Products Ltd., Pingbourne,
Wielka Brytania

3.4. Nanonos$niki lekow przeciwnowotworowych

Syntetyze i charakterystyke nanonosnikdbw  wykonano przez zespét
prof. Stefanii Galdiero (Department of Pharmacy and DFM Scarl, University of Naples

“Federico II”, Naples, Italy):
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— Pegylowane liposomy
— Peptyd gH625 penetrujgcy btony komodrkowe

— Pegylowany liposom skoniugowany z peptydem gH625

3.5. Drobny sprzet

Do hodowli komérek wykorzystano jatowy plastikowy sprzet jednorazowego uzytku
firmy PAA Laboratories GmbH, Niemcy:

— ptaskie butelki o powierzchni 25 cm?i 75 cm?

— szalki o srednicy 35i 60 mm

— przezroczyste i czarne mikroptytki 96-dotkowe

— probowki o pojemnosci 15 mli 50 ml

— koncowki do pipet automatycznych

— pipety Pasteura (plastikowe i szklane)
3.6. Aparatura

— cytometr przeptywowy BDUS LSR Il (Beckton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
USA) — analiza cyklu komérkowego

— czytnik mikroptytek 96-dotkowych Biotek PowerWave HT (Biotek Instruments,
Winooski, USA) — pomiary spektrofotometryczne (testy XTT, REMA, SRB)

— czytnik mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlandia) — pomiary
spektrofluorymetryczne: potencjat mitochondrialny (sonda fluorescencyjna JC-1),
zawartosé glutationu (monochlorobiman) oraz indukcja autofagii
(monodansylokadaweryna)

— mikroskop fluorescencyjny z odwréconym obiektywem Olympus IX70 (Olympus Ltd,
Tokyo, Japonia) — obserwacja i analiza komet DNA (barwnik fluorescencyjny DAPI)

— transmisyjny mikroskop elektronowy JEOL-1010 (JEOL Ltd., Tokio, Japonia) -
rozmiary i morfologia liposomow

3.7. Materiat biologiczny

Badania wykonano na ludzkich endotelialnych komdrkach mikrowaskularnych linii
HMEC-1 (ang. human microvascular endothelial cells), ze wzgledu na szczegdlne

wiasciwosci srodbtonka mikronaczyn krwionosnych i jego role w procesie angiogenezy.
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3.7.1. Charakterystyka komorek linii HMEC-1

Linia HMEC-1 zostata wyprowadzona z komdrek srédbtonka mikronaczyniowego
skoéry napletkéw neonatalnych, ktére poddano transfekcji wektorem plazmidowym pSVT,
opartym na plazmidzie pBR-322, zawierajgcym region kodujgcy duzy antygen T (produkt
genu wirusa SV40A).
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4. METODY

4.1. Ocena ksztattu i morfologii nanonosnika liposomalnego przy uzyciu transmisyjnego
mikroskopu elektronowego
Ksztatt i morfologie liposomdéw oceniano za pomocg transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM).
Analizowano:
— puste liposomy
— puste liposomy skoniugowane z penetrujgcym btony komdrkowe peptydem
gH625
— liposomy z enkapsulowanym lekiem (docetaksel lub paklitaksel)
— liposomy z enkapsulowanym lekiem (docetaksel lub paklitaksel), skoniugowane
z peptydem gH625
Z kazdego preparatu liposomow pobierano préby o objetosci 10 pl i nanoszono na
200-oczkowg miedziang siatke powlekang weglem (na jedne oczko nanoszono jedng
prébe). Proby barwiono przez 20 minut nasyconym roztworem octanu uracyluy,
przemywano wodg destylowang i po wysuszeniu w temperaturze pokojowej. analizowano

pod mikroskopem elektronowym JEOL-1010 (JEOL Ltd., Tokio, Japonia).

4.2. Hodowla i pasazowanie komérek

Komorki HMEC-1 hodowano w medium hodowlanym MCDB 131, z dodatkiem 10%
ptodowej surowicy bydlecej i antybiotykdw (10 U/ml penicylina i 0,5 mg/ml streptomycyna)
w inkubatorze CO; do hodowli komadrek, w temperaturze 37°C i atmosferze 5% CO; oraz
wilgotnosci wzglednej 100%. Medium hodowlane wzbogacano L-glutaming (10 mM),

hydrokortyzonem (1 pug/ml) oraz czynnikiem wzrostu naskérka EGF (10 ng/ml).

Komérki utrzymywano w fazie wzrostu logarytmicznego poprzez regularne
pasazowanie 2-3 razy w tygodniu przy uzyciu 0,25 % trypsyny z EDTA. Monowarstwe
komérek, po usunieciu medium hodowlanego, przemywano 0,9% NaCl. Nastepnie
dodawano 300-500 ul 0,25% roztworu trypsyny z EDTA (ilos¢ trypsyny byta zalezna od
powierzchni naczynia hodowlanego) i naczynie/szalke umieszczano w inkubatorze CO; na

okres 3-5 min. Przebieg procesu trypsynizacji kontrolowano pod mikroskopem. Po jego
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zakonczeniu delikatnie usuwano trypsyne i dodawano medium hodowlane o odpowiednie;j
dla danego naczynia hodowlanego objetosci. Po doktadnym wymieszaniu, przenoszono

zawiesine komorek do nowych, jatowych naczyn hodowlanych.

4.3. Ocena zywotnosci komadrek w hodowli metoda barwienia btekitem trypanu

Komorki przed pasazowaniem barwiono btekitem trypanu i oceniano ich zywotnos¢

w hemocytometrze Biirkera przy uzyciu mikroskopu swietlnego (Rycina 4.1).
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Rycina 4.1. Wz6r chemiczny btekitu trypanu.

Zasada metody

Btekit trypanu przenika swobodnie przez btone komdérek martwych, w ktérej na
skutek trwatego uszkodzenia dochodzi do utraty potencjatu pomiedzy strong zewnetrzng
i wewnetrzna. Barwnik nie wnika do cytoplazmy zywych komérek ze wzgledu na ujemny
fadunek ich bfony plazmatycznej. Pozostajg one bezbarwne, lekko opalizujgce, podczas gdy

cytoplazma komérek martwych, ulega zabarwieniu na kolor niebieski (Louis i Siegel, 2011).

Wykonanie oznaczenia

Z zawiesiny komoérek, uzyskanej w wyniku trypsynizacji monowarstwy, pobierano
3 préby o objetosci 100 ul kazda i barwiono 4% roztworem btekitu trypanu w NaCl
w stosunku objetosci 1:1. Niewielkg objetosé préby nanoszono na hemocytometr Biirkera
oraz zliczano pod mikroskopem wszystkie komdrki i komorki zabarwione na niebiesko
(martwe). Zywotnoé¢ komdrek wyliczano z ilorazu liczby komérek zywych i liczby wszystkich
komodrek w préobie oraz przeliczano na procenty, przyjmujac liczbe wszystkich zliczonych

komorek za 100%.

4.4. Inkubacja komérek HMEC-1 z badanymi zwigzkami

We wszystkich eksperymentach stosowano ten sam model inkubacji komadrek

z lekami, nanonosnikami i antyoksydantami. Okreslong liczbe komérek w dostosowanej do
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wielkosci naczynia hodowlanego objetosci medium hodowlanego wysiewano na szalki Petriego
lub mikroptytki 96-dotkowe — przezroczyste (pomiary spektrofotometryczne) lub czarne
(pomiary spektrofluorymetryczne) i hodowano przez 24 godziny w celu osiggniecia
logarytmicznej fazy wzrostu. Nastepnie do szalek lub odpowiednich dotkéw mikroptytek
dodawano po 100 pl medium zawierajgcego rézne stezenia lekéw, nanonosnik liposomalny,
peptyd gH625, lub nanonosnik liposomalny z przytaczonym peptydem gH625 (préby badane),
tylko medium hodowlane, (préby kontrolne) i inkubowano w inkubatorze CO, (37°C) do
hodowli komodrek przez 3 godziny (eksperymenty, w ktérych oznaczano zmian
mitochondrialnego potencjatu btonowego) lub 24 godziny (wszystkie pozostate analizy).
Zastosowane stezenia zwigzkéw podano w Tabeli 4.1. Po zakoriczeniu inkubacji wykonywano
od razu odpowiednig analize (czas 0 godzin) lub wymieniano medium i kontynuowano hodowle
komodrek przez 24 lub 48 godzin (hodowla poinkubacyjna) Na wykresach czasy, po ktérych
wykonywano analize oznaczono jako 0 h, 24 h i 48 h. W eksperymentach z uzyciem
antyoksydantéw (NAC, Troloks, Tiron) komdrki przed inkubacja z lekiem, preinkubowano przez

1 godzine z antyoksydantem, a nastepnie do mediumz antyoksydantem dodawano lek.

4.5. Metody oznaczenia cytotoksycznosci

Cytotoksycznos¢ wolnych i liposomalnych taksanow (PTX i DTX) wobec ludzkich
komodrek endotelialnych oceniano na podstawie wptywu lekédw na zywotnos¢, proliferacje
i przezywalnos¢ komoérek. Zastosowano trzy mikroptytkowe testy cytotoksycznosci: i) test

XTT, ii) test SRB oraz jii) test REMA. Zakres stezen zwigzkéw podano w Tabeli 4.2.

4.5.1. Mikroptytkowy test spektrofotometryczny z XTT

Zasada metody

Testy kolorymetryczne oparte na redukcji XTT (lub MTT) s3 najczesciej
wykonywanymi testami cytotoksycznosci w praktyce laboratoryjnej. Stosowane sg m.in. do
okreslania wrazliwosci komérek i drobnoustrojow na czynniki chemiczne i leki oraz oceny
zywotnosci i intensywnosci proliferacji komarek eukariotycznych w odpowiedzi na czynniki
toksyczne (Buttke i wsp., 1993; De Logu i wsp., 2001; Berridge i wsp., 2005; Wolter i wsp.,
2005). Testy te umozliwiajg ocene zmian aktywnosci metabolicznej zywych komorek

(aktywnosci oksydacyjnej mitochondriéw) pod wptywem czynnikéw toksycznych.
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Tabela 4.1. Stezenia zwigzkdw stosowanych w eksperymentach.

Nanonosnik liposomalny (Lipo)

(maksymalne stezenie
liposomu w prébach)

PTX enkapsulowany w nanonosniku IC10 5,21 nmol/I
liposomalnym (LipoPTX) 0,5 ICsp 5,96 nmol/I
PTX enkapsulowany w nanonosniku 1Cs0 11,92 nmol/I
liposomalnym skoniugowanym 2 1Cso 23,84 nmol/I
z peptydem gH625 (LipoPTX-gH625) ICa0 27,28 nmol/I
DTX enkapsulowany w nanonosniku IC10 1,99 nmol/I
liposomalnym (LipoDTX) 0,5 1Cso 3,79 nmol/I
DTX enkapsulowany w nanonosniku 1Cs0 7,58 nmol/I
liposomalnym skoniugowanym 2 1Csp 15,15 nmol/I
z peptydem gH625 (LipoDTX-gH625) ICa0 28,77 nmol/I
MIN 29,7 nmol/I

MAX
(minimalne stezenie
liposomu w prébach)

9028,65 nmol/I

LipoMIN 29,7 nmol/I
Nanonosnik liposomalny skoniugowany LipoMAX 9028,65 nmol/I
z penetrujacym peptydem gH625 gH625min 0,5 nmol/I
gH625min 292,5 nmol/I
min 0,5 nmol/I
(minimalne stezenie
Peptyd penetrujgcy gH625 peptydu w probach)
max 292,5 nmol/I
(maksymalne stezenie
peptydu w prébach)
NAC 3 mmol/I
TROLOKS 50 pumol/I
TIRON 200 umol/I

Tabela 4.2. Zakres stezen zwigzkéw stosowanych w badaniach cytotoksycznosci.

gH625) skoniugowanym peptydem gH625

Peptyd gH625 0-350 nmol/I
Nanonos$nik liposomalny (Lipo) 0-10 000 nmol/I
PTX 0-100 nmol/I
PTX enkapsulowany w nanonosniku liposomalnym (LipoPTX) 0-100 nmol/I
PTX enkapsulowany w nanonosniku liposomalnym skoniugowanym | 0-100 nmol/I

z peptydem gH625 (LipoDTX-gH625)

DTX 0-60 nmol/I
DTX enkapsulowany w nanonosniku liposomalnym (LipoDTX) 0-60 nmol/I
DTX enkapsulowany w nanonosniku liposomalnym (LipoDTX- 0-60 nmol/I
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XTT nalezy do soli tetrazolowych drugiej generacji, ktére posiadajg fadunek ujemny
i stabo penetrujg do wnetrza komadrek. Proces ich redukcji zachodzi gtéwnie na powierzchni
komorki lub w btonie plazmatycznej z udziatem przezbtonowego faricucha transportu
elektronéw. Metoda XTT oparta jest na redukcji jasnozéttej soli tetrazolowej XTT do
jaskrawo-pomaranczowej pochodnej formazanu przez aktywng mitochondrialng
dehydrogenaze bursztynianowg tancucha oddechowego (Rycina 4.2). Zmiana koloru
barwnika spowodowana jest peknieciem dodatnio natadowanego pierscienia
tetrazolowego. Otrzymany produkt jest tatwo rozpuszczalny w wodzie, co umozliwia odczyt
absorbancji roztworu. Redukcja XTT zachodzi tylko w aktywnych metabolicznie komodrkach,
ktére posiadajg nienaruszong btone komérkowg i aktywng mitochondrialng
dehydrogenaze. Czynniki uszkadzajace komorke, ktére niszcza te btony i tancuch
oddechowy, inaktywujg enzym, a tym samym uniemozliwiajg redukcje XTT do formazanu.
llos¢ wytworzonego formazanu w okreslonych warunkach odzwierciedla aktywnosc
enzymoéw mitochondrialnych i jest proporcjonalna do absorbancji jego wodnego roztworu,
a posrednio do liczby zywych komdrek w badanej prébie (Berridge i wsp., 2005; Stockert
i wsp., 2018). Reakcja wymaga obecnosci odczynnika sprzegajgcego elektrony,
np. metosiarczan fenazyny (PMS-Phenazine methosulfate), ktéry jest posrednim akceptorem
elektrondw oraz wspomaga redukcje XTT i powstanie pochodnej formazanu. W pracy

zastosowano metode opisang przez Scudiero i wsp. (1988), w modyfikacji Szwed i wsp. (2016).
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Rycina 4.2. Redukcja soli tetrazolowej XTT do barwnego formazanu.

Wykonanie oznaczenia

Po zakonczeniu 48-godzinnej hodowli poinkubacyjnej komdrek inkubowanych przez

24 godziny z badanymi zwigzkami, do dotkdw mikroptytki dodawano po 75 ul roztworu XTT
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(stezenie koncowe 0,3 mg/ml), zawierajgcego metosiarczan fenazyny (PMS) o stezeniu
korncowym 1% i mikroptytki wstawiano do inkubatora CO; (37°C) na 4 godziny. Absorbancje
roztworu mierzono przy dtugosci fali A = 450 nm i diugosci fali odniesienia A = 690 nm za
pomocg czytnika mikroptytek PowerWave HT firmy Biotek Instruments (Winooski, USA).
Odsetek komodrek zywych wyrazano jako procent komérek kontrolnych, ktérych zywotnos¢

przyjeto za 100%.

4.5.2. Mikroptytkowy test spektrofotometryczny z resazuryng (REMA)

Zasada metody

Resazuryna jest zwigzkiem, ktdry tatwo ulega redukcji i wykazuje duzg wrazliwosé
na zmiany pH Srodowiska zmieniajgc barwe z z6ttej (pH<3,8) na fioletowg (pH>6,5). Zwigzek

stosowany jest od wielu lat jako wskaznik redoks i pH.

Roztwér resazuryny po rozpuszczeniu w buforze fizjologicznym ma
ciemnoniebieskie zabarwienie i nie wykazuje wtasciwosci fluorescencyjnych. Po wniknieciu
do cytoplazmy zywych komodrek resazuryna, przy udziale dehydrogenaz komérkowych,
traci atom tlenu i ulega redukcji do rezorufiny, ktéra ma zabarwienie rézowe i posiada
wtasciwosci fluorescencyjne (Rycina 4.3). W okreslonych warunkach ilos¢ powstatego
produktu (rezorufiny) jest proporcjonalna do frakcji aktywnych metabolicznie komorek.
Fluorescencje rezorufiny lub absorbancje resazuryny mozna zmierzy¢ fluorymetrycznie lub
spektroforometrycznie (Elshikh i wsp., 2016; Riss i wsp., 2016). Resazuryna nie ulega

redukcji w uszkodzonych lub martwych komérkach.

Test cytotoksycznosci wykorzystujgcy resazuryne jest znacznie mniej toksyczny dla
komoérek niz standardowo wykonywane testy MTT/XTT, co umozliwia tandemowe
wykonanie obu testow na tych samych komadrkach i mikroptytce. Nalezy jednak unikac
dtugich czasoéw inkubacji, po ktérych dochodzi do catkowitej redukcji resorufiny i powstania
bezbarwnej i niefluoryzujgcej hydroresorufiny, ktdra moze zaktécaé zaréwno pomiary
kolorymetryczne, jak i fluorescencyjne (Czekanska, 2011; Elshikh i wsp., 2016). W trakcie
reakcji pomiedzy zabarwieniem niebieskim roztworu resazuriny, a zabarwieniem rézowym
roztworu resorufiny, pojawia sie caty szereg posrednich barw niebieskofioletowych
i czerwonofioletowych. W pracy wykorzystano zmodyfikowang wersje metody opisang przez

Silva i wsp. (2016).
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Wykonanie oznaczenia

Po 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej usuwano medium hodowlane z dotkdw
mikroptytek, przemywano monowarstwe komadrek roztworem PBS, a nastepnie dodawano
po 100 pl roztworu resazuryny o stezeniu 1 mg/ml w PBS (stezenie koricowe w medium
dotkéw 0,0125 mg/ml). Po 2-godzinnej inkubacji komérek w inkubatorze CO; (37°C)
mierzono fluorescencje produktu redukcji resazuryny (resorufiny) przy dtugosci fali
wzbudzenia A = 540 nm i dtugosci fali emisji A = 590 nm na czytniku mikroptytek Fluoroscan
Ascent FL firmy Labsystem (Helsinki, Finlandia).
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Rycina 4.3. Redukcja resazuryny do resorufiny.

4.5.3. Mikroptytkowy test spektrofluorymetryczny z sulforodaming B (SRB)

Metoda oznaczenia cytotoksycznosci z uzyciem sulforodaminy B (SRB) zostata
opracowana po raz pierwszy przez Skehan i wsp. w 1990 roku (Skehan i wsp., 1990).

W pracy zastosowano zmodyfikowang wersje opracowang przez Silva i wsp. (2016).

Zasada metody

Test z SRB, podobnie jak testy z MTT/XTT, jest czesto stosowang metodg do badan
cytotoksycznosci zwigzkdow w modelach komérkowych in vitro. Wzér strukturalny
sulforodaminy B przedstawiono na Rycinie 4.4. Jest ona ujemnie natadowanym, jaskrawo-
rézowym barwnikiem aminoksantynowym, zawierajgcym dwie grupy sulfonowe. W tagodnych
warunkach kwasowych i odpowiednim pH, SRB wigze sie elektrostatycznie i w sposdb
stechiometryczny z zasadowymi resztami aminokwasow biatek komérkowych, natomiast
w warunkach zasadowych oddysocjowuje od nich. llo$¢ barwnika uwolnionego z komorek, jest
wprost proporcjonalna do ich liczby i do ilosci zawartego w nich biatka (Vichai i Kirtikara, 2006;
Orellanai Kasinski, 2016). Oznaczenie wykonywano na komodrkach utrwalonych 1% roztworem
kwasu trichlorooctowego (TCA) w metanolu. W pracy zastosowano zmodyfikowang wersje

metody opracowang przez Silva i wsp. (2016).
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Wykonanie oznaczenia

Pierwszy etap oznaczenia stanowit utrwalenie komérek. W tym celu do dotkéw
mikroptytki dodawano po 100 pl schtodzonego 1% roztworu kwasu octowego
w metanolu. Ptytki owijano parafilmem i umieszczano w zamrazarce (-20°C) na minimum
3 godziny, a po wyjeciu monowarstwe komadrek przemywano dokfadnie wodg destylowang
i pozostawiano do wyschniecia w temperaturze pokojowej. Nastepnie do dotkdéw
z utrwalonymi komérkami dodawano po 50 pl 0,05% roztworu SRB i inkubowano przez
1 godzine w inkubatorze CO, (37°C). Po zakonczeniu inkubacji usuwano nadmiar
niezwigzanej przez biatka komoérkowe sulforodaminy, przemywajgc kilkakrotnie
monowarstwe komoédrek 1% kwasem octowym oraz pozostawiano do wyschniecia.
Bezposrednio przed pomiarem do dotkéw mikroptytki dodawano po 100 pl buforu Tris
o stezeniu 10 mM (pH=10), a nastepnie wytrzgsano w czytniku mikroptytek przez 30
sekund. Absorbancje préb mierzono za pomoca czytnika PowerWave HT firmy Biotek
Instruments (Winooski, USA) przy dtugosci fali A=540 nm. Srednie wartosci absorbancji
przedstawione na wykresach standaryzowano w odniesieniu do absorbancji kontroli

(komérki nietraktowane zwigzkami), ktérej wartosc przyjeto za 100%.

Rycina 4.4. Wzér strukturalny soli sodowej sulforodaminy B (SRB).
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4.6. Ocena wtasciwosci antyproliferacyjnych
4.6.1. Analiza cyklu komdorkowego metoda cytometryczna

Zasada metody

Cykl komodrkowy jest Scisle kontrolowanym procesem, ktéry zapewnia wzrost
i namnazanie komodrek i w wyniku, ktérego z jednej komdrki macierzystej powstajg dwie
komorki potomne, stanowigce jej wierne kopie. Analiza cyklu komdérkowego za pomocg
cytometrii przeptywowej (ang. flow cytometry — FCM) jest jedng z najczesciej stosowanych
metod w badaniach nad nowymi zwigzkami o potencjalnych wtasciwosciach
nowotworowych. Metoda umozliwia szybkg, ilosciowg analize duzej liczby préb poprzez
pomiar ploidii wyznakowanego fluorochromem DNA, emitujgcego fluorescencje
w odpowiednio naswietlonych komérkach. Metoda FCM stosowana jest najczesciej
w badaniach majacych na celu okreslenie, w jaki sposdb badany zwigzek wptywa na
proliferacje (przebieg replikacji) komorek oraz do ilosciowego oznaczenia odsetka komdrek
znajdujacych sie w poszczegdlnych fazach cyklu podziatowego. Taka analiza pozwala
okresli¢ m.in. czy potencjalny lek przeciwnowotworowy jest fazowo specyficzny, tzn. czy
dziata tylko na komarki znajdujgce sie w okreslonej fazie cyklu mitotycznego. Metoda oparta
jest na doktadnej analizie histogramu DNA, ktory odzwierciedla zmian ilosci DNA w trakcie

trwania cyklu (2n—> 4n).

Najczesciej wykorzystywanymi barwnikami fluorescencyjnymi do analizy cyklu
komérkowego sg fluorochromy wnikajgce przez btone komoérkowg do wnetrza
permeablizowanych komérek i wigzace sie stechiometrycznie z DNA na zasadzie interkalacji,
np. DAPI, jodek propidyny (PI). Analize wykonuje sie na komadrkach utrwalonych w etanolu.
Pomiar fluorescencji DAPI wymaga odpowiedniego wyposazenia cytometru do pomiaréw
fluorescencji w zakresie UV. Wadg Pl natomiast jest brak specyficznosci jego reakcji z DNA.
Fluorochrom wigze sie zaréwno z DNA, jak i z dwuniciowym RNA, co wymaga dodatkowego
trawienia probek RNazg. W pracy do analizy cyklu komdrkowego wykorzystano metode

opisang przez Darzynkiewicz i Juan (2001).
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Wykonanie oznaczenia

Komdrki wysiewano na szalki o $rednicy 60 mm (0,5x10° komérek w 3 ml
medium/szalke) i hodowano przez 24 godziny, aby mogty osiggna¢ logarytmiczng faze
wzrostu. Nastepnie dodawano badane zwigzki w stezeniu koncowym ICio, 0,5 1Cso, 1Cs,
2 1Csp oraz ICqo i inkubowano przez kolejne 24 godziny. W czeséci doswiadczen komorki przed
inkubacjg z lekami preinkubowano przez godzine z antyoksydantami (3 mM NAC, 50 uM
Troloks lub 200 uM Tiron). Po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji z lekami wymieniano
medium i komérki hodowano przez kolejne 24 i 48 godziny (hodowla poinkubacyjna 24 h
i 48 h). Z czesci szalek uwalniano komorki bezposrednio po zakonczeniu inkubacji

z badanymi zwigzkami (czas 0 h).

Komorki uwalniano z monowarstwy za pomoca trypsynizacji, odwirowywano przez 10
minut przy szybkosci 400xg w temperaturze pokojowej, a nastepnie przemywano dwukrotnie
PBS. Zawiesine komoérek w 100 pl PBS utrwalano w 1 ml 70% etanolu (-20°C)
i przechowywano w tej temperaturze do czasu analizy. Bezposrednio przed analizg utrwalong
w etanolu zawiesine komérek odwirowywano przy predkosci 10 000 obr/min przez 10 minut
w temperaturze 4°C. Osad przemywano zimnym (4°C) PBS w celu usuniecia reszty etanolu
i zawiesine komodrek ponownie wirowano w tych samych warunkach. Do osadu komorek
dodawano 300 pl roztworu PBS zawierajgcego 4 mg/ml jodku propidyny (stezenie koricowe 75
M) oraz 1 mg/ml RNAzy A (stezenie koricowe 20 pg/ml) i inkubowano przez co najmniej 30
minut w 37°C, w ciemnosci. Zabarwione komodrki analizowano za pomocg cytometru
przeptywowego (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) zliczajac 10 000 komérek w kazdej z préb.
Dane analizowano za pomocg oprogramowania FlowJo 7.6.1 (Ashland, OR, USA)
z zastosowaniem algorytmu Watsona (Wieczorek i wsp., 2016).

4.7. Analiza uszkodzen DNA metodq kometowa w wersji alkalicznej (elektroforeza
pojedynczej komorki)

Zasada metody

Elektroforeza zelowa pojedynczych komodrek, zwana réwniez testem kometowym,
jest szybka i czutg metoda stuzgcg do oceny uszkodzen DNA na poziome pojedynczej
komorki. Metode te wykorzystuje sie do wykrywania czynnikdw genotoksycznych

i rakotwodrczych. Komérki inkubowane z testowanym zwigzkiem osadza sie na cienka
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warstwe zelu agarozy, rozprowadzonej na szkietku mikroskopowym, a nastepnie poddaje
sie lizie i elektroforezie. W celu wykrycia dwuniciowych peknie¢ DNA przeprowadza sie
elektroforeze w warunkach neutralnych. Natomiast w warunkach alkalicznych wykrywane
sgq zarowno pekniecia jednoniciowe jak i dwuniciowe. Uwolnione DNA ulega denaturacji
i podczas elektroforezy przemieszcza sie w zelu agarozowym w kierunku anody.
Obraz, uzyskany po zabarwieniu barwnikiem fluorescencyjnym DAPI, przypomina
,komete” z wyrazing ,gtowq” (nienaruszone DNA) i ,ogonem” (uszkodzone fragmenty
DNA). Dtugos¢ ogona zalezy od wielosci i liczby peknietych nici DNA (Collins, 2004; Dhawan
i wsp., 2009).

Wykonanie

Komérki (1x10°) wysiewano na szalki o $rednicy 35 mm i hodowano w medium przez
24 godziny aby umozliwi¢ im osiggniecie logarytmicznej fazy wzrostu. Po tym czasie do
odpowiednich szalek dodawano wolne i litaksany, liposomalng forme taksanéw oraz
liposomalng forme taksandw zawierajgca ligand peptydowy gH625. Koricowe stezenia
lekéw wynosity: 1Cio, 0,5 1Cs0, 1Cso, 2 ICso oraz ICeo. Komérki inkubowano z lekami przez
24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji wymieniano medium i kontynuowano hodowle przez
24 i 48 godzin (hodowla poinkubacyjna 24 h i 48 h) lub przystepowano od razu do analizy —
czas 0 godz.(hodowla poinkubacyjna 0 h). Komérki uwalniano z monowarstwy za pomocg
trypsyny, po czym odwirowywano przez 10 min przy 100xg w temperaturze 4°C. Osad
komoérek przemywano PBS i ponownie wirowano. Do otrzymanego osadu komoérek
dodawano niewielkiej ilosci PBS oraz roztwdr 0,5% agarozy o niskiej temperaturze
topnienia (agaroza LMP) i nanoszono na szkietko podstawowe pokryte dwiema warstwami
agarozy o normalnej temperaturze topnienia (agaroza NMP). Szkietka lizowano w zimnym
buforze (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Triton X-100, pH=10) przez 1 godzine.
Po zlizowaniu komérek szkietka przemywano wodg i umieszczano w buforze rozwijajgcym
(300 MM NaOH i1 mM EDTA) na 20 min. Nastepnie wykonywano rozdziat elektroforetyczny
przez 20 minut (29 V, 300 mA). llosciowa analize obrazu komety DNA preparatow
wybarwionych roztworem DAPI (2 pg/l) wykonano przy uzyciu kamery podtgczonej do
mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus IX70; Tokyo, Japan). Procentowg zawartos¢ DNA

w ogonie komety wyliczano za pomocg programu komputerowego CaspLap (Wroctaw, Polska).
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4.8. Metody oceny stresu oksydacyjnego
4.8.1. Oznaczenie zawartosci glutationu za pomoca monochlorobimanu

Tripeptyd y-glutamylocysteinyloglicyna (glutation, GSH) odgrywa kluczowg role
w ochronie komoérek przed uszkodzeniami powstajgcymi w wyniku stresu oksydacyjnego.
Glutation zbudowany jest z trzech aminokwaséw (L-glutamina, cysteina, glicyna)
i wystepuje we wszystkich komadrkach eukariotycznych w dos¢ duzych stezeniach (rzedu
1-10 mM) oraz w dwdch formach: zredukowanej (GHS) i utlenionej (GSSG). Wiekszos¢
komérkowego GSH jest obecna w cytozolu (85-90%), a pozostata cze$¢ w organellach
komodrkowych, m. in. w mitochondriach, macierzy jadrowej, peroksysomach i siateczce
endoplazmatycznej. Glutation odgrywa bardzo wazng role w obronie antyoksydacyjnej,
metabolizmie sktadnikow odzywczych oraz w wielu procesach i reakcjach komérkowych
(ekspresji gendw, syntezie DNA i biatek, proliferacji, apoptozie oraz przekazywaniu
sygnatéw w komdrce). Jego gtéwnym zadaniem jest utrzymanie grup tiolowych biatek
w stanie zredukowanym. Sam glutation jest waznym przeciwutleniaczem, bezposrednio
reagujgcym z reaktywnymi formami tlenu i azotu, oraz z wolnymi rodnikami. Neutralizuje
takze endogenne i egzogenne toksyny o charakterze elektrofilowym. W wyniku reakgji
glutationu z wolnymi rodnikami powstaje rodnik glutationylowy (GS*®), ktéry jest mniej
szkodliwy dla komdrek. Rodniki tiylowe glutationu mogg tgczy¢ sie z réznymi czgsteczkami,
jak réwniez z innymi rodnikami tiylowymi, co prowadzi do utworzenia utlenionej formy
glutationu — disiarczku glutationu (GSSG). Powstaje on rowniez w reakcjach katalizowanych
przez peroksydaze glutationowa. GSSG moze zosta¢ usuniety z komérki lub ponownie
zredukowany do GSH przez reduktaze glutationowg przy udziale NADPH, ktéry ulega
utlenieniu do NADP* (Lv i wsp., 2019).

Utrzymanie optymalnego stosunku GSH/GSSG w komdrce ma kluczowe znaczenie
dla jej przezycia. Niedobdr GSH naraza komérke na uszkodzenia oksydacyjne. Niski poziom
GSH obserwowany jest w patogenezie wielu chordb, w tym nowotwordéw, zaburzen
neurodegeneracyjnych, mukowiscydozy, cukrzycy, u oséb zakazonych wirusem HIV oraz
w zaburzeniach pracy watroby (Sung i in, 2001; Wu i wsp., 2004). Zmiany w stezeniu

zredukowanego glutationu mogg wskazywac na zburzenia réwnowagi oksydoredukcyjne;j.
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Zasada metody

Do oznaczenia GSH  zastosowano  metode  spektrofluorymetryczng
z monochlorobimanem (MCB). Monochlorobiman reaguje z glutationem w reakgji
katalizowanej przez komdrkowgq S-transferaze glutationu (Rycina 4.5). W wyniku reakgji
powstaje fluorescencyjny koniugat biman-glutation (GSH-MCB). Duzg zaleta MCB jest jego
zdolnosé do przenikania przez btone komadrkowa, dzieki czemu wykorzystywany jest jako sonda

do oznaczenia ilosci GSH w zywych komaérkach (Millis i wsp., 1997; Waak i Dringen, 2006).

Wykonanie oznaczenia

Komérki HMEC-1 wysiewano na czarng, 96-dotkowa mikroptytke (5x10° komérek/
dotek) i hodowano przez 24 godziny, aby mogty osiggnac logarytmiczng faze wzrostu.
Nastepnie dodawano analizowane zwigzki i inkubowano przez kolejne 24 godziny. Po tym
czasie wymieniano medium i kontynuowano hodowle przez 24 i 48 godzin lub dokonywano
pomiaru bezposrednio po zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami (czas 0 godz.). Do kazdego
dotka dodawano roztwdér monochlorobimanu w stezeniu koricowym 40 pumol/I
i inkubowano w inkubatorze CO, do hodowli komérek w temp. 37°C przez 20 minut.
Roztwér podstawowy MCB o stezeniu 40 mmol przygotowano rozpuszczajagc 9 mg
odczynnika w 1 ml absolutnego etanolu. Pomiaru fluorescencji dokonywano przy uzyciu
czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem, Finlandia) przy dtugosci fali
wzbudzenia Aex = 380 nm i fali emisji Aem = 470 nm. Po doktadnym odmyciu barwnika
komorki lizowano za pomocg 50 pl buforu lizujgcego (10 mmol/l TRIS-HCI (pH 8),
zawierajgcego 0,1% Triton X-100. W celu znormalizowania liczby komérek w poszczegdlnych
probach oznaczano ilos¢ DNA dodajac do kazdego dotka po pomiarze fluorescencji MCB po
50 pl bromku etydyny (EB, koricowe stezenie 0,2 mmol/l) i mierzac fluorescencje EB przy
dtugosci fali wzbudzenia Aex = 530 nm i fali emisji Aem = 590 nm. Wyniki uzyskane z
wykorzystaniem krzywej wzorcowej (réwnanie krzywej: y=4,0626x (x — nmol/l GHS,

y — stosunek fluorescencji GSH-MCB i fluorescenc;ji EB) przeliczano na nmol/l GSH.
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Rycina 4.5. Schemat przestawiajagcy powstanie fluorescencyjnego produktu w wyniku
reakcji monochlorobimanu (MCB) z glutationem (GSH). Reakcja jest
katalizowana przez S-transferaze glutationu.

4.9. Pomiar kinetyki zmian potencjatu mitochondrialnego (AWm) przy uzyciu
mikroptytkowej metody spektrofluorymetrycznej z sonda fluoroscencyjna JC-1

Mitochondrialny potencjat transbtonowy (MMP, AWm) generowany jest przez
potencjat elektryczny utworzony w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej. Pomiar
MMP jest przydatny do oceny funkcji mitochondriéw oraz zaburzen w funkcjonowaniu
btony mitochondrialnej, takich jak np. jej depolaryzacja i hyperpolaryzacja. Depolaryzacja
btony mitochondrialnej moze by¢ indukowana przez ksenobiotyki, ktére zaktdcajg procesy
komoérkowe oraz zaburzajg funkcje mitochondrialne: oddychanie, cykl kwasdw
trikarboksylowych (TCA), beta-oksydacje kwaséw ttuszczowych. Spadek MMP moze by¢
rowniez zwigzany z generowaniem wolnych rodnikéw oraz indukcja wewnetrznego
(mitochondrialnego) szlaku apoptozy. Depolaryzacja btony mitochondrialnej zwieksza
przepuszczalnos$é btony mitochondrialnej, co moze prowadzi¢ do uwolnienia czynnikéw
inicjujgcych apoptoze, takich jak cytochrom C oraz uruchomienia kaskady apoptozy

(Sakamuru i wsp., 2012).

Zasada metody

JC-1 to jedna z najbardziej niezawodnych sond fluorescencyjnych, ktora
wykorzystywana jest do oceny zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego (AW).
W komorkach zywych o nienaruszonej btonie mitochondrialnej lipofilny, kationowy barwnik
JC-1 wnika do ujemnie natadowanej macierzy mitochondrialnej jako monomer, gdzie tworzy

fluoryzujace agregaty o czerwono-pomaranczowej fluorescencji (Aem=590 nm). Podczas
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depolaryzacji btony mitochondrialnej lub w komdrkach apoptotycznych JC-1 pozostaje

w postaci monomeroéw, ktére wykazuja zielong fluorescencje (Aem =525) (Sung i wsp., 2010).

Wykonanie oznaczenia

Komérki (10x103/dotek) wysiewano na czarne, 96-dotkowe ptytki i hodowano przez
24 godziny, aby umozliwi¢ im osiggniecie fazy wzrostu logarytmicznego. Po 24-godzinne;j
hodowli dodawano badane zwigzki i inkubowano przez 3 godziny w inkubatorze CO,
w temp. 37°C. Po usunieciu medium, monowarstwe komérek przemywano dwukrotnie PBS
i do dotkdw mikroptytki dodawano po 50 ul sondy JC-1 w stezeniu koricowym 5 pumol/I.
Komérki inkubowano z barwnikiem przez 30 minut w inkubatorze CO;. Nastepnie
monitorowano zmiany fluorescencji monomeréw (Aex=485 nm i Aem=538 nm) i agregatow
(Aex=530 nm i Aem=590nm) JC-1, wykonujgc pomiary co 15 min w czasie 0-60 minut po
zakonczeniu inkubacji z badanymi zwigzkami. Wyniki badanych préb przedstawiono jako
stosunek fluorescencji agregatéw i monomerdw JC-1 w procentach w odniesieniu do
stosunku fluorescencji agregatéw i monomeréw JC-1 kontroli, ktory przyjeto za 100%.
Kontrole  pozytywng stanowity = komérki inkubowane z 5 pumol CCCP
(m-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu), organiczny zwigzek chemiczny i jonofor,
ktory przenosi jony przez btone wewnetrzng mitochondrium (Heytler, 1979). CCCP hamuje
fosforylacje oksydacyjng poprzez rozprzeganie gradientow protonowych, powodujgc tym

samym obnizenie potencjatu elektrochemicznego wewnetrznej btony mitochondrialnej.

4.10. Ocena indukcji autofagii metodg spektrofluorymetryczna

Autofagia wystepuje we wszystkich komadrkach eukariotycznych, ktére wykorzystujg
ten proces do usuwania uszkodzonych organelli i biatek. Proces ten pozwala utrzymac
wewnatrzkomdrkowg homeostaze, reguluje odpornosé, zapobiega neurodegeneracji,
hamuje rozwdj nowotwordw, a w warunkach niedoboru substancji odzywczych zaopatruje
komorki w aminokwasy odzyskane ze zdegradowanych biatek. Wyrdznia sie trzy gtéwne
typy autofagii, ktére rdzinig sie mechanizmem dostarczania substratu do lizosoméw:
mikroautofagie, makroautogagie oraz autofagie zalezng od chaperondéw. Najczesciej
obserwowanym procesem w komérkach jest makroautofagia, ktéra jest ogdlnie okreslana

jako autofagia.
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Proces autofagii zostaje aktywowany w odpowiedzi na brak substancji odzywczych,
stres oksydacyjny, stymulacje hormonalng, infekcje bakteryjne, wirusowe oraz leki
(Kocaturk i wsp., 2019). Po zainicjowaniu procesu rozpoczyna sie nukleacja fagoforu.
Fagofor to btona izolujgca, pochodzgca z retikulum endoplazmatycznego Ilub
mitochondriéw, ktdra otacza biatka lub organelle komdrkowe majace ulec degradacji, az
do catkowitego ich zamkniecia i utworzenia struktury zwanej autofagosomem. Nastepnie
w procesie zwanym fuzjg, autofagosom tgczy sie z lizosomem, ktérego enzymy rozktadaja
zawartos$¢ autofagosomu (Towers i Thorburn, 2016; Wu i Adamopoulos, 2017). Autofagia
jest regulowana przez geny ATG, ktére kodujg biatka zaangazowane w kazdy etap procesu.
W sytuacji, kiedy autofagia nie wystepuje lub jej przebieg jest zaktdcony przez czynniki
zewnetrzne dochodzi do akumulacji uszkodzonych organelli, biatek onkogennych
i nadmiaru reaktywnych form tlenu. Czynniki te mogg prowadzi¢ do zwiekszonego ryzyka

powstawania nowotworéw (Bohli wsp., 2019).

Zasada metody

Indukcje autofagii w komodrkach traktowanych badanymi lekami oznaczano na
podstawie pomiaru fluorescencji MDC wedtug zmodyfikowanej metody opisanej przez
Vazgquez  (2009). Monodansylokadaweryna (MDC)  wykazuje  wtasciwosci
autofluorescencyjne przy dtugosci fali wzbudzenia 365 nm ze wzgledu na obecnos¢ grupy
dansylowej sprzezonej z kadaweryng (Rycina 4.6). W komodrce MDC gromadzi sie
w bogatych w lipidy btonach komérkowych. Wykazano, ze MDC moze zosta¢ uzyta jako
barwnik do wykrywania autofagii, poniewaz gromadzi sie w autofagolizosomach w wyniku

odziatywania z lipidami bfonowymi (Contento i wsp., 2005; Biederbick i wsp., 1995).

Wykonanie oznaczenia

Komorki linii HMEC-1 (5x103 komodrek/dotek) wysiewano na czarne 96-dotkowe
mikroptytki i hodowano przez 24 godziny, aby umozliwi¢ im osiggniecie logarytmicznej fazy
wzrostu. Nastepnie dodawano badane zwigzki w odpowiednich stezeniach i inkubowano
z komérkami przez kolejne 24 godziny. Po zakonczeniu inkubacji wymieniano medium
i kontynuowano hodowle przez 24 i 48 godzin (czas 24 h i 48 h) lub dokonywano pomiaru
bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (czas 0 h). Nastepnie komérki inkubowano

z monodansylokadaweryng w stezeniu korncowym 50 umol/I przez 15 minut w 37°C. Po tym
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czasie usuwano sonde i lizowano komérki dodajac 50 pl buforu lizujgcego (10 mmol/I TRIS-
HCI, pH 8, zawierajacy 0,1% Triton X-100). Natezenie fluorescencji wewngatrzkomaérkowej
MDC mierzono przy uzyciu czytnika do mikroptytek firmy Fluoroscan Ascent FL (Labsystem,
Finlandia) przy dtugosci fali wzbudzenia 335 nm oraz fali emisji 512 nm. W celu
znormalizowania liczby komoérek w poszczegdlnych prébach oznaczano ilos¢ DNA dodajac
do kazdego dotka po zakonczeniu pomiaru fluorescencji MDC po 50 ul bromku etydyny (EB)
(korncowe stezenie 0,2 mmol/Il). Fluorescencje EB mierzono przy dtugosci fali wzbudzenia
Aex =530 nm i fali emisji Aem = 590 nm. Wynik koncowy wyliczano jako stosunek fluorescencji

MCD do fluorescenc;ji EB.
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Rycina 4.6. Wz6r strukturalny monodansylokadaweryny (MDC).

4.11. Analiza statystyczna

Ocene istotnosci statystycznej wynikdw wykonano przy uzyciu programu
STATISTICA firmy StatSoft, USA. Zastosowano analize wariancji jednoczynnikowej ANOVA
oraz test post-hoc Tukeya dla poréwnan wielokrotnych. Poziom istotnosci wynikéw wynosit
p<0,05. Srednig arytmetyczng i odchylenie standardowe obliczano przy uzyciu programu
Microsoft Excel (program pakietu Microsoft Office 2019, Microsoft Corporation, USA). Wyniki

badan przedstawiono w formie sredniej arytmetycznej i odchylenia standardowego (SD).
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5.  WYNIKI

5.1. Ksztatt i morfologia nanono$nika liposomalnego

Morfologie liposoméw oceniano za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej
(TEM). Obrazy mikroskopowe pokazujg podobienstwa i réznice pomiedzy analizowanymi
strukturami (Rycina 5.1). W preparatach zawierajacych puste liposomy (A) widoczne s3
pecherzyki o kulistym ksztatcie. Enkapsulacja taksanéw (B-C) nie wptywata znaczgco na
ksztatt i rozmiar liposomoéw, ktory nie przekraczat 200 nm. Na powierzchni liposomoéw
mozna zaobserwowac krysztatki lekéw. W preparatach, w ktérych analizowano liposomy

skoniugowane z peptydem gH625 (D-F) widoczne s witdkniste struktury Swiadczace

o obecnosci peptydu.

Rycina 5.1. Obrazy mikroskopowe liposomoéw analizowanych przy uzyciu transmisyjne;j
mikroskopii elektronowej (TEM).

A — pusty liposom,

B — liposom z enkapsulowanym paklitakselem,

C — liposom z enkapsulowanym docetakselem,

D - liposom skoniugowany z peptydem gH625,

E — liposom z enkapsulowanym paklitakselem oraz skoniugowanym peptydem gH625 oraz
F — liposom z enkapsulowanym docetakselem oraz skoniugowanym peptydem gH625.
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5.2. Cytotoksycznos¢ wolnych i liposomalnych taksanow wobec komérek endotelialnych
linii HMEC-1

Oznaczenie cytotoksycznosci jest nieodzownym procesem w okresleniu aktywnosci
przeciwnowotworowej nowych zwigzkdw oraz w wyznaczeniu dawek terapeutycznych
nowych lekéw. Metody oceny zywotnosci komérek oparte sg gtéwnie na pomiarze wskaznika
aktywnosci metabolicznej (Riss i wsp., 2011). Istotnym parametrem w ocenie potencjatu
terapeutycznego nowego zwigzku jest jego stezenie hamujace ICso (ang. inhibitory
concentration), ktére powoduje zahamowanie proliferacji komérek o 50% w stosunku do
komérek kontrolnych. Okreslenie tej wartosci jest jednym z najwazniejszych etapow
W procesie wstepnego oszacowania skutecznosci dziatania oraz potencjatu leku (Nevozhay,
2014; Aykul i Martinez-Hackert, 2016). Stezenie ICso nie jest jednak cechg charakterystyczng
dla danej substancji i moze rézni¢ sie w zaleznosci od warunkéw termodynamicznych,

w ktérych jest wyznaczone oraz zastosowanej metody oznaczenia.

Cytotoksycznos$¢ wolnych i liposomalnych taksanéw wobec komodrek linii HMEC-1
oznaczono trzema metodami: testem redukcji XTT, testem z sulforodaming (SRB) oraz testem
z resazuryng (REMA). Komorki inkubowano z lekiem/nanonosnikami/peptydem gH625 przez
24 godziny, a nastepnie hodowano w medium bez zwigzkdéw przez 48 godzin. Po tym czasie
oznaczano zywotno$¢ komodrek ww. testami. Przezywalnos¢ komoédrek okreslano na
podstawie odsetka zywych komdrek w badanej probie w stosunku do komérek kontrolnych

(komorki traktowane PBS), ktorych zywotnosé przyjmowano za 100%.
Cytotoksycznosc¢ wolnych taksanéw

Wartosci stezen 1Cio, 1Cso i ICoo wolnych taksandw wyznaczono z krzywych,
okreslajgcych zaleznos¢ przezywalnos$ci komérek od logarytmu stezenia lekdw. Obliczenia
wykonano korzystajgc z analizy regresji nieliniowej w programie GraphPad Prism 7.00
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Na podstawie uzyskanych wynikéw wyliczono

wartosci stezen 0,5 ICso oraz 2 ICso. Wyznaczone stezenia zamieszczono w Tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Wartosci stezen ICig, 0,5 1Csg, ICs0, 2 ICs0 i 1Co0 (nmol/I) PTX i DTX dla komérek
linii HMEC-1, inkubowanych z taksanami przez 24 godziny, a nastepnie hodowane
w medium bez leku przez 48 godzin. Zywotno$¢ komoérek oceniano dwoma
mikroptytkowymi metodami spektrofotometrycznymi (XTT i SRB) oraz mikroptytkowa
metoda spektrofluorymetryczng z resazuryng (REMA). W nawiasach podano 95%
przedziaty ufnosci dla wartosci stezenia ICso.

IC10 0,5 ICsp ICso 2 1Csp ICa0
XTT 5,21 5,96 (10,1111L9124,38) 23,84 27,28
PTX REMA 4,18 9,72 (14,9169L4235,05) 38,86 90,36
SRB 11,28 12,97 (20’5275?:1'79) 51,86 59,60
XTT 1,99 3,79 (5’767L5180’03) 15,15 28,77
DTX REMA 10,56 7,08 (13’1:;4L1155'45) 28,3 18,96
SRB 4,32 5,9 (9’211_'814’7) 23,6 32,24

Zastosowane testy cytotoksycznosci wykazaty zaleznos¢ dawka-efekt. Wraz ze
wzrostem stezenia leku obserwowano progresywne hamowanie proliferacji komodrek
(Ryciny 5.2 i 5.3). Wyniki, uzyskane w poszczegdlnych testach wykazywaty znaczne réznice,
np. wartosci stezenia ICsg dla PTX oznaczone testem SRB i testem z resazuryng (REMA) byty
odpowiednio 2-krotniei 1,5-krotnie wyzsze od wartosci stezenia ICso wyznaczonej testem
XTT. Podobne rozbieznosci wystepowaty takze w przypadku DTX. Testem SRB i testem REMA
uzyskano podobne wartosci stezen 1Cso dla tego leku, ale tak jak w przypadku PTX byty one

ok. 2-krotnie (SRB) i 1,5-krotnie (REMA) wyzsze od wartosci wyznaczonych testem XTT.

Poréwnanie wartosci ICso obu taksandw wskazuje jednoznacznie, ze docetaksel jest
bardziej toksycznym lekiem dla komodrek endotelialnych HMEC-1 niz paklitaksel.
Najwiekszg roznice odnotowano w tescie z sulforodaming (SRB). Wartos$¢ stezenia ICsp dla
docetalselu wynosita 11,8 nmol/I i byta dwukrotnie nizsza niz warto$¢ stezenia ICso dla
paklitakselu 25,93 (nm/mol). Uzyskane testem XTT wartosci stezen ICqo dla obu taksanéw
byty zblizone, podczas gdy w pozostatych testach warto$é stezenia 1Coo uzyskana dla DTX

byta znacznie nizsza od tej dla PTX.
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Cytotoksycznosc liposomalnych taksanéw

Taksany w formie liposomalnej nie wptywaty istotnie na przezywalnosé¢ komodrek
endotelialnych linii HMEC-1. Warto$¢ stezenia ICso (104,2 nmol/l) udato sie okresli¢ jedynie
testem XTT dla liposomalnego paklitakselu z dotgczonym peptydem gH625. Byta ona zblizona
do wartosci najwyzszego stezenia (ICo0) wolnego leku. W pozostatych prébach spadek
przezywalnosci komaérek po potraktowaniu lekami w zakresie stezen IC10-1Coo, Wyznaczonych
dla wolnych lekéw, nie przekraczat 30%. Test z resazuryng wykazat obnizong przezywalnosci
komorek inkubowanych z liposomalnym paklitakselem dla stezenia leku powyzej 20 nmol/I.

Przezywalnos¢ komérek miescita sie w zakresie 70-80% (Rycina 5.2).

W testach z liposomalnym docetakselem natomiast wykazano mniejsze zmiany
i w kazdej z metod odnotowano podobny poziom przezywalnos$ci komérek — powyzej 85%
(Ryciny 5.3).

Ocena totoksycznosci nanonosnikow liposomalnych i peptydu gH625

Inkubacja z nanonosnikami (pusty liposom/pusty liposom skoniugowany z peptydem
gH625) lub z samym peptydem gH625 nie wplywata istotnie na przezywalnos¢ komoérek, ktéra
utrzymywata sie na podobnym poziomie, niezaleznie od zastosowanego testu

cytotoksycznosci, a srednie wyniki przezywalnosci nie byty nizsze niz 95% (Rycina 5.4).

Na podstawie analizy uzyskanych w badaniach cytotoksycznosci podjeto decyzje
o zastosowaniu w dalszych eksperymentach stezen ICip; 0,5 ICso; 1Cso; 2 ICs0 oraz 1Cyo,
wyliczonych z krzywych przezywalnosci opracowanych na podstawie wynikéw otrzymanych
metodg z XTT. Wartosci ICso uzyskane tg metodg charakteryzujg sie wezszymi przedziatami
ufnosci. Ponadto testy wykorzystujgce barwniki tetraziolowe sg najczesciej stosowanymi
testami w analizie cytotoksycznosci nowych zwigzkow i lekdw w piSmiennictwie naukowym
(Aykul i Martinez-Hackert, 2016), co utatwia poréwnanie wtasnych wynikdw z wynikami

innych autordw.
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Rycina 5.2. Krzywe przezywalnosci komoérek HMEC-1 inkubowanych z wolnym
i liposomalnym paklitakselem przez 24 godziny. Do oznaczenia zywotnosci komadrek
wykorzystano trzy testy cytotoksycznosci (z XTT, REMA i SRB). Wartosci stezen 1Cio, 1Cso
i 1Coo leku wyznaczono z krzywych okreslajgcych zaleznos¢ przezywalnosci komérek od
logarytmu stezenia lekéw. Obliczenia wykonano korzystajgc z analizy regresji nieliniowej
w programie GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Na podstawie
uzyskanych wynikow wyliczono wartosci stezen 0,5 ICsp i 2 ICsg leku. Dla lepszej czytelnosci
wykresow pominieto stupki btedow.
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Rycina 5.3. Krzywe przezywalnosci komérek HMEC-1 inkubowanych z wolnym
i liposomalnym docetakselem przez 24 godziny. Do oznaczenia zywotnosci komodrek
wykorzystano trzy testy cytotoksycznosci (z XTT, REMA i SRB). Wartosci stezen [Cig, 1Cso
i 1Coo leku wyznaczono z krzywych okreslajacych zalezno$é przezywalnosci komorek od
logarytmu stezenia lekdw. Obliczenia wykonano korzystajac z analizy regresji nieliniowej
w programie GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Na podstawie
uzyskanych wynikéw wyliczono wartosci stezen 0,5 ICsp i 2 ICsg leku. Dla lepszej czytelnosci
wykresdw pominieto stupki btedow.
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Rycina 5.4. Wptyw nanonosnikow paklitakselu i docetakselu oraz peptydu gH625 na
przezywalnos$é komérek linii HMEC-1. Komérki inkubowano przez 24 godziny z rosngcymi
stezeniami liposomow, liposomdéw skoniugowanych z peptydem gH625 lub samym
peptydem gH625. Do okreslenia zywotnosci komédrek (%) wykorzystano trzy testy
cytotoksycznosci (z XTT, REMA i SRB). Krzywe przezywalnosci wykreslono za pomocg
oprogramowania GraphPad Prism 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
Dla lepszej czytelnosci wykreséw pominieto stupki btedéw.
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5.3. Witasciwosci antyproliferacyjne wolnych i liposomalnych taksanow
5.3.1. Zaburzenia cyklu komérkowego

Wiasciwosci antyproliferacyjne i cytostatyczne paklitakselu i docetakselu, podobnie jak
innych cytostatykdw, wynikajg przede wszystkim z ich zdolnosci do hamowania cyklu
mitotycznego komdrek nowotworowych. Taksany nalezg do lekdw antymitotycznych, a ich
gtéwnym mechanizmem dziatania jest stabilizacja mikrotubul, ktéra prowadzi do zatrzymania
cyklu komérkowego komadrek nowotworowych w punkcie kontrolnym G2/M. W podobny

sposob taksany mogg przejawiac swoj efekt toksyczny wobec komérek prawidtowych.

Analize cyklu podziatowego komoarek linii HMEC-1 po ich potraktowaniu taksanami
wykonano metodg cytometrii przeptywowej, po uprzednim zabarwieniu komdrek jodkiem
propidyny. Komorki inkubowano przez 24 godziny z réznymi stezeniami wolnych lub
lipsomalnych taksandéw. Rozkfad cyklu komérkowego analizowano bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji z lekami — 0 godzin (na wykresach 0 h) oraz po 24- i 48-godzinnej
hodowli komérek w medium pozbawionym lekéw (hodowla poinkubacyjna 24 i 48 godzin,
na wykresach oznaczonych jako 24 h i 48 h). Odsetek komérek w poszczegdlnych fazach cyklu
podziatowego wyliczano za pomocg algorytmu Watsona, ktéry jest modelem obliczeniowym
zawartym w programie FlowJo 7.6.1 (Ashland, OR, USA). Wyniki przedstawiono na
Rycinach 5.5 — 5.7 oraz w Tabelach 5.2 - 5.8.

Wptyw wolnych taksanow

24-godzinna inkubacja komoérek z wolnymi lekami powodowata zatrzymanie
komodrek w punkcie kontrolnym G2/M, co $wiadczy o cytostatycznym dziataniu PTX i DTX.
Akumulacja komoérek w punkcie kontrolnym G2/M powodowata zmniejszenie frakcji
komorek w fazie G1. Zmiany byty zalezne zaréwno od stezenia lekow, jak i czasu hodowli
poinkubacyjnej komérek. Najwiekszy spadek frakcji komdrek w fazie G1 zaobserwowano
bezposrednio po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji z lekami (czas 0 h). W komérkach
traktowanych PTX spadek ten byt istotny statystycznie jedynie dla wysokich stezen
cytostatyku (>ICso), podczas gdy zmiany spowodowane przez DTX byly istotne statystyczne
dla wszystkich stezen leku. Dla tych samych stezen taksandw odnotowano takze istotny
statystycznie i zalezny od stezenia leku wzrost frakcji komdérek w punkcie kontrolnym

G2/M. Jedynie najnizsze stezenie DTX (IC10) nie powodowato istotnego wzrostu tej frakcji.
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Najwieksze nagromadzenie komdrek w punkcie kontrolnym G2/M (70%) stwierdzono dla
najwyzszych stezen taksandw. Niskie stezenia PTX (IC10i 0,5 1Cs0) powodowaty zmniejszenie
frakcji komorek w fazie G1 dopiero po ich 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej w medium
bez lekow (czas 24 h). Zmiany te nie byty jednak tak duze jak te obserwowane bezposrednio
po zakonczeniu inkubacji komoérek z lekiem (czas O h). Po 24-godzinnej hodowli
poinkubacyjnej istotny statystycznie wzrost frakcji G2/M obserwowano jedynie dla niskich
stezen lekdw (PTX=0,5 ICso i DTX=IC10). Po 48-godzinnej hodowli poinkubacyjnej (czas 48 h) nie

odnotowano istotnego wzrostu frakcji komaérek znajdujacych sie w punkcie kontrolnym G2/M.
Wptyw liposomalnych taksanow

Liposomalne taksany nie powodowaty tak duzych zmian w przebiegu cyklu
komodrkowego, jak wolne leki. Istotny statystycznie wzrost frakcji komodrek G2/M
obserwowano jedynie dla najwyzszych stezen (2 ICso oraz ICgo) liposomalnego paklitakselu
z przytgczonym peptydem gH625 po 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej (48 h). Wysokie
stezenia liposomalnego docetakselu powodowaty natomiast istotny spadek odsetka
komodrek znajdujacych sie w fazie G1. Liposomalny lek w stezeniu 1Coo bez przytgczonego
peptydu gH625 powodowat spadek frakcji G1 w czasie O h oraz 24 h. Natomiast podobne
zmiany w komodrkach traktowanych takim samym stezeniem liposomalnego DTX

z przytgczonym peptydem gH625 obserwowano znacznie pdzniej—po 24 hi 48 h.

Liposomalny paklitaksel powodowat mniejsze zmiany we frakcji komodrek
znajdujgcych sie w punkcie kontrolnym G2/M niz wolny paklitaksel. Frakcja komodrek
apoptotycznych sub-G1 po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej réwniez byta istotnie
mniejsza w komérkach inkubowanych z liposomalnym paklitakselem w stezeniach
wyzszych od ICso w czasie 0 h oraz 24 h Procentowy udziat w fazie G1 komodrek
inkubowanych z liposomalnym docetakselem, bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji (0 h)
oraz po 24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej niezaleznie od stezenia leku, byt znacznie
wiekszy niz w przypadku komdérek inkubowanych z wolnym docetakselem. Podobnie jak
w przypadku liposomalnego paklitakselu frakcja sub-G1 réwniez byta istotnie mniejsza

w czasie 24 h i 48 h dla stezen powyzej ICso.
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Wptyw nanonosnikoéw liposomalnych i peptydu gH625

Inkubacja komérek z samymi przenos$nikami lub samym peptydem (bez taksandw)
nie powodowatfa znaczgcych zmian ilosci komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego w poréwnaniu do komérek kontrolnych (Rycina 5.4, Tabela 5.8). Jedynie
kombinacje LipoMIN-gH625 i Lipo-gH625max powodowaty ok. 13% istotny spadek odsetka
komorek w fazie G2/M w czasie 0 h. Kombinacja LipoMIN-gH625 powodowata rowniez ok.

16% spadek frakcji komérek w fazie S po 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej (czas 48 h).
Wptyw antyoksydantéw

Preinkubacja komodrek z antyoksydantami (NAC, Troloks, Tiron) nie powodowata
istotnych zmian w przebiegu cyklu komérkowego z wyjatkiem komédrek traktowanych
liposomalnym DTX w stezeniach 0,5 ICso i ICso i preinkubowanych z Troloksem i Tironem,
w ktorych odnotowano wzrost frakcji komdrek w punkcie kontrolnym G2/M po

24-godzinnej hodowli poinkubacyjnej w medium bez leku.
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Rycina 5.5. Wptyw stezenia I1Cso wolnego paklitakselu (PTX), liposomalnego paklitakselu
(LipoPTX) oraz liposomalnego paklitakselu z przytgczonym peptydem gH625 (LipoPTX-gH625)
na rozktad cyklu podziatowego komdrek linii HMEC-1 inkubowanych przez 24 godziny
z lekiem. Komérki analizowano bezposrednio po zakornczeniu inkubacji z lekiem oraz po
uptywie 24 i 48 godzin hodowli poinkubacyjnej w medium bez leku.

*p < 0,05 wzgledem kontroli; #p < 0,05 wzgledem wolnego PTX.
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Rycina 5.6. Wptyw stezenia ICsp wolnego docetakselu (DTX), liposomalnego docetakselu
(LipoDTX) oraz liposomalnego docetakselu z przytgczonym peptydem penetrujgcym gH625
(LipoDTX-gH625) na rozktad cyklu komoérkowego komorek linii HMEC-1 inkubowanych przez
24 godziny z lekiem. Komérki analizowano po uptywie 0, 24 oraz 48 godzin hodowli
poinkubacyjnej w medium bez leku. *p < 0,05 wzgledem kontroli;

#p < 0,05 wzgledem DTX.
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Rycina 5.7. Wptyw minimalnego i maksymalnego stezenia nanonosnika liposomalnego,
peptydu gH625 oraz ich koniugatu na cykl komérkowy komérek linii HMEC-1. Komérki
inkubowano przez 24 godziny z nanono$nikem/peptydem i analizowano bezposrednio po
jej zakoniczeniu (0 godzin) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej w medium bez
nanonos$nika/peptydu. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Tabela 5.2. Procentowy udziat komérek linii HMEC-1 ($rednia + SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komdérkowego— wptyw wolnego paclitakselu (PTX) i antyoksydantow.
Komdrki inkubowano z lekiem przez 24 godziny bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej preinkubacji z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM), Tiron (50 uM). Analizy
cyklu komérkowego dokonano bezposrednio po zakorczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek w medium bez zwigzkdw.
*p<0,05 wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego PTX.

oh 24 h 48 h
G1 S G2/M Sub G1 G1 S G2/M Sub G1 G1 S G2/M Sub G1
Kontrola 51,8343,21 15,46+2,18 34,23+0,97 1,2340,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50+0,80 51,9642,25 25,55+3,75 34,02+1,39 0,93+0,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,83+0,21 28,9340,11 0,50+0,28 48,35+4,03 20,05+1,20 27,80+2,12 3,80+0,71 54,6515,16 19,75+0,78 25,70+1,98 2,00+1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20+1,41 25,80+2,12 1,35+0,64 50,70+3,54 18,40+1,27 26,75+0,64 3,10+1,41 51,35+2,90 18,25+2,76 29,10+1,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63 26,3041,41 1,00+0,14 48,65+3,32 18,50+2,55 32,5541,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,20+1,41 22,65+1,91 2,95+1,20
PTX IC10 47,05+4,17 20,70+2,12 23,5540,21 5,10+1,84 37,55+1,20* 21,10+2,83 38,10+1,41 2,75+0,49 42,70+1,56 21,8043,54 32,20+2,97 2,30+0,57
PTX 0,5 IC50 39,00+2,69 20,30+2,55 24,60+1,56 10,35%5,87* 29,25+1,63* 19,10+1,41 51,55+1,20* 2,95+1,63 35,80+3,39* 19,95+3,89 29,70+7,64 12,60+4,38
PTX IC50 17,30£1,98* 15,75+3,46 50,00+9,76* 6,8010,85* 36,65%5,87* 16,75%5,16 30,90+1,27 12,40£2,69* 31,16%5,32* 20,05+1,63 17,10%4,24* 31,00%5,51*
PTX 2 1C50 11,00£2,55* 13,55+2,19 63,20+4,53* 5,25+0,35 29,00+0,42* 18,85+1,20 35,70+0,85 12,85+0,64* 32,31+1,85* 22,75+1,77 18,25+1,20* 23,25+0,64*
PTX 1C90 10,40+0,28* 9,25+0,35 70,90+0,42* 4,25+0,49 24,00+1,13* 20,80+1,41 35,15+0,35 16,25+0,92* 27,80+2,12* 18,70+1,98 25,65%5,16 31,20+2,69*
PTX1C10 + NAC 50,86+3,32 21,75+3,61 30,89+1,15 1,75+0,21 37,90+2,12* 20,75%3,32 36,55+3,61 2,65+0,78 43,15+2,19 22,80+2,12 32,65+3,61 2,65+1,06
PTX 0,5 IC50 + NAC 45,2543,75 23,45+2,62 31,60+1,98 1,75%0,49# 30,25+3,04* 21,90+1,13 47,80+0,57* 2,70+1,98 36,25+4,03* 19,50+4,53 27,75+4,88 13,95+2,47*
PTX1C50 + NAC 35,30%3,97*# 24,75+0,21 38,00+1,10# 3,55+2,33 32,20+2,55* 20,75+1,91 40,75+7,57 7,55+2,05 33,06+2,63* 19,20+2,83 25,00+0,99 21,25%4,31*
PTX 21C50 + NAC 30,2610,49*# 26,45+2,62 39,4612,43# 4,00+0,85 33,60+2,55* 21,60+2,12 33,35#4,31 11,35£1,77* 33,10+2,97* 22,30+1,13 20,85+4,88 19,35+2,76*
PTX1C90 + NAC 28,06+1,06* 25,95+1,20 51,4311,32*# 3,1540,35 31,80+1,98* 22,70+3,68 31,95+43,18 11,40+2,83* 26,8043,54* 18,70+1,98 25,65%5,16 31,45%3,04*
PTX IC10 + Troloks 45,35+4,03 20,55+1,91 36,05+0,78 2,15+0,35 41,50+2,97 22,20+1,27 32,3543,61 3,20+0,42 38,30+1,56 19,75%3,61 31,55+1,20 6,80+0,57
PTX 0,5 IC50 + Troloks 43,10+1,13 16,05+0,64 34,30+0,57 4,00+1,56# 34,45+3,04 21,40+1,84 43,60+0,57 2,15+2,05 38,10+2,97 21,25+2,62 28,85+2,19 9,30+4,24
PTX IC50 + Troloks 32,40+1,41* 23,2543,75 37,50+2,40 6,95+1,20* 36,40+2,55 21,25+2,62 36,55+7,57 4,90+1,13 33,55+3,04 23,70+0,85 28,85+2,19 15,40+3,82*
PTX 2 1C50 + Troloks 21,75%3,04* 22,35+2,47 56,13+4,14* 6,40%2,55* 38,15+2,05 21,10+1,41 29,1544,31 9,85+1,06 37,05%4,31 17,75+0,78 25,60+2,12 19,60+5,66*
PTX IC90 + Troloks 21,26+1,90* 26,60+4,24 53,79+4,80*# 5,85+0,64 36,00+1,98 23,70+2,26 29,30+0,99 8,75+3,61 30,45+2,76 21,15+4,17 31,75+3,46 16,65+2,05*
PTX IC10 + Tiron 44,52+2,86 23,10+2,69 29,7343,51 2,45+1,77 44,25+4,17 22,60+2,26 32,85+2,33# 1,00+0,42 35,10+7,07 23,50+2,26 32,4043,25 5,85%3,61
PTX 0,5 IC50 + Tiron 37,5413,05* 28,70+0,85 32,9040,19 3,20+2,83# 47,15+0,49 20,70+3,39 31,9543,89 1,95+0,92 48,15%5,44* 19,05+2,47 23,3044,24 8,90+1,98
PTX IC50 + Tiron 34,9316,12*# 21,68+2,57 37,6248,96 3,15+1,20 38,70+2,12* 20,25+1,34 34,00+2,26 5,35+2,76 32,95+2,47 18,80+2,12 26,80+3,54 20,50%6,79*
PTX 2 1C50 + Tiron 21,69+4,24* 32,98+3,39* 46,84+0,23* 6,05+2,47 35,15+3,75* 22,40+2,97 32,95+2,05 7,70+4,95 39,75+3,61 18,30+1,41 25,20+6,93 16,75+11,95*
PTX 1C90 + Tiron 23,11+1,99* 25,49+4,12 54,6512,47*# 5,55+0,92 35,60+1,13* 21,45+2,33 33,40+1,84 7,75+3,61# 37,5543,61 22,75%2,19 22,30+1,56 17,6043,96*#
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Tabela 5.3. Procentowy udziat komadrek linii HMEC-1 (Srednia + SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego— wptyw liposomalnego paclitakselu (PTX)
i antyoksydantdéw. Komarki inkubowano z lekiem przez 24 godziny bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej preinkubacji z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM),
Tiron (50 uM). Analizy cyklu komérkowego dokonano bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komdrek
w medium bez zwigzkdw. *p<0,05 wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego PTX.

Oh 24h 48 h
Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1
Kontrola 51,83%3,21 15,46+2,18 34,23+0,97 1,23+0,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50+0,80 51,96+2,25 25,5543,75 34,02+1,39 0,93+0,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,8340,21 28,93+0,11 0,50+0,28 48,35+4,03 20,05+1,20 27,80+2,12 3,80+0,71 54,6545,16 19,7540,78 25,70+1,98 2,00+1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20+1,41 25,80+2,12 1,35+0,64 50,7043,54 18,40+1,27 26,75+0,64 3,10+£1,41 51,3542,90 18,2542,76 29,1041,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63 26,30+1,41 1,00+0,14 48,65%3,32 18,50+2,55 32,55+1,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,2041,41 22,65+1,91 2,95+1,20
PTXIC10 47,05+4,17 20,70+2,12 23,55+0,21 5,10+1,84 37,55+1,20* 21,10+2,83 38,10+1,41 2,75%0,49 42,70%1,56 21,80+3,54 32,20+2,97 2,30£0,57
PTX 0,5 I1C50 39,00+2,69 20,30+2,55 24,60+1,56 10,35%5,87* 29,25+1,63* 19,10+1,41 51,55+1,20* 2,95+1,63 35,80+3,39* 19,9543,89 29,70+7,64 12,60+4,38
PTXIC50 17,30+1,98* 15,7543,46 50,00+9,76* 6,80%0,85* 36,65+5,87* 16,7545,16 30,90+1,27 12,40+2,69* 31,1645,32* 20,05+1,63 17,10+4,24* 31,0045,51*
PTX 21C50 11,002,55* 13,5542,19 63,20+4,53* 5,25+0,35 29,00+0,42* 18,85+1,20 35,70+0,85 12,85+0,64* 32,31+1,85*% 22,75%1,77 18,25+1,20* 23,25+0,64*
PTXIC10 47,05+4,17 20,70+2,12 23,55+0,21 5,10+1,84 37,55+1,20* 21,10+2,83 38,10+1,41 2,75%0,49 42,70%1,56 21,80+3,54 32,20+2,97 2,30£0,57
LipoPTX IC10 54,47+3,27 18,00+2,26 32,33#4,13 1,80+0,42 54,6813,564# 18,25+2,62 34,10+1,41 1,75+0,92 56,30+2,83 19,10+1,13 22,80+2,12 0,65+0,35
LipoPTX 0,5 IC50 48,03+3,03 20,65+1,63 31,16%2,18 2,10+0,28# 49,80+2,26 20,60+1,70 31,55+1,63# 1,15+1,34 57,75%2,19# 17,75+0,64 25,30+4,24 0,65+0,64
LipoPTX IC50 52,8616,77# 22,86+2,46 29,15+1,77# 2,45+0,49 52,0945,68 24,15+0,64 27,65%3,89 1,35+1,34# 56,55%3,61 21,15+1,20 22,85+3,89 1,30+1,41#
LipoPTX 2 I1C50 47,87+2,20# 18,15+2,05 33,13+2,50# 3,35+0,49 49,01+0,58 22,1543,61 31,03+0,47 1,05+0,21# 62,75+2,19 18,6616,71 16,90+2,40 2,90+1,84#
LipoPTX 1C90 38,3745,51 21,60+1,13 34,74+2,43 5,65+2,05 45,53+4,62 21,3040,71 32,41+0,86 3,95+1,77# 59,95+3,32 17,75+0,78 18,27+2,88 5,30+4,81#
LipoPTX IC10 + NAC 52,45+1,91 22,28+1,94 30,66+0,40 1,00+0,42 51,25+1,48# 21,60+2,12 26,55+0,78# 0,60+0,14 52,10+0,57 17,20+2,83 28,65+4,74 2,05+1,34
LipoPTX 0,5 IC50 + NAC 52,10+4,95 19,77+2,55 31,05+2,97 0,60+0,49# 51,1543,54 22,20+1,06 26,65+3,11 0,95+0,85 54,30+4,53# 22,35+1,63 20,8045,44 2,55%0,49
LipoPTX IC50 + NAC 52,22+7,18# 18,37£0,73 32,02+2,18# 4,50+2,55 53,95+0,07 18,80+2,12 29,25+1,63 0,95+0,49# 49,55+2,90# 21,45%5,44 25,75%1,48 3,25+4,03#
LipoPTX 2 1C50 + NAC 51,10+2,83# 22,22+0,72 31,74+0,54 3,05+2,62 60,1943,37 20,85+2,05 22,80+2,12 2,7510,49# 47,15%2,33 20,30+2,26 26,65+4,03 5,90+3,96#
LipoPTX IC90 + NAC 49,30+2,12# 21,83+1,25 31,84+1,85# 4,95+3,75 51,3244,41 20,80+2,12 29,10+1,41 1,65+0,64# 44,50+3,25# 19,7543,61 28,70+4,10 7,052,76#
LipoPTX IC10 + Troloks 45,65%4,45 22,05+4,03 26,05+0,78 3,60£0,71 54,700,57# 17,60+0,42 30,75+4,03# 0,60+0,42 52,20+2,97 19,3042,83 26,40+2,40 1,70+1,98
LipoPTX 0,5 IC50 + Troloks 45,40%4,95 18,3042,55 32,60+2,97 3,7510,49# 56,9043,54 20,85+1,06 23,4043,11 1,80+0,85 49,20%4,53 25,85+1,63 24,4545,44 1,35+0,49
LipoPTX IC50 + Troloks 39,90+4,10# 21,35+1,06 36,004,38# 2,60+0,42 52,1542,90 20,25+1,48 28,35+1,48 1,85+0,78# 48,60+2,12# 20,05+0,92 29,1543,46 2,20+2,26#
LipoPTX 2 IC50 + Troloks 45,80%2,69 17,3043,25 34,55+0,92 8,30+2,69* 49,75%2,33 19,80+0,71 29,25+4,03 4,20+1,56# 52,3015,66# 18,55+1,91 25,20+1,70 3,95+2,05#
LipoPTX 1C90 + Troloks 44,20%0,42 21,20+4,10 33,60+3,11# 4,35+0,78 47,10%3,25 20,80+2,12 31,30%4,10 4,00+0,28# 41,30+1,41 21,8543,46 32,2540,21 4,60+1,84#
LipoPTX IC10 + Tiron 50,95+2,33 19,25+1,91 30,75+2,62 1,50+0,14 57,30+0,14 18,40+1,70 25,35+2,76 0,55+0,21 49,90%3,96 17,80+0,85 26,9543,04 5,10+0,42
LipoPTX 0,5 IC50 + Tiron 52,30+2,40 20,00+0,57 29,10+0,28 1,95+0,21 56,40+0,14 19,7510,64 25,60+4,95 1,90+1,13 50,70+4,95 20,20+0,14 30,05+8,56 1,40+0,42
LipoPTX IC50 + Tiron 50,11+2,81# 24,85%0,35 25,6210,73# 2,00£0,14 51,99+0,30 20,4043,11 23,20+1,56 3,7510,49%# 46,550,64 21,45%3,18 26,85%3,61 5,4015,80#
LipoPTX 2 IC50 + Tiron 54,4012,83# 20,76%1,62 27,38+2,34# 2,35£0,78 52,35+1,63 19,75%2,19 25,10+1,41 3,00+2,12# 50,2014,10# 21,30+2,97 25,95+2,33 6,0013,68#

LipoPTX IC90 + Tiron 46,00£2,97# 21,1545,16 30,07+3,30# 3,45£2,33 44,40+1,13 19,85£2,05 30,30+1,27 5,20+1,56# 46,35t4,03# 21,25+5,73 26,30+2,83 5,75%2,05#



Tabela 5.4. Procentowy udziat komérek HMEC-1 (Srednia = SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego — wptyw liposomalnego paklitakselu z przytgczonym
peptydem gH625 (LipoPTX-gH625) oraz antyoksydantow. Komarki inkubowano przez 24 godziny z lekiem bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej preinkubacji

z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM), Tiron (50 uM). Analizy cyklu komérkowego dokonano bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24
i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komdrek w medium bez zwigzkéw. *p<0,05 wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego PTX.

oh 24h 48 h

Gl S G2/M Sub G1 G1 s G2/M Sub G1 G1 S G2/M Sub G1
Kontrola 51,83+3,21 15,46+2,18  34,23%0,97 1,2340,81 52,45+2,50 19,59+1,22  30,62%0,88 1,50£0,80 51,96+2,25 25,55+3,75  34,02+1,39 0,93+0,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,83+0,21  28,93#0,11 0,500,28 48,35+4,03 20,05#1,20  27,802,12 3,80+0,71 54,65+5,16 19,75£0,78  25,70+1,98 2,00£1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20+1,41  25,80%2,12 1,35+0,64 50,7043,54 18,40+1,27  26,75%0,64 3,10£1,41 51,35+2,90 18,25+2,76  29,10+1,13 2,35£0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63  26,30+1,41 1,000,14 48,65+3,32 18,50+2,55  32,551,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,20¢1,41  22,65+1,91 2,95+1,20
PTX IC10 47,05+4,17 20,7042,12  23,55%0,21 5,10+1,84 37,55+1,20* 21,1042,83  38,10+1,41 2,75+0,49 42,70£1,56 21,80£3,54  32,20+2,97 2,30£0,57
PTX 0,5 IC50 39,00+2,69 20,30£2,55  24,60+1,56 10,35+5,87* 29,25+1,63* 19,10+¢1,41  51,55%1,20* 2,951,63 35,80+3,39* 19,95¢3,89  29,70+7,64 12,60+4,38
PTX IC50 17,30+1,98* 15,75¢3,46  50,00%9,76* 6,80+0,85* 36,65+5,87* 16,75¢5,16  30,90%1,27 12,40+2,69* 31,1645,32* 20,05:1,63  17,10+4,24* 31,0045,51*
PTX 21C50 11,00+2,55* 13,55¢2,19  63,20%4,53* 5,25%0,35 29,00+0,42* 18,85+1,20  35,70%0,85 12,85+0,64* 32,31+1,85* 22,75:1,77  18,25+1,20* 23,25:0,64*
PTX IC10 47,05+4,17 20,7042,12  23,55%0,21 5,10+1,84 37,55+1,20* 21,1042,83  38,10+1,41 2,75+0,49 42,70£1,56 21,80£3,54  32,20+2,97 2,300,57
LipoPTX-gH625 IC10 49,5042,26 18,90£0,57  30,100,71 2,50+0,85 51,65+2,054  20,65+2,05  29,75+2,05 1,05+0,21 56,45+3,18 19,20£1,27  24,05+2,76 0,40+0,28
LipoPTX-gH625 0,5 1C50 49,60+3,82 17,83+2,16  31,00%3,39 2,95+1,20# 46,10£2,97 19,95+4,45 34,707,504 1,85+0,64 54,75+3,46# 20,80£2,12  24,40+1,41 0,550,21
LipoPTX-gH625 IC50 47,35+2,474# 21,70+1,27  28,10+1,70# 2,75¢1,91 45,75+4,88 21,25+¢1,63  32,90%3,11 2,25+1,20# 45,403,96 20,75#3,32  31,65+2,05 1,40+0,71#
LipoPTX-gH625 2 1C50 46,40+1,564# 20,35+0,78  33,25+3,61# 3,40£0,42 44,9515,30 24,50£2,55  29,70%3,39 0,85%0,35# 47,80%1,13 19,94+1,92  29,35+0,07* 2,6510,35#
LipoPTX-gH625 1C90 43,508,21 19,35+2,05  32,34%0,66#  4,95+2,90 44,7046,36 20,20£0,71  33,55%4,45 4,95+0,92# 48,803,964 18,10:0,28  24,80+4,95* 5,25+4,31#
LipoPTX-gH625 IC10 + NAC 53,00+1,27 20,00£0,14  23,70+1,13 1,90+0,57 54,853,894 19,25+1,48 26,455,304 1,00+0,85 50,20+4,10 19,35+2,90  28,70+1,98 1,75+0,78
LipoPTX-gH625 0,51C50 + NAC  47,10+5,94 21,60+4,10  29,3045,23 4,50+0,85# 48,95+3,32 20,25+1,48  28,85+1,77 1,45+0,78 46,75+1,91 18,50+2,55  29,20%1,27 5,55+1,91
LipoPTX-gH625 1C50 + NAC 49,80+1,27# 19,00£1,56  25,55+1,06# 3,90+0,42 51,65+1,34 19,7543,61 27,45+3,89 1,65+0,924# 48,70+3,54# 20,2044,10  25,20%1,27 6,800,57#
LipoPTX-gH625 2 1C50 + NAC ~ 47,50+2,55# 18,60+0,28  27,35+1,91#  4,40£1,70 46,95+1,77 21,40£2,83  26,80+1,98 4,85+0,92 44,75%3,46 17,85:0,92  26,80%0,71 10,60+1,84
LipoPTX-gH625 1C90 + NAC 48,05+0,35# 18,85:0,64  29,75+1,20#  3,35:0,21 49,90+2,97 21,70£3,54  26,90+4,95 3,45+1,20# 50,25+2,90# 22,25+¢4,31  22,80+3,54 6,45+1,20#
LipoPTX-gH625 IC10 + Troloks ~ 47,96%2,76 19,70£0,57  28,102,97 2,45+0,07 52,30+1,56# 18,20+1,41  28,80%0,71#  0,70%0,57 50,25+2,90 18,45+1,63  24,80%0,71 7,65%3,61
;L’;‘I’:K'EHGZS 0.51C50+ 46,0620,20 19,60+3,82  35,85%1,48 1,650,074 50,25+2,90 16,00+3,25  28,30%1,41 4,95+4,03 47,80%2,12 18,35+1,48  23,35+1,34 10,50+2,26
LipoPTX-gH625 IC50 + Troloks ~ 48,33+2,08#  23,15+2,47  26,90:8,95#  4,30%1,27 47,7041,98 16,35+4,31  28,30%2,69 5,85+2,19 40,80£2,12 20,50+4,53  25,00£0,99 13,70+5,66*#
:':I’:E'gHst 21650+ 45,25+5,30#  22,70+3,11  24,45+1,48#  3,60:0,71 52,25+1,48 15,80£0,42  27,90%2,12 4,05+1,06# 44,05+2,47 17,95¢3,32  26,20%4,38 11,80+10,18
LipoPTX-gH6251C90 + Troloks ~ 44,34+0,91#  22,50+3,39  28,51+1,68%#  3,65:1,20 51,65+0,07 15,50£0,71  28,65%2,19 5,750,784 43,8043,54 18,25+1,48  26,75%3,61 11,20+5,66#
LipoPTX-gH625 1C10 + Tiron 52,55+1,20 19,40+1,84  30,15%1,20 1,65+0,35 50,15+2,76 19,75¢0,49  29,85%3,75 1,90£1,70 49,25+4,31 19,6043,39  27,30%1,41 3,75+2,05
LipoPTX-gH625 0,5 IC50 + Tiron  51,00+2,69 18,25+1,34  31,10%2,55 3,70+1,13# 45,855,02 18,75¢1,91  33,70%0,85 3,50+1,41 45,25+5,73 19,25+2,90  28,75%2,05 6,50£5,09
LipoPTX-gH625 1C50 + Tiron 50,15+1,48# 18,40+0,99  27,55%1,20#  3,80+0,99 46,5041,27 15,60+1,98  27,55#3,75 7,59+4,37 42,65+5,16 25,00¢4,67  26,80+3,54 5,45+2,47#
LipoPTX-gH625 2 IC50 + Tiron  52,25+1,48# 15,80+0,42  30,902,55#  3,25+0,49 47,2545,59 17,00+¢1,98  26,15+1,63 9,1216,53* 49,15+2,76# 18,9543,75  23,20%1,56 7,7543,61#
LipoPTX-gH625 1C90 + Tiron 49,95+2,474# 15,50+0,71  28,45%2,05#  2,75+0,49 42,6043,68 18,65+2,05  32,20%2,97 6,55+4,60 41,50+1,98 22,00¢4,67  25,30+1,41 11,50+1,70#

71



Tabela 5.5. Procentowy udziat komérek linit HMEC-1 (Srednia + SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego — wptyw docetakselu (DTX) oraz antyoksydantéw.
Komarki inkubowano z lekiem przez 24 godziny bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej preinkubacji z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM), Tiron (50 uM).
Analizy cyklu komérkowego dokonano po zakoriczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek w medium bez zwigzkéw. *p<0,05
wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego DTX

Oh 24h 48 h

Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1
Kontrola 51,8343,21 15,46+2,18 34,23+0,97 1,23+0,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50+0,80 51,96%2,25 25,5543,75 34,0241,39 0,93£0,59
Kontrola + NAC 57,48%2,87 19,8340,21 28,9340,11 0,50+0,28 48,35+4,03 20,0541,20 27,80%2,12 3,80+0,71 54,6515,16 19,75+0,78 25,70+1,98 2,00+1,56
Kontrola + Trolox 59,25+1,34 18,20+1,41 25,80+2,12 1,35+0,64 50,7043,54 18,40+1,27 26,75+0,64 3,10+1,41 51,35+2,90 18,25+2,76 29,1041,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63 26,30+1,41 1,00+0,14 48,65%3,32 18,50+2,55 32,55+1,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,20+1,41 22,65+1,91 2,95+1,20
DTX IC10 21,85+3,32* 16,15+1,48 46,70+2,12 7,00£0,57* 20,9043,54* 18,25+2,90 57,20+4,53* 3,65+1,91 47,00+0,14 13,40+0,99* 20,50+1,56 19,20+0,85*
DTX 0,5 I1C50 9,70%1,27* 11,85+1,34 63,05+5,44* 3,85+0,64 22,40+2,97* 19,85+1,91 45,55+1,77 11,4542,05 45,55+4,17 16,10+0,71* 25,40+0,71 11,55+0,64
DTX IC50 7,65%1,48* 11,25+1,63 67,85+0,07* 3,35£0,92 20,10+2,40* 17,90+2,12 39,35+2,62 21,15+8,41* 43,05+6,72 17,55+1,77* 21,50+4,53 17,4518,84*
DTX 2 1C50 18,60+2,26* 10,10+0,14 59,55+1,91* 4,75+1,06 21,60+0,42* 20,90+1,70 42,10+1,98 17,15%2,90* 43,60+2,40 16,70%2,55* 21,35+2,90 18,20+2,83*
DTX 1C90 11,7515,44* 13,05+7,42 70,05+9,40* 3,75+0,35 20,20+2,12* 20,50+0,92 37,15+2,76 23,25%4,88* 37,70+6,79 19,35+2,62* 21,3546,86 19,90+0,28*
DTXIC10 + NAC 27,90%3,82* 20,00+0,85 49,35+4,17* 2,75+1,20 22,00+0,57* 18,95+1,91 54,70%3,68* 4,30+1,13 47,80+3,54 19,45+1,20 24,30+2,83 8,45+7,57
DTX 0,5 IC50 +NAC 21,95+2,33* 20,70+1,84 54,6013,54* 2,75+0,64 23,20+4,10* 20,95+3,46 45,10+2,40 10,50+3,39 46,80+1,41 19,85+0,64 22,95+2,33 10,40+1,56
DTX IC50 +NAC 16,8513,61* 18,20+0,57 63,35+4,31* 1,60+1,27 20,90+3,54* 18,35+2,76 40,05+3,61 19,75+10,39* 48,25+2,05 18,60+1,13 22,55+3,04 10,60+2,12
DTX 21C50 +NAC 18,00£2,97* 20,60+1,70 59,90+1,13* 1,50+0,14 22,95+2,33* 21,55+0,78 41,65+1,34 17,15%2,90* 44,15+2,19 18,25+1,63 22,90+1,70 14,70%2,26*
DTX 1C90 +NAC 13,2043,54* 21,20+2,69 61,10+2,40* 4,95+0,92 22,40+0,99* 18,30+1,56 36,25+4,03 23,25%4,88* 40,05+2,33 18,75+1,34 22,00+0,57 19,40+2,83*
DTX IC10 +Trolox 26,30+3,25* 18,50+1,56 52,2045,80* 3,00£0,99 22,65+1,48* 17,65+0,78 55,00+0,42* 4,70+2,69 49,95+2,05 18,50+1,27 27,50+0,14 4,05+0,92
DTX 0,5 IC50 +Trolox 28,75+2,76* 21,40+2,83 47,30+1,41# 2,55+1,34 24,50+2,69* 21,9042,12 50,35+1,48* 3,2540,92 49,00+1,98 19,15+0,35 21,55+1,20 10,30+2,83
DTX IC50 +Trolox 18,15%5,44* 18,25+1,63 59,65+3,32* 3,95+0,49 22,00+3,68* 18,55+1,91 46,5518,70* 13,30+3,68* 46,35+3,61 19,35+1,34 19,85+0,64* 14,45%5,59*
DTX 2 IC50 +Trolox 16,45%3,04* 19,5543,18 59,60+2,40* 4,4043,82 22,50+4,38* 18,05+0,78 44,90+9,19 14,554,03* 42,05+3,75 18,65+1,48 23,85+1,77 15,45+7,00*
DTX 1C90 +Trolox 17,55+2,90* 19,55+2,47 59,85+2,47* 3,05+£2,90 20,45+1,20* 17,90+0,57 40,75+1,91 20,90+0,14* 40,25+2,33 18,35+1,48 24,50+1,56 17,40+2,97*
DTX IC10 + Tiron 25,10%3,96* 21,35+2,47 52,75+6,72* 2,00+1,13# 23,20+1,98* 18,40+1,41 54,00+5,09* 4,40+1,70 50,50+3,11 19,00+0,57 25,5540,92 4,95+1,63#
DTX 0,5 IC50 + Tiron 22,65t4,17* 18,30+0,99 57,10+1,84* 1,95+1,34 20,75+1,91* 18,90+2,12 56,25+1,20* 4,10+2,83 49,45+2,62 19,35+1,77 22,4543,04 8,75+1,34
DTX IC50 + Tiron 19,00+3,68* 17,80+0,85 61,80+2,69* 1,55+1,63 22,00+1,98* 19,25+1,20 46,20+8,34* 12,5545,16* 46,00+1,27 18,85+1,06 21,5541,48 14,30+1,27*
DTX 21C50 + Tiron 17,05+2,19* 18,75+1,20 60,90£0,85* 3,30+1,84 20,50+1,70* 20,00+0,57 45,30+4,24 14,20%3,11* 41,00+2,26 18,50+1,56 24,30+2,83 16,2013,54*

DTX 1C90 + Tiron 14,8513,46* 17,85+2,19 65,45+1,34* 1,50+0,57 20,50+2,97* 18,70+1,27 41,95+2,33 19,45+1,77* 39,35+1,48 19,15+1,06 21,50+1,56 20,00+4,10*



Tabela 5.6. Procentowy udziat komérek linii HMEC-1 ($Srednia + SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komdérkowego — wptyw liposomalnego docetakselu (LipoDTX) oraz
antyoksydantow. Komérki inkubowano z lekiem przez 24 godziny bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej preinkubacji z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM),
Tiron (50 uM). Analizy cyklu komdrkowego dokonano po zakonczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komdérek w medium bez zwigzkow.
*p<0,05 wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego DTX.

Oh 24 h 48 h
Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1
Kontrola 51,8343,21 15,46+2,18 34,23+0,97 1,23+0,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50+0,80 51,96+2,25 25,5543,75 34,02+1,39 0,9340,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,8310,21 28,93#0,11 0,50+0,28 48,35+4,03 20,05+1,20 27,80+2,12 3,80+0,71 54,6515,16 19,75+0,78 25,70+1,98 2,00+1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20+1,41 25,80+2,12 1,35+0,64 50,7043,54 18,40+1,27 26,75+0,64 3,10+1,41 51,35+2,90 18,25+2,76 29,10+1,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63 26,30+1,41 1,00+0,14 48,65+3,32 18,50+2,55 32,55+1,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,20+1,41 22,65+1,91 2,95+1,20
DTXIC10 21,85%3,32* 16,15+1,48 46,70+2,12 7,000,57* 20,90+3,54* 18,25+2,90 57,20+4,53* 3,65+1,91 47,000,14 13,40£0,99* 20,50+1,56 19,20+0,85*
DTX 0,5 1C50 9,70%1,27* 11,85+1,34 63,05+5,44* 3,85+0,64 22,40+2,97* 19,85+1,91 45,55+1,77 11,45+2,05 45,55%4,17 16,10£0,71* 25,40+0,71 11,55+0,64
DTXIC50 7,65%1,48* 11,2541,63 67,85+0,07* 3,35+0,92 20,10+2,40* 17,90+2,12 39,35+2,62 21,15+8,41* 43,05%6,72 17,55+1,77* 21,50+4,53 17,45%8,84*
DTX 21C50 18,60+2,26* 10,10+0,14 59,55+1,91* 4,75+1,06 21,60+0,42* 20,90+1,70 42,10+1,98 17,15%2,90* 43,60%2,40 16,70+2,55* 21,35+2,90 18,20+2,83*
DTX IC90 11,7545,44* 13,0547,42 70,05+9,40* 3,75%0,35 20,20+2,12* 20,5040,92 37,152,76 23,25+4,88* 37,7046,79 19,35+2,62* 21,3546,86 19,90+0,28*
LipoDTX IC10 + NAC 51,55+1,63# 19,25+2,05 27,95+1,91# 1,30£0,57# 52,70+1,41# 18,40+1,84 28,90+1,70# 1,40+0,71 50,4543,18 18,9042,12 30,50+4,81 1,60+1,56#
LipoDTX 0,5 IC50 + NAC 49,902,124 20,90+2,05 28,35+1,06# 0,85+1,13 52,55+3,54# 21,70+1,84 27,9043,04# 1,80+0,85 51,40+1,41 19,90+1,34 28,10+1,34 1,65+1,41
LipoDTX IC50 + NAC 51,352,474 18,60+1,13 29,152,904 0,90+0,71 54,20+0,71# 21,5542,62 25,05+1,91 2,15+2,76# 49,80+2,97 18,20+0,99 24,85+1,06 7,1543,04
LipoDTX 2 1C50 + NAC 45,6014,24# 21,90+1,41 30,50+2,97# 2,00+0,14 45,3514,74# 21,00+0,99 33,5544,03 2,35+1,48# 48,15+2,33 20,50+1,13 29,80+2,26 1,55+1,06#
LipoDTX IC90 + NAC 41,70%4,10# 18,45+1,20 38,80+2,97# 2,10+1,41 37,30+2,97*# 18,40+1,41 40,20+4,95 4,10+0,57# 43,00+2,69 20,15+1,34 31,40+1,84 5,4515,87#
LipoDTX IC10 + Troloks 51,90+2,83# 19,35+1,48 27,50+0,85# 1,25+0,49# 49,80+2,69# 18,65+2,05 31,90+3,11# 1,15+0,49 49,80%3,54 18,90£2,40 28,30+1,41 2,6510,78#
_:_:_'::::sx 0.51c50+ 50,90+2,12# 20,85+2,05 26,85+1,06# 1,40+1,13 48,20+3,54# 16,00+1,84 38,55+3,04 1,20+0,85 48,30+1,41 20,75+1,34 27,25+1,34 3,70+1,41
LipoDTX IC50 + Troloks 49,25+2,33# 21,00+1,98 27,65+1,91# 2,10+1,56 42,50+0,85# 19,30+1,56 40,05+0,78 1,85+1,48# 49,85+1,91 19,20+0,99 28,25+1,63 2,70+2,55#
LipoDTX 2 IC50 + Troloks 44,70+1,56# 20,15+1,06 32,90+0,71# 2,25+1,20 41,50+2,97# 17,95+2,05 37,00+7,92 3,45%2,76 47,55%1,20 19,1542,33 29,7540,49 3,55+1,63#
LipoDTX IC90 + Troloks 36,20+3,11%# 19,7541,77 42,6516,58# 1,40+1,70 38,95+1,91# 20,85+1,77 36,40+0,42 3,50+3,68# 48,25+1,91 19,90+1,41 26,75+1,91 5,10+1,41#
LipoDTX IC10 + Tiron 50,65+3,18# 19,35+1,48# 29,05+4,74# 1,65+0,92# 50,75%3,32# 18,85+0,78 28,40+2,404# 2,00+1,70 49,55%3,04 18,35+1,77 27,85%2,05 4,25+2,76#
LipoDTX 0,5 IC50 + Tiron 52,35+1,48# 21,0042,40# 26,05+1,34# 0,60+0,42 48,80+2,12# 19,75+3,61 28,70+3,68# 2,75%2,05 49,35+1,20 18,90+0,71 27,3540,07 4,40+0,57
LipoDTX IC50 + Tiron 49,30+2,55# 21,30+1,27 27,9013,54# 1,50+0,28 45,10+1,41# 27,00+1,84 26,60+2,12 4,55+1,63# 48,05+1,91 20,35+1,34 29,10+1,84 2,50+1,41#
LipoDTX 2 1C50 + Tiron 43,30+2,83# 17,95+0,92 36,5513,46# 2,20+1,56 40,8512,05# 19,80+0,71 35,20+2,97 4,45+0,64# 47,40+1,41 20,75+1,48 28,25+0,21 3,603,11#

LipoDTX IC90 + Tiron 35,5013,96# 18,45+1,63 44,05+3,89% 2,00£1,70 35,85+2,05# 20,00£0,99 41,30+1,41 2,80+2,55# 46,55+1,34 19,25£2,90 30,5543,04 5,2010,99#



Tabela 5.7. Procentowy udziat komarek linii HMEC-1 ($Srednia + SD) w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego — wptyw liposomalnego docetakselu z przytgczonym
peptydem penetrujgcym gH625 (LipoDTX-gH625) oraz antyoksydantéw. Komorki inkubowano przez 24 godziny z lekiem bez antyoksydantu lub po 1-godzinnej
preinkubacji z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM), Tiron (50 uM). Analizy cyklu komérkowego dokonano po zakoriczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48
godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek w medium bez zwigzkéw. *p<0,05 wzgledem kontroli; #p<0,05 wzgledem wolnego DTX.

Oh 24h 48 h
Gl S G2/M Sub G1 Gl S G2/M Sub G1 G1 S G2/M Sub G1
Kontrola 51,83%3,21 15,46+2,18 34,2340,97 1,23+0,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50+0,80 51,96%2,25 25,5543,75 34,02+1,39 0,93+0,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,8340,21 28,9340,11 0,5040,28 48,35+4,03 20,05+1,20 27,8042,12 3,80+0,71 54,6515,16 19,75+0,78 25,70+1,98 2,00£1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20+1,41 25,80+2,12 1,35+0,64 50,70+3,54 18,40+1,27 26,75+0,64 3,10+1,41 51,35+2,90 18,25+2,76 29,10+1,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60+0,99 20,55+1,63 26,30+1,41 1,00+0,14 48,65%3,32 18,50+2,55 32,55#1,91 0,80+0,42 54,30+2,83 17,20+1,41 22,65+1,91 2,95+1,20
DTXIC10 21,85%3,32* 16,15+1,48 46,70+2,12 7,00£0,57* 20,90+3,54* 18,25+2,90 57,20%4,53* 3,65+1,91 47,00£0,14 13,40%0,99* 20,50+1,56 19,20+0,85*
DTX 0,5 I1C50 9,70+1,27* 11,85+1,34 63,05%5,44* 3,85+0,64 22,40%2,97* 19,85+1,91 45,55+1,77 11,45+2,05 45,55+4,17 16,10£0,71* 25,400,71 11,55%0,64
DTX IC50 7,65+1,48* 11,25+1,63 67,850,07* 3,35+0,92 20,10+2,40* 17,9042,12 39,3542,62 21,15+8,41* 43,05+6,72 17,55+1,77* 21,50+4,53 17,4518,84*
DTX 2 1C50 18,60+2,26* 10,10+0,14 59,55+1,91* 4,75%1,06 21,60%0,42* 20,90+1,70 42,10+1,98 17,15+2,90* 43,60+2,40 16,70%2,55* 21,35+2,90 18,20+2,83*
DTX 1C90 11,75%5,44* 13,05+7,42 70,05+9,40* 3,75%0,35 20,20%2,12* 20,50+0,92 37,1542,76 23,25+4,88* 37,70%6,79 19,35%2,62* 21,35+6,86 19,90+0,28*
LipoDTX-gH625 1C10 + NAC 53,10+2,40# 18,95+2,47 26,7510,64# 1,30+0,71# 51,35+2,90# 19,85+1,06 26,30+2,83# 2,50+1,13 50,80+2,12 19,95+2,47 28,20+1,13 1,70+0,85#
LipoDTX-gH625 0,5 IC50 + NAC 50,00+3,82# 21,8543,18 25,5510,35# 2,60+0,99 49,80+2,26# 20,90+2,12 27,90+2,83# 1,40+1,56 49,60+1,56 18,05+1,20 28,75%0,92 3,60+1,27
LipoDTX-gH625 1C50 + NAC 48,25+2,05# 19,50+1,56 30,40+2,83# 1,85+0,78 51,404,53# 18,90+1,41 26,904+2,12 2,80+0,99# 48,25+1,91 18,05+1,20 31,05+1,91 2,65+1,20#
LipoDTX-gH625 2 1C50 + NAC 45,60+4,10# 19,55+1,91 33,30+6,08# 1,90+0,42 45,70+4,10# 19,45+0,92 31,6546,29 3,20+1,27# 46,50+1,13 19,50+2,69 29,40+4,67 4,60+0,85#
LipoDTX-gH625 1C90 + NAC 39,90+6,51# 20,50+1,27 37,307,07# 2,55+1,06 38,40+4,81# 21,00+2,55 38,1547,14 2,4510,21# 45,45+1,06 18,95+0,92 31,75+2,33 3,85%2,19#
LipoDTX-gH625 IC10 + Troloks  53,45%3,04# 19,85+0,64 25,65+2,33# 1,35+0,92# 53,05+1,77# 20,1040,85 24,700,57# 2,15+0,35 49,95+3,32 18,30+1,56 29,95+2,33 1,80+0,57#
;:ZT:'ISX-gHGZS 0.51C50+ 50,55+3,04# 19,70+1,84 28,05+2,33# 1,70£1,13 50,60+3,25# 18,45£1,20 26,35+2,90# 4,60£0,85 49,15+3,18 19,45+1,34 30,1043,25 1,40+1,41
LipoDTX-gH625 IC50 + Troloks ~ 46,15+1,63# 20,60+1,13 31,3043,82# 1,95+1,06 49,55+4,74# 20,85+2,05 26,20+1,27 3,401,414 48,50+1,41 20,55+1,06 28,65+1,06 2,30+1,41#
LipoDTX 2 IC50 + Troloks 40,55+3,18# 20,00+0,99 37,5543,61# 1,90+0,57 50,25+3,61# 20,9043,54 25,60+4,95 3,95+1,20# 45,95+1,77 17,75+1,20* 33,05+1,77 3,25+1,20#
LipoDTX-gH625 1C90 + Troloks  36,05+4,74# 21,20+2,69 40,35+6,01# 2,40+1,41 41,00+3,68# 21,00+2,26 36,05+2,47 3,15+2,19# 44,30+1,98 20,55+1,63 28,35+3,18 6,6510,64#
LipoDTX-gH625 IC10 + Tiron 52,95+2,62# 19,25+1,48 25,25+2,62# 2,55+1,48 50,35+2,90# 21,00+1,98 27,00+0,85# 1,50+0,57 50,55+3,32 18,05+0,21 28,65+2,47 2,4510,644#
LipoDTX-gH625 0,5 IC50 + Tiron 50,00+3,39# 18,85+2,33 29,8014,67# 1,35+1,06 50,00+1,84# 19,35+1,34 27,750,924 2,90+2,26 50,20+2,26 20,80+1,70 27,4042,83 1,60+1,13
LipoDTX-gH625 IC50 + Tiron 48,80+3,54# 19,40+1,41 30,354,31# 1,45+0,64 43,40+3,96# 20,55+2,90 32,75+11,53 4,85+2,47# 49,70+1,56 18,70+0,57 27,45+0,07 4,15+0,92#
LipoDTX-gH625 2 IC50 + Tiron 48,80+0,71# 18,7542,19 29,30+0,99# 3,15+2,47 41,50+2,97# 21,20+2,12 35,1540,35 2,15+0,49# 47,55+1,34 20,00+2,26 28,60+1,41 3,85%2,19#

LipoDTX-gH625 1C90 + Tiron 44,15+2,76# 19,05+2,47 34,85+1,06# 2,15+1,06 38,05+2,33# 21,00+1,98 37,7540,92 3,20+1,27# 45,35+4,17 20,85+2,05 29,2044,10 5,30+1,13#



Tabela 5.8. Procentowy udziat komérek linii HMEC-1 w poszczegélnych fazach cyklu komdrkowego (Srednia + SD) — wptyw najwyzszego i najnizszego stezenia
nanonosnika liposomalnego (LipoMAX, LipoMIN), peptydu penetrujacego (gH625max. gH625min), nanonosnika liposomalnego skoniugowanego z penetrujgcym
peptydem gH625 (LipoMAX-gH625, LipoMIN-gH625) oraz antyoksydantéw. Komérki inkubowano przez 24 godziny z nanonosnikiem/wolnym peptydem gH625 bez
antyoksydantéw lub po 1-godzinnej preinkubacji komérek z antyoksydantem: NAC (3 mM), Troloks (50 uM), Tyron (50 uM). Analizy cyklu komérkowego dokonano
bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (0 godz.) lub po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek w medium bez zwigzkéw/nanonosnikow.

*p<0,05 wzgledem kontroli

oh 24h 48 h
G1 S G2/M Sub G1 G1 s G2/M Sub G1 G1 s G2/M Sub G1
Kontrola 51,83+3,21 15,46%2,18 34,2340,97 1,2340,81 52,45+2,50 19,59+1,22 30,62+0,88 1,50£0,80 51,96+2,25 25,55+3,75 34,02+1,39 0,930,59
Kontrola + NAC 57,48+2,87 19,8320,21 28,9340,11 0,50:0,28 48,35+4,03 20,05+1,20 27,80£2,12 3,800,71 54,65+5,16 19,75+0,78 25,70+1,98 2,00£1,56
Kontrola + Troloks 59,25+1,34 18,20%1,41 25,80+2,12 1,350,64 50,70+3,54 18,40£1,27 26,75+0,64 3,10£1,41 51,35+2,90 18,25%2,76 29,10+1,13 2,35+0,49
Kontrola + Tiron 53,60£0,99 20,55+1,63 26,30£1,41 1,00£0,14 48,6543,32 18,50+2,55 32,55¢1,91 0,80%0,42 54,30+2,83 17,20+1,41 22,65+1,91 2,95+1,20
LipoMIN 62,64+1,79 21,68+2,51 23,0540,01 1,00£0,14 50,25+2,90 18,65+2,05 29,75+0,49 1,35%1,34 53,25+4,31 20,30+4,38 23,70£2,26 2,101,41
LipoMAX 59,18+3,99 23,3646,51 22,59+3,95 2,20%0,14 54,70£2,12 18,20+1,41 27,30+1,41 2,20£1,27 53,80+3,68 20,7040,85 24,80+0,42 1,45+1,34
LipoMIN + NAC 51,22+1,07 21,40£2,83 28,6242,10 0,900,71 48,92+1,67 21,70+2,83 29,1045,23 1,65%1,20 50,25+2,90 19,80+2,69 28,10+1,84 1,85+1,63
LipoMAX + NAC 50,40%5,00 21,01%6,21 26,55+0,88 1,40£0,71 53,15+4,31 19,40+1,27 26,40+2,97 1,05+0,07 50,45+4,17 23,60+1,41 26,10+2,83 1,85+2,47
LipoMIN + Troloks 46,90+2,83 23,3043,39 31,230,11 1,050,21 49,05+2,05 21,60%2,12 24,70%3,25 2,85+1,06 50,30%5,52 20,80+3,68 26,10+8,49 2,70+0,85
LipoMAX + Troloks 48,47+1,03 19,30£0,57 31,60+1,70 0,95+0,35 54,706,51 16,90£3,11 23,20%3,39 3,50£0,28 48,60+3,39 19,35%1,06 29,65+2,47 1,80+1,13
LipoMIN + Tiron 47,90%1,41 22,60£2,40 31,85%0,78 1,10+0,28 47,90+2,40 19,70+0,57 27,95+2,05 3,70+1,98 49,45+3,04 19,10+2,69 28,85+0,78 2,55+0,35
LipoMAX + Tiron 48,6510,78 19,3040,57 31,60+1,70 2,00£0,14 49,25+4,31 19,35+2,76 28,35+0,07 2,25+1,48 52,2545,44 18,65+2,05 27,3045,52 1,80+1,98
gH625min 51,36+8,24  21,43+11,17 27,37+4,53 1,000,14 47,52+1,82 20,15+4,17 31,00+4,67 2,55+0,21 55,99+0,35 20,28+0,42 22,92+3,17 1,15+0,78
gH625max 56,86+1,76 23,39+1,99 27,38+2,37 0,90+0,28 60,54+1,36  18,73+10,95  26,30+1,01 0,95+0,35 54,38+1,90 21,3341,46 23,1545,76 0,50£0,14
gH625min + NAC 54,79£2,67 18,30+0,86 26,90+1,41 0,75+0,07 50,80+3,68 18,20+1,41 26,65+0,64 1,75+2,05 50,14+9,24 21,0044,67 25,33+1,03 1,25+1,06
gH625max + NAC 53,60+2,83 24,95+0,92 23,6043,25 1,25+0,21 50,20+2,69 22,45%2,62 25,80+3,39 2,55+2,05 47,71%2,57 25,5145,95 25,79+7,09 1,55+2,05
gH625min + Troloks 52,49+5,92 18,30%0,86 27,81+2,70 0,75%0,21 50,15+4,17 20,80+4,95 25,60+3,54 1,50+0,85 49,25+2,76 19,10+2,26 29,0543,32 2,45%1,48
gH625max + Troloks 52,56%4,30 24,95+0,92 21,04+0,37* 1,05£0,21 49,20+2,83 21,20+2,69 26,60+2,40 2,20+1,41 51,75+4,88 20,8043,68 26,20+7,07 1,25+1,48
gH625min + Tiron 50,14+9,24 23,7148,51 21,05+7,09* 0,85+0,49 50,57+3,30 18,20+1,41 29,55+3,18 1,65¢1,34 54,30+2,83 19,30#1,41 21,80+0,28 3,50%2,40
gH625max + Tiron 47,71£2,57 27,28+4,21 20,81+0,04* 0,800,28 49,15+4,17 20,65%2,05 29,10+1,41 2,50£1,56 47,30£1,41 21,30£1,41 28,75+3,46 2,20%2,83
LipoMIN-gH625 57,88+2,28 22,16%1,07 20,35+2,44* 1,50£1,13 49,20+1,41 18,20+1,41 29,50+1,70 1,80+0,99 49,70%2,12 17,85+0,49* 28,20+2,69 2,60%0,71
LipoMAX-gH625 59,95+0,63 20,9143,80 21,50£2,69 1,25£0,49 49,70+3,39 17,25+0,07 29,70+3,39 2,75+0,92 50,65+3,32 21,25+1,63 26,7043,68 1,45+1,20
Lipo-gH625min 56,44+1,47 20,53+3,72 22,26+2,89 0,75%0,21 46,65+0,64 18,25+1,34 30,25+1,34 2,55+1,20 49,75#3,61 16,70£2,12 29,25+7,00 4,30+1,27
Lipo-gH625max 55,7612,18 21,62+1,50 19,98+0,39* 0,90£0,28 49,8515,16 20,85+4,17 25,80+2,55 3,15+2,76 52,70+7,78 18,90+4,53 28,95+5,44 1,55+0,78
LipoMIN-gH625 + NAC 48,50%2,55 20,00+£0,99 31,30£0,57 0,550,07 50,25+2,90 18,15+0,35 28,50+1,27 2,65+0,64 54,30£2,69 17,85+0,92* 24,30£0,42 3,55+4,03
Lipo-gH625min + NAC 48,06%3,17 27,3949,45 26,2349,15 0,450,21 51,2043,82 17,10+1,27 29,1041,13 2,45+1,34 51,35+2,90 21,85+0,64 25,30+1,41 1,50£0,85
LipoMAX-gH625 + NAC 49,30+1,41 24,6045,23 28,10£0,28 1,10£0,28 48,95+0,92 20,50+1,70 28,35+1,34 2,20+2,12 48,20%2,69 18,90+1,98 30,70+1,98 2,20%1,27
Lipo-gH625max + NAC 53,80%2,12 18,30+1,41 27,80+2,12 1,00+0,28 49,45+2,62 20,00+0,42 29,55+2,33 1,00£0,71 46,70+4,95 19,805,09 28,80+0,71 4,65+0,64
LipoMIN-gH625 + Troloks  47,303,96 23,13+3,57 33,40+2,12 0,90£0,42 53,10+2,55 17,70£2,12 28,40+4,95 0,80+£0,28 50,70+3,54 20,65+4,88 25,60+2,12 3,05%3,32
LipoMAX-gH625 + Troloks ~ 47,31+3,95 24,41+2,90 33,52+3,85 1,35+0,92 50,352,47+ 21,30+2,97 27,95+0,49 0,70£0,57 44,75%2,19 22,65+4,88 30,20+2,69 2,250,21
LipoMIN-gH625 + Tiron 49,05+1,48 22,25$2,33 32,1043,96 0,65+0,35 50,05+1,77 17,90+0,57 28,3545,30 2,85+1,77 48,70%3,54 22,85+1,63 25,7043,68 2,75%1,48
LipoMIN-gH625 + Tiron 48,80%3,54 23,48+1,58 32,50£2,40 0,55%0,21 49,25+1,48 19,70+0,57 28,25+1,48 2,80%2,40 51,70+4,95 18,25+3,75 27,8549,26 2,20%0,57
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5.4. Wtasciwosci genotoksyczne wolnych i liposomalnych taksanow

Poziom wuszkodzen DNA w komdrach linii HMEC-1 oceniano za pomocg
standardowego testu kometowego, ktéry okreslany jest rowniez jako elektroforeza
pojedynczej komodrki w zelu agarozowym (ang. single cell gel electrophoresis, SCGE).
Metoda ta pozwala m.in. na pomiar jednoniciowych i dwuniciowych peknie¢ DNA.
Mikroskopowy obraz komorki uzyskany tg technikg wyglada jak kometa z wyrazng, ,,gtowga”
sktadajacga sie z nienaruszonego DNA oraz ,ogona”, zawierajacego uszkodzone petle lub
pekniete fragmenty DNA. DNA uwolnione w wyniku jedno- lub dwuniciowych peknieé
denaturuje w warunkach alkalicznych i migruje w kierunku anody. llo$¢ uwolnionego DNA
zalezy od ilosci powstatych uszkodzen, a predkosc jego migracji w zelu agarozowym zalezy

od wielkosci czasteczki.
Ocena genotoksycznosci wolnych taksanow

Zawartos¢ DNA w ogonie komety komoérek inkubowanych z taksanami wzrastata wraz
ze wzrostem stezenia taksanu i czasu hodowli poinkubacyjnej. Istotne statystycznie zmiany
obserwowano po 24 i 48 godzinach (Ryciny 5.8 i 5.9 oraz Tabela 5.9). powodowat istotne
zmiany w nizszym stezeniu — ICso. Wraz z wydtuzeniem czasu hodowli poinkubacyjnej
obserwowano progresywny wzrost frakcji uszkodzonego DNA. Najwyzszg zawartos¢ DNA
w ogonie komety zaobserowano po 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej w komdrkach
potraktowanych najwyzszym stezeniem taksanéw (ICso). Oba leki generowaty podobng ilos¢

uszkodzen —38,52% (docetaksel) i 35,09 % (paklitaksel) DNA znajdowato sie w ogonie komety.
Genotoksycznosc liposomalnych taksanow

Liposomalne formy taksandéw nie powodowaty wzrostu uszkodzen DNA
bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji ze zwigzkami oraz po 24-godzinnej hodowli
poinkubacyjnej. Statystycznie istotny wzrost uszkodzen obserwowano jedynie
w komorkach inkubowanych z najwyzszym stezeniem liposomalnego docetakselu (1C90).
W komarkach inkubowanych z wysokimi stezeniami liposomalnego paklitakselu (2 1Csp oraz
IC0), niezaleznie od obecnosci gH625, uszkodzenia DNA obserwowano dopiero po 48
godzinach hodowli poinkubacyjnej komdrek w medium bez leku. Po tym samym czasie
w komorkach inkubowanych z wysokimi stezeniami liposomalnego docetakselu (2 IC50

i IC90) jedynie dla stezenia ICoo odnotowano znaczgcy wzrost uszkodzert DNA.
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Ogélnie, S$redni poziom uszkodzen DNA w komoédrkach inkubowanych
z liposomalnymi taksanami byt nizszy niz w komérkach inkubowanych z wolnymi lekami.
Liposomalne formy DTX w stezeniu ICoo W czasie 24 h powodowaty mniej uszkodzen niz
wolny DTX. Zawarto$s¢ DNA w ogonie komety komdrek inkubowanych z liposomalnym DTX
bez przytgczonego peptydu gH625 byta nizsza 0 12,7%, a w przypadku liposomalnego DTX
z peptydem gH625 — o 13,8%. Stezenie ICso liposomalnych form DTX w czasie 48 h
powodowato mniejsze uszkodzenia DNA niz czysty lek (ok. 17%). Nie zaobserowowano
istotnych statystycznie réznic w procentowej zawartosci DNA pomiedzy liposomalng forma
PTX, a wolnym PTX. Puste liposomy oraz sam peptyd nie powodowalty istotnych zmian

w procentowej zawartosci DNA w ogonie komety (Tabela 5.10).
Wptyw antyoksydantow i nanonosnikow

Preinkubacja komérek z antyoksydantami nie powodowata istotnych statystycznie
zmian w procentowej zawrtosci DNA w ogonie komety (Tabela 5.9). Antyoksydanty rowniez
nie wptywaty istotnie na cytoksyczne wtasciwosci zwigzkéw. Podobnie nie stwierdzono
istotnych zmian w komédrkach inkubowanych tylko z liposomem lub tylko z peptydem

gH625.

77



40 7

:l Kontrola

< Bl P
‘z‘ > 30" B LipopTx

w *
e c Bl _ipoPTX-gH625
N)
w O
[e) X
T o
® c
2 o

(@]
N o

3

0h 24h 48h

Rycina 5.8. Uszkodzenia DNA generowanane w komérkach linii HMEC-1 po 24-godzinnej
inkubacji z wolnym paklitakselem (PTX), liposomalnym paklitakselem (LipoPTX) oraz
liposomalnym paklitakselem z przytgczonym peptydem pemetrujgcym gH625
(LipoPTX-gH625). Lek stosowano w stezeniu ICsop. Komorki analizowano po zakorczeniu
inkubacji (0 godzin) oraz po uptywie 24 i 48 godzin hodowli poinkubacyjnej.*p < 0,05
wzgledem kontroli; #p < 0,05 wzgledem PTX .

L1 kontrola

407 Bl orx )
B L ipoDTX

30 - Bl LipoDTXx-gH625

Zawartosé DNA
w ogonie komety [% ]

0h 24h 48h

Rycina 5.9. Uszkodzenia DNA generowanane w komoérkach linii HMEC-1 po 24-godzinnej
inkubacji z wolnym docetakselem (DTX), liposomalnym docetakselem (LipoDTX) oraz
liposomalnym docetakselem z przytgczonym peptydem penetrujgcym gH625
(LipoDTX-gH625). Lek stosowano w stezeniu IC50. Komdrki analizowano po zakorczeniu
inkubacji (0 godzin) oraz po uptywie 0, 24 i 48 godzin hodowli poinkubacyjnej. *p < 0,05
wzgledem kontroli; #p < 0,05 wzgledem DTX.
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Tabela 5.9. Procentowa zawarto$¢ DNA w ogonie komety komorek linii HMEC-1 inkubowanych z wolnymi i liposomalnymi taksanami (PTX i DTX) przez 24 godziny
(Srednia + SD). Lek stosowano w stezeniu ICso. Komérki analizowano bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (0 godz.) oraz po 24 i 48 godzin hodowli poinkubacyjne;j.
*p < 0,05 wzgledem kontroli; #p < 0,05 wzgledem wolnego taksanu.

Oh 24h 48 h
NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron

Kontrola (K) 4,75+1,54 4,47+0,54 6,23+1,22 5,6%2,49 4,5742,25 7,94+1,70 6,23+2,89 5,43%3,25 5,42+1,71 8,55+1,52 7,772,47 5,48+2,27
PTX IC10 5,68t1,26 5,19+2,34 3,81+1,80 7,09+1,95 10,09+3,20 12,06+2,20 9,67+5,15 9,54+2,20 10,54+1,80 7,22+2,43 11,10+4,02 12,77+2,93
PTX 0,5 I1C50 5,33%3,13 6,99+1,75 6,70+1,26 6,45+1,29 12,62+1,51 14,44+2,70 12,0545,66 11,92+2,70 13,83+1,75 10,44+2,27 11,0440,48 15,15+0,74
PTX 1C50 6,00t1,26 7,40%2,96 5,67+0,78 6,92+1,65 13,3242,84 15,00+1,44 12,61+1,51 12,48+1,44 23,38+2,43* 18,80+3,59* 17,15+2,85 17,22+0,55
PTX 21C50 6,20%3,04 6,36+1,03 7,50t4,65 7,63%3,63 18,48+2,05* 19,99+0,40* 17,0314,16* 17,47+0,40* 27,74+4,14* 23,12+2,92* 22,72+2,34* 23,35+2,39*
PTX 1C90 7,66+1,20 7,30+1,17 7,41+0,93 10,3242,20 18,0145,16* 18,71+2,38* 16,32+0,58 16,19+2,38 35,09+4,26* 29,89+2,47* 29,00+3,77* 30,48+2,04*
LipoPTX IC10 6,14+2,02 6,68+1,15 6,98+1,95 9,27+2,68 6,83+2,11 9,95+3,42 7,27+1,78 8,46+1,52 12,38+0,87 9,7510,69 11,89+4,16 9,7413,10
LipoPTX 0,5 IC50 6,41+1,39 6,93+2,06 9,29+1,83 8,32t3,59 8,95+2,00 10,52+1,62 8,9215,10 9,88+3,95 14,86+1,74 11,85+1,44 12,1042,17 11,7743,02
LipoPTX IC50 6,47+2,50 9,45%3,03 9,20+4,05 7,24+1,60 10,4142,76 8,96+2,02 12,06+2,27 9,03+1,92 13,6243,24 13,65+1,22 15,3241,33 14,65%3,69
LipoPTX 2 1C50 5,81+1,03 9,29+1,97 9,01+4,16 8,24+3,72 10,28+3,80 11,55+1,86 8,59+1,45 10,90+1,14 20,34%3,12* 19,48+1,22* 12,9743,36# 15,77+1,93
LipoPTX IC90 5,58+2,47 10,7543,05 8,94+2,51 10,48+2,98 11,1142,21 12,3743,87 13,6045,61 12,8843,53 24,664,03* 19,57+2,88*# 17,08+1,07# 20,97+5,09*#
LipoPTX-gH625 IC10 5,41+0,93 6,350,98 8,80+2,45 4,93+3,49 8,33+2,68 7,92+1,20 9,10+2,49 8,42+2,14 9,10+2,22 8,01+3,66 11,2242,39 8,37+1,56
LipoPTX-gH625 0,5 IC50 6,10+1,51 8,25+2,96 8,92+2,58 8,95+2,71 10,9143,94 10,90+1,04 10,86+2,60 9,70+3,06 15,24+1,24 14,58+4,62 13,2242,63 11,92+1,77
LipoPTX-gH625 IC50 6,24+1,91 7,35+1,99 10,34+2,91 7,68+1,81 9,42+2,67 12,11+2,01 14,71+4,18 11,33+2,40 17,32%3,22 16,09+2,12 13,28+1,16 15,02+4,17
LipoPTX-gH625 2 IC50 6,47+1,01 9,45%3,41 8,20%3,56 10,50+3,10 13,09+0,59 10,95+2,57 13,20+1,19 12,75+1,54 23,11+5,76 13,72#1,12 15,30%3,20 21,57+3,00
LipoPTX-gH625 1C90 6,28+1,80 8,11+3,10 8,51+4,43 7,89+2,46 12,11+2,52 13,71+2,95 14,78+1,24 14,35+0,97 25,35+2,38 22,98+8,39 22,76%1,92 26,67+3,71
DTX I1C10 9,94+2,68 6,79t2,06 6,90+3,34 8,76+2,31 8,18+1,92 12,48+2,20 12,58+2,20 10,7041,65 12,46+2,59 13,32+1,90 12,2343,39 13,56%1,70
DTX 0,5 1C50 7,88+2,60 8,33t1,84 9,26+2,98 8,70+3,02 11,7541,29 14,86+2,70* 14,96+2,70* 10,4614,48 20,73+1,79* 18,50+2,03* 12,86+2,54 17,86+2,87*
DTX 1C50 10,46%2,73 8,91+2,76 8,59+1,92 8,42+1,21 16,8313,16* 15,42+1,44* 15,52+1,44* 11,01+1,92 32,24+3,66* 24,00+0,93* 15,49+2,55 18,9413,39*
DTX 21C50 11,1041,79 8,58+1,75 12,15+2,04 12,61+2,82 18,58+1,40* 20,41+0,40* 20,51+0,40* 15,4610,89* 34,92+4,67* 28,35+1,85* 22,15+3,50* 25,90+1,73*
DTX 1C90 10,09+4,24 9,6010,93 11,8243,89 5,30t1,36 23,11+1,79* 19,13+2,38* 19,23+2,38* 19,37+1,05* 38,52+2,74* 35,71+2,04* 30,91+2,52* 32,07+3,48*
LipoDTX IC10 8,13+3,79 6,17+2,70 6,49+1,19 6,97+1,90 8,32+1,01 7,98+0,92 8,80+2,08 7,63%2,40 10,36+1,51 8,85+3,41 10,1343,15 9,67+3,36
LipoDTX 0,5 IC50 9,27+3,17 7,69+2,10 7,82+0,44 8,72+1,70 8,59+1,75 7,25+1,45 9,18+2,10 8,97+1,87 11,88+1,72 9,50+1,65 10,3943,21 9,65+1,39
LipoDTX IC50 8,28+2,78 6,63+0,94 8,32+1,49 8,45+3,08 9,21+0,45 8,75+2,30 8,00t1,26 13,24+1,94 15,32+2,45# 12,21+2,37# 11,7745,81# 15,83+1,75#
LipoDTX 2 IC50 9,11+2,43 8,01+1,86 8,93+1,29 9,58+1,34 9,49+2,75 10,04+0,83 9,48+3,04 13,99+1,75 22,97+2,43* 12,31+3,74# 17,78+1,68* 20,75+1,15*#
LipoDTX IC90 9,29+3,64 9,58+1,93 8,94+2,42 6,10+2,08 10,40+0,79# 9,81+3,60# 12,7943,05# 15,59+1,738 23,50+1,18*# 14,86+2,47# 18,05+4,73*# 22,64+2,86*#
LipoDTX-gH625 1C10 6,94+1,57 6,50+1,48 6,60+1,72 8,03+1,29 6,41+1,61 7,61+1,91 8,50+1,89 7,2241,33 10,57+1,02 8,61+1,48 9,3742,51 7,8815,06
LipoDTX-gH625 0,5 IC50 9,59+1,76 7,25%1,63 7,74+1,70 9,30+0,95 9,33+0,85 8,0413,67 8,25+2,66 8,45+1,15 13,62+1,73 10,4943,35 14,3742,83 13,96+4,41
LipoDTX-gH625 1C50 8,60%0,93 7,08+0,23 7,77+2,68 7,42+1,24 8,68+2,00 10,36+3,32 12,34+1,34 12,3042,45 14,6113,87# 13,26%1,16# 12,08+1,85# 12,08+3,86#
LipoDTX-gH625 2 1C50 9,38t1,77 8,72t1,26 8,70+1,60 9,36+1,80 9,10+1,20 11,89+0,60 17,63%2,83* 17,99+2,32* 15,7013,02# 16,85+1,56# 15,03+2,86# 14,5113,43#
LipoDTX-gH625 1C90 8,08+2,62 9,82+1,63 9,67+0,85 8,7612,31 9,33+0,33# 14,46+1,65 22,65+2,86* 21,87+2,01* 22,36%2,40*# 20,32+1,85*# 21,59+2,32* 15,95+1,58#
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Tabela 5.10. Procentowa zawarto$¢ DNA w ogonie komety komérek linii HMEC-1 inkubowanych z nanonos$nikami/peptydem gH625 przez 24 godziny (Srednia + SD).
Komoérki analizowano bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (0 godz.) oraz po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komoérek w medium bez zwigzkow.
*p < 0,05 wzgledem kontroli

NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron
LipoMIN 5,77+1,60 8,00+1,37 12,63+2,99 8,67+0,83 7,81+2,66 9,06+3,49 11,01+0,99 9,60+0,83 8,74+2,57 10,31+1,69 11,91+2,83 9,47+1,33
LipoMAX 6,8413,10 9,08+2,28 12,74+0,40 10,15+2,14 11,7743,03 11,61+2,24 12,7843,10 13,2742,21 11,6443,22 10,91+2,83 12,4143,54 11,1042,58
gH625min 7,44+0,83 8,45t1,68 7,84+0,28 10,16%1,14 10,00+0,83 11,7341,25 10,3740,71 10,35+4,96 9,32+1,33 9,20+3,20 10,1440,71 11,1342,14
gH625max 6,75+0,87 9,71+2,33 6,09+1,17 9,48+1,22 10,43+2,46 11,9543,27 11,95+1,43 11,02+1,92 5,98+0,00 9,08+2,47 9,85+2,17 8,13+3,05
LipoMIN-gH625 10,3343,27 11,52+0,76 14,96+3,61 9,45+1,01 11,4345,36 14,38+0,62 9,05+1,96 10,48+3,06 10,3742,59 13,42+4,92 10,05+4,95 9,10+2,45
LipoMAX-gH625 11,57+4,30 13,35+1,00 11,28+2,33 9,35+2,91 12,7942,61 13,76+1,63 10,60+1,77 8,42+2,65 11,85+2,72 10,25+0,59 9,97+3,72 11,3141,81
Lipo-gH625min 8,59+2,93 12,27+2,02 10,72+2,04 9,93+2,87 11,31+1,10 14,49+1,59 11,91+2,57 10,84+2,41 11,33+0,58 10,82+5,42 12,44+1,14 11,07+1,98
Lipo-gH625max 9,69+3,49 14,28+0,86 12,95+3,51 11,55+3,14 11,08+2,18 14,11+2,12 12,82+3,34 12,62+2,01 12,05+1,09 13,01+3,36 13,17+1,98 12,74+2,01
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5.5. Wtasciwosci prooksydacyjne wolnych i liposomalnych taksandéw —zmiany zawartosci
zredukowanego glutationu (GSH)

Do okredlenia zmian stezen zredukowanego glutationu wykorzystano specyficzne
wtasciwosci sondy monochlorobimanu (MCB), ktéra swobodnie przemieszcza sie przez
btony komdrkowe. MCB reaguje z grupami tiolowymi oraz jest niefizjologicznym
substratem dla komérkowych S-transferaz glutationowych (GST). Produktem reakcji MCB

ze zredukowanym glutationem jest fluorescencyjny koniugat GS-MCB.

Komorki linii HMEC-1 inkubowano z badanymi zwigzkami przez 24 godziny. Pomiary
dokonywano bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (czas 0 h) lub po 24 - i 48 - godzinnej

hodowli poinkubacyjnej w medium bez lekéw (czas 24 h i 48 h).
Wptlyw wolnego i liposomalnego paklitakselu na zawartos¢ zredukowanego glutationu

Pomiar stezenia glutationu wykazat istotne réznice miedzy komoérkami kontrolnymi,
a komérkami inkubowanymi z wolnym paklitakselem (Rycina 5.10). Bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji kazde z zastosowanych stezen PTX (IC10 — I1Co0) powodowato istotny
spadek zawarto$ci wewngtrzkomdérkowego GSH. Po 24 godzinach hodowli poinkubacyjnej
istotne zmiany wystepowaty tylko w komdrkach potraktowanych najwyzszymi stezeniami
PTX (2 ICsp i ICo0), podczas gdy po 48 godzinach istotny spadek stezenia GSH odnotowano
dla wszystkich stezen PTX z wyjatkiem 0,5 ICso. Najwiekszy spadek (ok. 25% w stosunku do
kontroli) stwierdzono bezposrednio po zakonczeniu inkubacji komérek z wolnym PTX

w stezeniach ICsp, 2 ICso oraz ICoo (Tabela 5.11).

Liposomalny paklitaksel bez peptydu gH625 réwniez powodowaty spadek stezenia
GSH mierzonego w komoérkach bezposrednio po zakonczeniu inkubacji z lekiem oraz po
24 godzinach hodowli poinkubacyjnej. Nie odnotowano natomiast istotnych zmian po
48 godzinach dla zadnego z zastosowanych stezen PTX. Najwiekszy spadek (ok. 50-55%)
w stosunku do kontroli wystepowat po 24 godzinach w komdrkach inkubowanych
z wysokimi stezeniami leku (2 1Cso i ICo0). Podobne wyniki otrzymano dla liposomalnego
paklitakselu z przytgczonym peptydem gH625, ktdéry powodowat najwiekszy spadek
stezenia GSH po 24 godzinach (ok.30%).
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Wptlyw wolnego i liposomalnego docetakselu na zawartos¢ zredukowanego glutationu

Inkubacja komodrek z wolnym docetakselem powodowata istotny spadek stezenia
glutationu niezaleznie od stezenia leku i czasu pomiaru (Rycina 5.11, Tabela 5.11). Stezenie
GSH malato progresywnie wraz ze wzrostem stezenia leku Najwiekszy spadek (ok. 56%)
odnotowano po 24 godzinach w komdrkach potraktowanych najwyzszym stezeniem leku
(ICo0). Dla najnizszego stezenia DTX (ICi0) obserwowano istotny spadek tylko po 24
godzinach hodowli poinkubacyjnej, natomiast dla stezenia 0,5 ICso bezposrednio po
inkubacji (0 godz.) oraz po 24 godzinach. Zmiany spowodowane przez liposomalny DTX nie
byty tak duze jak w komdrkach inkubowanych z wolnym DTX. Najwiekszy spadek zawartosci
glutationu (ok. 26%) w komoérkach potraktowanych liposomalnym docetakselem bez
peptydu gH625 odnotowano dla najwyiszego stezenia leku (ICg) bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji. Dla liposomalnego docetakselu z przytaczonym peptydem gH625
najwiekszy spadek zawartosci GSH obserwowano réwniez i dla najwyzszego stezenia leku

(IC90) ale znacznie pdzniej — po 48 godzinach.

Wplyw nanonosnika i peptydu gH625 na zawartosc zredukowanego glutationu

Inkubacja komérek z samym liposomem, peptydem gH625 lub liposomem
skoniugowanym z peptydem gH625 nie powodowata istotnych zmian w stezeniu GSH

w komoérkach linii HMEC-1 (Rycina 5.12).

82



0.5 1
B on
PTX
0.4 B 24n
T Bl :sn
@ 0.3 9
o . .
© 0.2
£
c
0.1 9
0.0~
kontrola IC10 0.5 IC50 IC50 2 I1C50 IC90
0.5 1
. Bl on
LipoPTX
0.4 B 24n
T Bl ::sn
@ 0
o 0
° 0.
£
o
0.
0.
kontrola IC10 0.5 1C50 IC50 2 1IC50 IC90
Bl on
0.5 1 .
LipoPTX-gH625 1 24n
0.
y
(]
o 0.
° 0.
£
=
0.

kontrola IC10 0.5 IC50 IC50 2 1C50 IC90

Rycina 5.10. Zmiany stezenia GSH w komodrkach linii HMEC-1 inkubowanych przez

24 godziny z paklitakselem, liposomalnym paklitakselem oraz liposomalnym paklitakselem
z przyfaczonym peptydem gH625. Pomiar stezenia GSH dokonano po zakoriczeniu inkubacji
(0 godzin) oraz po 24 i 48 godzinach hodowli po inkubacyjnej. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.11. Zmiany zawartosci GSH w komdrkach linii HMEC-1 inkubowanych przez 24
godziny z docetakselem, liposomalnym docetakselem oraz liposomalnym docetakselem
z przytaczonym peptydem penetrujgcym gH625. Pomiar stezenia GSH dokonano po
zakonczeniu inkubacji (0 godzin) oraz po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjne;j.
*p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.12. Zmiany stezenia GSH w komérkach linii HMEC-1 inkubowanych przez 24
godziny z minimalnym (MIN, min) i maksymalnym (MAX, max) stezeniem nanonosnikow
(liposom, peptyd gH625 oraz liposom skoniugowany z peptydem gH625. Pomiar stezenia
GSH dokonano po zakoriczeniu inkubacji (0 godzin) oraz po 24 lub 48 godzinach hodowli
poinkubacyjnej. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Tabela 5.11. Srednie wartosci stezenia zredukowanego glutationu w komérkach linii HMEC-1 inkubowanych z badanymi zwigzkami przez 24 godziny ($rednia + SD). Komérki
analizowano po uptywie 0, 24 oraz 48 godzin hodowli poinkubacyjnej.
* - p <0,05 wzgledem kontroli

0h 24h 48 h
NAC Trolox Tiron NAC Trolox Tiron NAC Trolox Tiron
Kontrola (K) 0,29+0,01 0,38+0,02* 0,28+0,01 0,28+0,01 0,17£0,01 0,22+0,01* 0,17+0,00 0,18+0,01 0,24+0,02 0,2440,02 0,23+0,01 0,23+0,01
PTX IC10 0,2410,01* 0,25+0,02 0,23+0,01* 0,2310,01* 0,16+0,01 0,1110,01* 0,1110,01* 0,15+0,01 0,20+0,01* 0,20+0,01* 0,17+0,01* 0,23+0,01
PTX 0,5x1C50 0,2310,02* 0,22+0,01* 0,22+0,02* 0,2310,01* 0,16+0,01 0,1110,01* 0,1110,01* 0,15+0,02 0,20+0,02 0,20+0,01* 0,17+0,01* 0,23+0,02
PTX IC50 0,21+0,01* 0,22+0,02* 0,22+0,01* 0,2210,01* 0,15+0,00 0,11+0,01* 0,1110,01* 0,15+0,01 0,20%0,02* 0,20+0,01* 0,16%0,01* 0,22+0,01
PTX 2xIC50 0,21+0,01* 0,21+0,01* 0,230,01* 0,2310,01* 0,14+0,01* 0,10+0,01* 0,10+0,01* 0,15+0,01 0,19+0,01* 0,20+0,01* 0,1740,01* 0,23+0,01
PTX 1C90 0,22+0,01* 0,20+0,01* 0,22+0,01* 0,2310,01* 0,150,01* 0,09+0,01* 0,09+0,0,1* 0,15+0,01 0,190,01* 0,20+0,01* 0,1740,01* 0,22+0,02
Kontrola (K) 0,28+0,01 0,38+0,03* 0,28+0,01 0,27+0,01 0,24+0,02 0,30+0,00* 0,25+0,01 0,23+0,01 0,18+0,0,01 0,18+0,01 0,17+0,00 0,17+0,00
LipoPTX IC10 0,21+0,00* 0,27+0,01 0,26+0,00 0,260,01 0,21+0,02 0,21+0,01 0,22+0,01 0,21+0,00 0,17+0,01 0,17+0,01 0,17+0,01 0,17+0,01
LipoPTX 0,5 IC50 0,21+0,01* 0,27+0,01 0,260,01 0,250,00* 0,1610,02* 0,20+0,01 0,21+0,02 0,20+0,01 0,17+0,00 0,17+0,00 0,16+0,01 0,17+0,00
LipoPTX IC50 0,21+0,01* 0,27+0,01 0,24+0,01* 0,25+0,00* 0,160,01* 0,17+0,01* 0,20+0,02 0,21+0,02 0,17+0,02 0,16+0,01 0,16+0,01 0,16+0,01
LipoPTX 2 IC50 0,200,01* 0,20+0,01* 0,24+0,01* 0,24+0,01* 0,1210,01* 0,16+0,01* 0,180,01* 0,20+0,01 0,17+0,01 0,15+0,01* 0,16+0,01 0,15+0,01*
LipoPTX IC90 0,19+0,01* 0,21+0,02* 0,23+0,00* 0,230,01* 0,110,01* 0,15+0,03* 0,18+0,02* 0,20+0,02 0,17+0,02 0,15+0,01* 0,15+0,01 0,14+0,01*
Kontrola (K) 0,23+0,01 0,31+0,01* 0,23+0,10 0,23+0,01 0,49+0,02 0,60+0,01* 0,460,01 0,48+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,17+0,00 0,17+0,00
LipoPTX-gH625 IC10 0,19+0,01* 0,23+0,00 0,23+0,00 0,1910,01* 0,390,01* 0,45+0,02* 0,44+0,01* 0,41+0,02* 0,160,00 0,18+0,00 0,17+0,02 0,17+0,00
LipoPTX-gH625 0,5 IC50 0,190,00* 0,24+0,00* 0,22+0,00 0,18+0,01* 0,34+0,02* 0,42+0,01* 0,41+0,01* 0,41+0,01* 0,150,01* 0,17+0,00 0,16+0,02 0,15+0,02
LipoPTX-gH625 IC50 0,18+0,00* 0,20+0,01* 0,220,010 0,18+0,01* 0,350,02* 0,42+0,01* 0,380,01* 0,37+0,01* 0,150,01* 0,14+0,00* 0,16+0,01 0,15+0,02
LipoPTX-gH625 2 1C50 0,18+0,01* 0,1910,01* 0,2110,01* 0,1910,01* 0,3310,02* 0,38+0,02* 0,3810,01* 0,40%0,03* 0,1410,01* 0,14+0,00* 0,15£0,01 0,14+0,00*
LipoPTX-gH625 1C90 0,18+0,01* 0,18+0,02* 0,1910,01* 0,18+0,01* 0,3310,02* 0,390,02* 0,3740,00* 0,38+0,02* 0,1210,01* 0,14+0,00* 0,15+0,02 0,14+0,00*
Kontrola (K) 0,25+0,01 0,33%0,02* 0,24+0,01 0,24+0,01 0,26%0,00 0,33+0,00* 0,24+0,01 0,26+0,00 0,20+0,02 0,19+0,02 0,19+0,01 0,19+0,01
DTXIC10 0,18+0,00* 0,15+0,01* 0,24+0,01 0,20%0,01* 0,18+0,01* 0,11+0,01* 0,190,00* 0,1940,01* 0,160,01* 0,20+0,01 0,18+0,01 0,17+0,01
DTX 0,5 1C50 0,17+0,01* 0,160,01* 0,24+0,01 0,190,01* 0,17+0,02* 0,10+0,01* 0,20+0,01* 0,1940,02* 0,160,01* 0,19+0,01 0,19+0,01 0,18+0,01
DTX 1C50 0,18+0,02* 0,16%0,02* 0,24+0,01 0,18+0,01* 0,18+0,02* 0,09+0,00* 0,20%0,01* 0,19+0,00* 0,160,01* 0,18+0,01 0,18+0,00 0,18+0,01
DTX 21C50 0,1810,01* 0,16+0,01* 0,22+0,01 0,19+0,02* 0,17+0,00* 0,08+0,00* 0,19+0,01* 0,18+0,02* 0,1610,01* 0,17+0,01* 0,18+0,01 0,18+0,02
DTX 1C90 0,1810,02* 0,15+0,00* 0,22+0,02 0,19+0,01* 0,14+0,01* 0,07+0,01* 0,17+0,01* 0,17+0,02* 0,15+0,01* 0,14+0,01* 0,18+0,02 0,18+0,01
Kontrola (K) 0,22+0,00 0,30+0,01* 0,21+0,01 0,22+0,01 0,23+0,02 0,29+0,00* 0,23+0,01 0,23+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01
LipoDTX IC10 0,20+0,01 0,20+0,01 0,20+0,01 0,20+0,01 0,190,01* 0,20+0,01* 021+0,01 0,21+0,01 0,16+0,01 0,17+0,01 0,17+0,01 0,17+0,01
LipoDTX 0,5 IC50 0,19+0,01* 0,1610,01* 0,20+0,01 0,20+0,01 0,18+0,01* 0,20+0,02* 0,200,00* 0,21+0,01 0,17+0,01 0,16+0,00 0,17+0,01 0,17+0,00
LipoDTX IC50 0,19+0,01* 0,1610,01* 0,20+0,01 0,20+0,01 0,19+0,02* 0,18+0,01* 0,200,01* 0,19+0,01* 0,150,01* 0,16+0,01 0,14+0,00* 0,17+0,00
LipoDTX 2 IC50 0,160,01* 0,15+0,01* 0,18+0,01* 0,18+0,01* 0,18+0,02* 0,18+0,01* 0,200,01* 0,18+0,00* 0,150,01* 0,14+0,01* 0,14+0,00* 0,14+0,00*
LipoDTX I1C90 0,1610,01* 0,13+0,01* 0,17+0,02* 0,17+0,01* 0,1810,01* 0,17+0,00* 0,1810,01* 0,17+0,01* 0,15+0,01* 0,14+0,01* 0,14+0,00* 0,14+0,00*
Kontrola (K) 0,22+0,00 0,30+0,00* 0,21+0,01 0,22+0,00 0,230,02 0,29+0,00 0,23+0,01 0,23+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01 0,18+0,01
LipoDTX-gH625 IC10 0,21+0,01 0,19+0,00* 0,21+0,00 0,20+0,02 0,21+0,00* 0,22+0,02 0,22+0,00 0,22+0,0 0,17+0,02 0,17+0,01 0,18+0,02 0,17+0,01
LipoDTX-gH625 0,5 IC50 0,1810,01* 0,19+0,01* 0,17+0,01* 0,19+0,01 0,21+0,01* 0,22+0,01 0,22+0,01 0,21+0,01 0,16+0,01 0,16+0,01 0,17+0,00 0,17+0,01
LipoDTX-gH625 1C50 0,17+0,00* 0,17+0,01* 0,17+0,01* 0,19+0,01 0,18+0,00* 0,21+0,00* 0,21+0,01 0,20+0,01* 0,1410,01* 0,15+0,01* 0,15+0,01 0,16+0,01
LipoDTX-gH625 2 IC50 0,1710,00* 0,17+0,00* 0,160,01* 0,19+0,02 0,17+0,00* 0,18+0,01* 0,190,01* 0,18+0,01* 0,130,01* 0,13+0,01* 0,150,01* 0,15+0,02
LipoDTX-gH625 1C90 0,1610,01* 0,17+0,00* 0,160,01* 0,18+0,02* 0,160,01* 0,1740,01* 0,190,01* 0,18+0,01* 0,120,01* 0,12+0,01* 0,15+0,01 0,14+0,01*
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oh 24h 48h
Kontrola (K) 0,22+0,01 0,26+0,03 0,230,01
LipoMIN 0,19+0,02 0,23£0,01 0,21%0,02
LipoMAX 0,18+0,02 0,23+0,01 0,22+0,03
gH625min 0,21%0,02 0,24+0,03 0,24+0,04
gH625max 0,21%0,02 0,25%0,03 0,24+0,02
LipoMIN-gH625 0,190,02 0,23+0,02 0,22+0,01
LipoMAX-gH625 0,20%0,02 0,22+0,02 0,23+0,01
Lipo-gH625min 0,21%0,01 0,23+0,01 0,230,01
Lipo-gH625max 0,1940,21 0,25+0,03 0,230,03
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5.6. Zmiany transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (AWm)

Zaktocenie mitochondrialnego potencjatu btonowego (MMP) jest jednym
z pierwszych zdarzen wystepujacych w komodrce po jej uszkodzeniu i indukcji apoptozy.
Zmiany MMP badano przy uzyciu kationowego, karbocyjaninowego barwnika JC-1, ktéry
jest najczesciej stosowang sondg fluorescencyjng w badaniach zmian potencjatu btony

mitochondrialnej i wykrywania jej depolaryzacji/hiperpolaryzacji w komérkach in vitro.

JC-1 moze wystepowaé w komodrce w formie agregatéw (w macierzy
mitochondrialnej) lub monomeréw (w cytoplazmie). Barwnik, ze wzgledu na swdj
lipofilowy charakter przechodzi tatwo przez ujemnie natadowang btone mitochondrialng,
gromadzgc sie w najwiekszych ilosciach w formie agregatdw w btonie hiperspolaryzowanej
(MMP — 140 mV). Selektywne nagromadzenie JC-1 w mitochondriach jest wysoce zalezne
od transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (AWm) (Reers et al., 1991, Cossarizza et

al., 1993).

Podczas depolaryzacji btony mitochondrialnej nastepuje spadek jej potencjatu
(— 100 mV) i rozpad agregatow JC-1. Uprzepuszczelnienie btony powoduje wyciek sondy do
cytoplazmy, w ktérej wystepuje ona w postaci monomerdow. Zagregowana forma JC-1
wykazuje czerwono-pomaranczows fluorescencje (485/538 nm), a forma monomeryczna —
zielong (530/590 nm). Stosunek fluorescencji dimeréw JC-1 do jego monomerdéw
odzwierciedla wiec zmiany potencjatu btony mitochondrialnej, a przejscie agregat =
monomer powoduje przesuniecie w widmie fluorescencyjnym sondy i zmiane fluorescencji

Z czerwono-pomaranczowej na zielona.

Pomiary wykonano po 3-godzinnej inkubacji komdrek linii HMEC-1 z lekami.
Fluorescencje JC-1 mierzono przez 1 godzine w interwatach 15-minutowych. W czesci

eksperymentéw komorki przed potraktowaniem lekami preinkubowano przez 1 godzine

z antyoksydantem (3 mM NAC).

Wptyw wolnych taksanéow

Inkubacja komérek z wolnymi taksanami powodowata silng depolaryzacje btony
mitochondrialnej (Ryciny 5.13 i 5.15, Tabela 5.12). W komodrkach inkubowanych

z paklitakselem wszystkie zastosowane stezenia leku w zakresie 1C10-1Coo0 powodowaty
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depolaryzacje btony mitochondrialnej juz po 15 minutach od zakoriczenia inkubacji
z lekiem. Interesujgce, ze po tym czasie najwiekszy spadek AWm (ok. 45%) odnotowano
w komoérkach inkubowanych z najnizszym stezeniem leku (IC10). Stezenie 0,5 ICsp po tym
czasie powodowato ok. 35% spadek AWm. Najwiekszy spadek AWm obserwowano po
dtuzszym czasie — 60 minut w komérkach inkubowanych z wysokimi stezeniami PTX
(ICso ok. 50%, 2 1C50 ok. 55% i IC90 ok. 45%). Depolaryzacja btony mitochondrialnej
utrzymywata sie do korica pomiaréw (60 min), a potencjat btony mitochondrialnej nie

powrdcit do poziomu komérek kontrolnych.

W prébach z wolnym docetakselem depolaryzacje btony i spadek AWm odnotowano
jedynie w czasie 30 minut dla stezenia 0,5 ICso leku (spadek ok. 47%) i ICso (ok. 36%).
W przypadku pozostatych stezen DTX nie stwierdzono statystycznie istotnych zmian. Po

dtuzszym czasie obserwowano repolaryzacje btony i powrdt AWm do stanu wyjsciowego.

Wptyw liposomalnych taksanow

Depolaryzacje potencjatu mitochondrialnego w komdrkach potraktowanych
liposomalnym paklitakselem bez peptydu gH625 (Rycina 5.13 i Tabela 5.12)
zaobserwowano jedynie bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji (czas 0 min) dla niskich
stezen leku (IC1o, spadek ok. 60% i ICso, spadek ok. 32%). Po 30 minutach wszystkie stezenia
taksanu z wyjatkiem najnizszego (ICi0) powodowaty silng hiperpolaryzacje btony
mitochondrialnej i ok. 50-60% wzrost AWm. W kolejnym okresie (30 — 60 minut)

odnotowano spadek potencjatu i jego powrdt do poziomu AWm komadrek kontrolnych.

W przypadku liposomalnego docetakselu (Rycina 5.15), bezposrednio po
rozpoczeciu pomiaru zaobserwowano hiperpolaryzacje btony i wzrost AWm dla stezenia
ICso i 2 ICso leku (w obu przypadkach wzrost ok. 38%). Istotny spadek potencjatu
odnotowano natomiast dla stezenia ICso po czasie 30 minut (spadek o 33%), po czym
nastepowata repolaryzacja btony i powrdét do stanu wyjsciowego oraz ponowna

depolaryzacja po czasie 60 minut i spadek AWm ok. 25%.

Wptyw liposomalnych taksanow funkcjonalizowanych peptydem gH625

Liposomalny paklitaksel funkcjonalizowany peptydem gH625 rowniez oddziatywat

na btone mitochondrialng komdrek endotelialnych (Rycina 5.13 i Tabela 5.12). Najwieksze
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zmiany odnotowano dla najwyzszego stezenia leku (ICe), ktore powodowato
hiperpolaryzacje btony, utrzymujgcg sie na podobnym poziomie az do 45 minuty pomiaru.
Istotng depolaryzacje btony odnotowano jedynie dla stezenia 0,5 ICso bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji komoérek z lekiem (spadek ok. 45%). W komérkach inkubowanych
zarowno z najnizszym (ICi0) jak i wysokim (2 1Cso) stezeniem PTX zaobserwowano
przejsciowq hiperpolaryzacje btony w 45. minucie pomiaru, po ktérej w 60. minucie

potencjat btony mitochondrialny powracat do wartosci kontroli.

W komérkach inkubowanych z liposomalnym docetakselem funkcjonalizowanym
peptydem gH625, bezposrednio po zakonczeniu inkubacji obserwowano hiperpolaryzacje
btony mitochondrialnej dla najwyzszego stezenia leku (ICgo), po czym AWm ulegat obnizeniu
osiggajac poziom kontroli. Pozostate stezenia DTX nie powodowaty istotnych zmian (Rycina

5.15i Tabela 5.12).

Wptlyw nanonosnikow oraz peptydu gH625

W komérkach potraktowanych tylko nanonosnikiem liposomalnym bez peptydu
gH625, nanonosnikiem liposomalnym skoniugowanym z peptydem gH625 lub samym
peptydem gH625 takze zaobserwowano zmiany potencjatu btony mitochondrialnej
komérek HMEC-1 (Rycina 5.17, Tabela 5.13.). Inkubacja z pustymi liposomami nie
powodowata wiekszych zmian potencjatu btony mitochondrialnej. Przez caty okres pomiaru
kinetyki zmian AWm (0-60 min) w komdrkach inkubowanych z nosnikiem liposomalnym
skoniugowanym z najwyzszym (maksymalnym) stezeniem peptydu gH625 utrzymywata sie
hiperpolrazycja btony mitochondrialnej. Najwiekszy wzrost AWm (ok. 85%) odnotowano w
15. minucie pomiaru po zakoniczeniu inkubacji, po czym nastepowata powolna

repolaryzacja btony.

Wptyw antyoksydantow

Preinkubacja komodrek z NAC w przypadku wolnego PTX dziatata ochronnie i po
uptywie jednej godziny od zakonczenia inkubacji i repolaryzacji btony poziom AWm
powracat do poziomu zblizonego do AWm komodrek kontrolnych. W prdbach

z wolnym docetakselem nie odnotowano istotnych odchylen od poziomu potencjatu
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komérek kontrolnych. Preinkubacja z NAC nie wptywata rdéwniez na dziatanie

liposomalnego docetakselu bez peptydu gH625 i nie powodowata zadnych zmian AWm.

W prébach preinkubowanych z NAC i przed potraktowaniem liposomalnym
paklitakselem bez peptydu gH625 nie zaobserwowano depolaryzacji btony
mitochondrialnej. Po 30 minutach natomiast odnotowano znaczng hiperpolaryzacje btony
dla stezen 0,5 ICso (wzrost o ok. 88%) i ICso (wzrost o ok. 87%). Liposomalny paklitakselu
z peptydem gH625 w najwyzszym stezeniu ICoo po preinkubacji z NAC powodowat
hiperpolaryzacje btony, ktéra utrzymywata sie przez caty czas wykonywania pomiaréw

(60 min) (Rycina 5.14, Tabela 5.12).

Preinkubacja komdrek z NAC nie wptywata na zmiany potencjatu komodrek
traktowanych najnizszym stezeniem liposomalnego docetakselu (IC10). Bezposrednio po
rozpoczeciu pomiaru odnotowano hiperpolaryzacje btony mitochondrialnej dla stezen
2 IC50 (wzrost o ok. 20%) i ICqo (wzrost o ok. 21%), a po 30 min réwniez dla stezen 0,5 ICso
(wzrost o ok. 21%) i ICsp (wzrost o ok. 29%). W pdziniejszym okresie nastepowata

repolaryzacja btony i powrét AWm do poziomu w komérkach kontrolnych.

W probach z nanonosnikami preinkubacja z NAC powodowata istotny wzrost AWm
(ok. 13%) w 60. minucie pomiaru jedynie w komodrkach inkubowanych z najwyzszym

stezeniem liposomu (Rycina 5.17 i Tabela 5.13).

91



2001
= PTX
(=}
S 150"
(=}
X
s
100
£
B
<
> 50 "
; * * *1Ci *1Cyo *1Cso
= 2ICso ICao *1Cy 051G 21,
£ *0,51C
N 50 *1Cq *1Cqo * ICqp
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
czas [min]
—®— Kontrola & |C10 —4*— 0.5 1C50
—¥- IC50 —— 21c50 —© ICc90

2001

LipoPTX

150 9

kontroli]

[%

[
o
o

Zmiany AY
(4]
o

* *IC
*1Cy0 *IZCICSO 50
*1Cso %0
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
czas [min]
—®— Kontrola ~® |C10 —*= 0.5 1C50

¥ IC50 —— 21c50 —© ICc90

200 .
LipoPTX-gH625

150

kontroli]

[%

-
o
o

Zmiany AY
o
o

*1C
* 10
. 0,51Cso *1Cqg *1Cqp *21Cs,
1Coo * 1Cqp
0T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

czas [min]

—®- Kontrola -# (Cc10 —&— 0.5 IC50

¥ Ics50 —— 2 ic50 © ico9o

Rycina 5.13. Zmiany potencjatu mitochondrialnego w komérkach HMEC-1 inkubowanych

z wolnym i liposomalnym paklitakselem przez 3 godziny.
*p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.14. Wptyw NAC na zmiany potencjatu mitochondrialnego obserwowane
w komérkach HMEC-1 inkubowanych z wolnym i liposomalnym paklitakselem przez
3 godziny. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.15. Zmiany potencjatu mitochondrialnego obserwowane w komdérkach HMEC-1

inkubowanych z wolnym i liposomalnym docetakselem przez 3 godziny.

*p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.16. Wptyw NAC na zmiany potencjatu mitochondrialnego obserwowane
w komérkach HMEC-1 inkubowanych z wolnym i liposomalnym docetakselem przez
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Tabela 5.12. Procentowe zmiany transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (AW m) komérek linii HMRC-1 (Srednia + SD) inkubowanych przez 3 godz. z wolnymi i liposomalnymi
taksanami (PTX i DTX) bez lub z penetrujagcym peptydem gH625 skoniugowanym z lizosomem. Kinetyke zmian AWm $ledzono w czasie 60 min po zakoriczeniu inkubacji wykonujgc

pomiary fluorescencji sondy JC-1 co 15 min. *p < 0,05 wzgledem kontroli

+NAC

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
Kontrola (K) 100+11,14 100£17,18 100+15,79 100+25,47 100+18,90 100+11,14 100+17,18 100+15,79 100+25,47 100+18,90
NAC 96,47+11,27 81,78+11,16 106,75+13,74 91,0046,75 94,95+15,27
PTX IC10 86,78%5,69 55,11+13,72* 61,81+8,68* 67,89+4,61* 71,19+10,49 81,04+6,25 59,77+9,97* 78,29+10,89 63,04+10,71* 134,00+3,03
PTX 0,5 1C50 98,13%1,49 66,03+8,53* 78,50+7,38 56,43+4,48* 76,01£7,73 102,26+6,46 77,60%5,55 74,47%7,72 63,00+17,77* 95,3843,02
PTX IC50 116,26+3,69 74,15%6,66 62,30+11,16* 69,7445,15 50,2815,39* 111,004£7,91 71,81%0,23 95,8619,52 69,7149,42 77,36%9,75
PTX 21C50 129,12+4,64* 81,23+10,76 84,8215,24 75,28%9,49 45,54+3,97* 125,54+15,53* 75,11%9,39 96,71+4,61 78,2146,90 89,07+7,03
PTX 1C90 118,99+9,58 73,63+10,73 68,19+9,59* 62,04+8,36* 55,16+10,07* 162,66+13,22* 84,36+12,68 92,52+7,19 82,35+3,57 90,02+13,08
Kontrola (K) 100,00+4,13 100,00+9,20 100,00+5,88 100,00+9,28 100,00+9,82 100,00+4,13 100,00+9,20 100,00+5,88 100,00+9,28 100,00+9,82
NAC 90,65%9,73 88,21+5,02 106,86+8,44 85,20%5,07 93,08+7,39
LipoPTX IC10 39,83+13,99* 90,16x17,14 92,06+11,84 82,33+1,78 82,24+5,55 85,29+9,61 77,26%5,96 97,26%8,49 95,98+2,40 100,60+7,42,
LipoPTX 0,5 IC50 81,99+8,87 97,35+11,50 149,67+11,32* 127,2143,80* 89,29+5,09 82,40+8,76 82,1817,83 188,46+7,39* 115,94+1,82 116,84+10,27
LipoPTX IC50 68,88+6,31* 83,76+16,51 159,76%11,77* 130,66%4,61* 92,68+9,82 81,13+10,88 72,98+10,24 187,19+9,35* 127,40£2,95 116,58+5,71
LipoPTX 2 IC50 74,64+12,25 97,35+3,82 148,92+17,03* 112,79+7,95 95,66%5,52 77,02+£14,88 88,95+8,44 143,70+4,78 110,00+4,23 99,90+3,18
LipoPTX 1C90 93,0145,39 82,01+9,78 147,5318,97* 120,02+3,39 91,19+4,88 86,09+8,31 79,85%6,80 119,3349,54 114,75+2,73 89,53%3,47
Kontrola (K) 100,00+4,13 100,00+9,20 100,00+5,88 100,00+9,28 100,00+9,82 100,00+4,13 100,00+9,20 100,00+5,88 100,00+9,28 100,00+9,82
NAC 90,65%9,73 88,2115,02 106,86+8,44 85,20+5,07 93,08+7,39
LipoPTX-gH625 IC10 71,12£12,92 103,02+9,20 124,69+11,55 136,16%3,31* 122,02+2,02 86,40%9,05 95,14+12,51 93,4245,08 105,43+8,48 117,90+2,68
LipoPTX-gH625 0,5 IC50 55,10+10,19* 84,56+11,86 120,21+8,80 105,44+6,36 98,12+8,13 84,67+14,99 94,7745,37 112,3448,75 107,72+3,17 101,26+4,28
LipoPTX-gH625 IC50 79,80%7,90 100,99+10,55 125,13+4,96 123,8746,27 101,48+7,05 74,6145,76 97,4115,47 120,61+8,58 103,7246,07 93,48+8,14
LipoPTX-gH625 2 IC50 97,49%3,07 107,46£17,83 119,29+4,04 135,1846,34* 100,4049,43 109,0646,23 120,89+7,40 178,55+16,71* 119,7645,57 112,8346,38
LipoPTX-gH625 1C90 126,83%5,69* 163,355,51* 169,8913,63* 150,4615,07* 115,45+13,04 127,55+3,77* 144,93+7,68* 200,55+12,88* 136,87+5,72* 122,47+6,78*
Kontrola (K) 100,00+10,79 100,00+13,88 100,00+8,49 100,00+6,65 100,00+3,88 100,00£10,79 100,00+13,88 100,00+8,49 100,0046,65 100,00+3,88
NAC 99,28+10,92 82,1745,83 108,68+9,58 91,21+6,82 93,251%5,28
DTX IC10 99,31+7,85 95,12+4,91 72,28%5,17 103,5749,31 93,141%5,52 103,9249,43 95,43+4,61 93,0343,23 115,08+2,81 91,67+8,74
DTX 0,5 1C50 84,52+11,11 97,16%7,45 52,87+8,71* 99,615,76 103,35+1,50 87,97+7,75 123,7745,93 96,4045,31 124,14+11,37 101,08+7,56
DTX IC50 103,61+8,51 100,09+11,95 64,03+9,50* 98,13+4,99 108,69+2,71 94,84+11,71 118,06+1,80 94,47+7,98 126,0646,25 104,73+5,70
DTX 2 1C50 101,16%6,03 98,56+8,68 79,3246,51 98,55+1,79 97,69%5,11 91,77+7,74 110,4449,67 92,16%4,18 111,85+7,20 98,03+2,99
DTX 1C90 90,63%8,05 108,28+5,79 101,10+9,88 104,10+£7,19 109,06+4,14 107,61£10,12 101,1043,16 98,9016,95 113,2146,28 107,8245,15
Kontrola (K) 100,00£11,21 100,00+6,70 100,00+£17,93 100,00£16,22 100,00+4,72 100,00+5,06 100,00+6,70 100,00+17,93 100,00£16,22 100,00+4,72
NAC 101,44+10,46 117,18+5,50 106,3046,93 117,57+11,48 92,91+4,58
LipoDTX IC10 86,8816,76 95,32+4,96 94,38+18,88 102,6446,21 92,63%6,38 104,57+9,02 117,4648,62 100,25+1,32 116,09+9,49 87,09+4,65
LipoDTX 0,5 IC50 134,63+9,82 104,51+10,10 86,93%5,43 94,57+4,81 75,34%13,54 105,95+5,03 121,39+7,82* 92,25+13,17 100,36+3,95 91,1543,29
LipoDTX IC50 138,93+8,97* 90,00%3,20 66,73+7,34* 108,50+4,81 74,53+10,88* 111,23+5,80 129,8418,07* 109,2546,30 107,74+6,07 110,13+9,64
LipoDTX 2 1C50 138,24+10,75* 76,44+5,66 70,72+8,17 91,3348,56 90,80+11,80 120,32+7,95* 102,69+7,19 108,76+6,24 111,14+46,56 107,53+7,56
LipoDTX IC90 118,46+9,00 104,70+7,32 94,62+12,51 116,86+4,45 91,65+10,88 121,33+7,94* 108,7948,12 107,92+11,00 112,7146,51 110,63+7,66
Kontrola (K) 100,00+5,06 100,00+6,70 100,00£17,93 100,00£25,28 100,00+14,06 100,00+5,06 100,00+6,70 100,00+17,93 100,00+25,28 100,00£14,06
NAC 101,44+10,46 128,09+11,41 93,75+7,37 102,90£13,55 89,89%5,54
NANO DTX + gH625 IC10 94,02+15,90 112,21+13,58 107,79+8,87 100,41+9,27 117,02+9,98 91,98+5,84 104,25+10,70 97,8045,38 108,56+5,22 108,24+14,02
NANO DTX +gH625 0,5 IC50 112,04+8,36 79,81+14,59 109,92+48,12 98,46+14,03 105,39+11,93 97,76%5,74 96,3349,47 91,3449,29 101,27+10,46 92,15+4,07
NANO DTX + gH625 IC50 106,27+2,28 92,63%9,92 108,98+6,66 93,79+9,97 91,61+5,63 90,20%9,53 100,96+11,86 111,20+11,41 110,03+3,70 100,13+6,77
NANO DTX + gH625 2 I1C50 124,36%5,48 90,73+21,06 101,25+10,09 106,60+18,46 119,5146,53 99,31+7,17 113,64+48,20 98,90+6,27 99,55+10,57 91,34+4,62
NANO DTX + gH625 IC90 120,77+4,83* 110,68+8,46 110,55+4,42 119,1443,74 119,66+5,19 107,39+5,12 92,37+13,92 119,86+7,15 122,3148,86 102,58+6,00
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Tabela 5.13. Procentowe zmiany transbtonowego potencjatu mitochondrialnego (A¥m) komdrek linii HMRC-1 (Srednia + SD) inkubowanych przez 3 godz.
z nanonosnikiem liposomalnym, penetrujgcym peptydem gH625 lub nanonos$nikiem liposomalnym skoniugowanym z peptydem gH625. Kinetyke zmian A¥m
Sledzono w czasie 60 min po zakoriczeniu inkubacji wykonujgc pomiary fluorescencji sondy JC-1 co 15 min. *p < 0,05 wzgledem kontroli

+NAC
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min
Kontrola (K) 100,00£10,79 100,00+13,88 100,00+8,49 100,00+6,65 100,00+3,88 100,00£10,79 100,00+13,88 100,00+8,49 100,00+6,65 100,00+3,88
NAC 125,59+5,86 108,49+10,85 93,2616,11 103,1348,49 104,15+2,05
LipoMIN 125,59+5,86 108,49+10,85 93,2616,11 103,1348,49 104,15+2,05 106,1045,21 132,1148,96 116,50+7,05 111,94+4,55 116,66+3,35
LipoMAX 94,97+13,46 113,03£17,65 111,1347,89 115,8343,11 122,75+3,00 94,42+8,88 125,7543,69 108,4445,14 124,94+3,85 112,75+2,45*
LipoMIN-gH625 99,54+2,98 126,24+12,92 106,62+3,13 119,98+3,07 123,07£1,63 102,32£10,35 126,62+8,85 115,96+2,98 123,00£1,99 122,45+2,52*
LipoMAX-gH625 101,69+10,05 131,37£12,79 125,16+4,80 116,47+5,87 134,57+4,62* 119,71+8,22 143,46%2,64* 119,74+2,77* 115,94+9,70 130,24+3,27*
Lipo-gH625min 99,50+16,37 142,86+9,34* 119,84+3,81 114,69+6,96 135,20+6,07* 128,98+11,31 155,49+8,81* 138,48%5,36* 127,55%3,21* 127,23+2,54*
Lipo-gH625max 159,97+6,99* 184,88+14,62* 144,17+4,86* 136,00+4,80* 133,18+6,85* 141,52+8,89* 178,84+3,50* 135,92+1,20* 138,85+5,10* 112,49+7,39
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5.7. Indukcja autofagii przez wolne i liposomalne taksany

Autofagia jest prawidtowym procesem komdrkowym, ktdry jest odpowiedzialny za
usuwanie uszkodzonych organelli lub biatek w cytoplazmie. Podczas makroautofagii
(najczesciej wystepujaca forma autofagii) sktadniki komdrkowe w pecherzyku, zwanym
autofagosomem, ulegajg degradacji po jego fuzji z lizosomem. Do identyfikacji autofagii
zastosowano fluorescencyjng sonde monodansylokadaweryne (MDC), ktéra gromadzi sie
w autofagolizosomach. Komérki inkubowano z lekami przez 24 godziny. Nastepnie
dokonywano pomiaru fluorescencji sondy bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji z lekami
(czas 0 h) oraz po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek w medium bez lekéw
(czas 24 h i 48 h). W niektérych eksperymentach komorki przed potraktowaniem lekami
preinkubowano przez 1 godz. z antyoksydantem — NAC, Troloks lub Triton. Pomiary
fluorescencji MDC normalizowano do liczby komérek w prébie, ktérg oznaczano posrednio
na podstawie pomiaru zawartosci DNA przy uzyciu bromku etydyny (EB). Po dokonaniu
pomiaréw fluorescencji MDC do dotkéw mikroptytki dodawano roztworu bromku etydyny

(EB) i mierzono jego fluorescencje.

Wynik koricowy przeliczano na procent stosunku fluorescencji MDC/EB w prébie
badanej w odniesieniu do stosunku fluorescencji MDC/EB w komodrkach kontrolnych

(100%).

Wplyw paklitakselu

W komorkach potraktowanych wolnym paklitakselem obserwowano progresywny
wzrost fluorescencji MDC wraz z czasem uptywajgcym od zakonhczenia 24-godzinnej
inkubacji z lekiem. Zmiany te nie byly skorelowane ze stezeniem PTX. Bezposrednio po
zakonczeniu inkubacji (czas 0 godz.) istotny niewielki wzrost fluorescencji MDC (11%
w stosunku do kontroli) obserwowano jedynie dla najwyzszego stezenia PTX (ICqo). Po 24
godzinach hodowli poinkubacyjnej wzrost natezenia fluorescencji MDC w komdrkach
inkubowanych z najwyzszym stezeniem PTX (ICoo) byt taki sam (ok. 40%) jak ten
w komorkach inkubowanych z najnizszym stezeniem leku (ICi0). Najwiekszy wzrost
fluorescencji MDC (80%) powodowato stezenie ICso leku, a najbardziej nasilong autofagie
obserwowano po 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej — wzrost fluorescencji MDC o 89%

(IC10), 91% (0,5 ICs0) i 85 % (ICs0). Podobnie jak zmiany wystepujace po 24-godzinnej
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hodowli poinkubacyjnej, wysokie stezenia PTX indukowaty mniejsze zmiany niz stezenia

nizsze (62% wzrost fluorescencji MDC dla stezenia 2 1Cso i 27% wzrost dla stezenia 1Cqo).

Liposomalny PTX indukowat mniejsze zmiany niz wolny lek, a najwiekszy wzrost
fluorescencji MDC w stosunku do kontroli nie przekraczat 50%. Podobnie jak w przypadku
wolnego PTX najbardziej nasilong autofagie obserwowano po 48-godzinnej hodowli
poinkubacyjnej (54% wzrost w komoérkach inkubowanych ze stezeniem 0,5 ICso leku).
Istotne statystycznie zmiany fluorescencji MDC obserwowano rowniez po 24-godzinnej
hodowli ponkubacyjnej dla wszystkich stezen leku. Zmiany te byty jednak mniejsze niz te
po czasie 48 godzin. Najwiekszy wzrost fluorescencji MDC (30%) wystepowat w komdrkach

inkubowanych ze stezeniem ICso LipoPTX.

Skoniugowanie lizosomu z peptydem gH625 znacznie redukowato indukcje autofagii
przez LipoPTX-gH625 w komdrkach endotelialnych. Wzrost fluorescencji MDC odnotowano
tylko po najdtuzszym czasie hodowli poinkubacyjnej (48 godz.), a najwieksze zmiany (23%
wzrost), podobnie jak w przypadku liposomalnego PTX bez peptydu gH625, wystepowaty
przy stezeniu ICso leku (Rycina 5.18, Tabela 5.13).

Wptyw docetakselu

W komoérkach inkubowanych z wolnym docetakselem obserwowano podobny
poziom autofagii jak w komérkach potraktowanych wolnym paklitakselem (Rycina 5.19,
Tabela 5.14). Istotny wzrost fluorescencji MDC wystepowat po dtuzszym czasie od
zakonczenia inkubacji komérek z lekiem (po 24- i 48-godzinnej hodowli poinkubacyjnej).
Podczas gdy w komdrkach potraktowanych najwyzszym stezeniem PTX odnotowano
istotny statystycznie wzrost fluorescencji MDC bezposrednio po zakoriczeniu inkubacji (czas
0 godz.), w komdérkach potraktowanych DTX dla zadnego z zastosowanych stezen leku nie
stwierdzono istotnych zmian po tym czasie. Wszystkie stezenia wolnego DTX powodowaty
natomiast istotny wzrost fluorescencji MDC po 24 i 48 godzinach hodowli komodrek
w medium bez leku. Najwiekszy wzrost fluorescencji MDC (prawie dwukrotny)

obserwowano w komérkach potraktowanych wysokim stezeniem DTX (2 1Csp).

Kinetyka zmian fluorescencji MDC w komadrkach potraktowanych liposomalnymi

formamiu docetakselu byta podobna do zmian indukowanych przez wolny DTX,
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wystepowaty one jednak w mniejszym natezeniu. Istotny wzrost autofagii dla wszystkich
stezen leku obserwowano jedynie po dtuiszym czasie — 24 i 48 godzinach hodowli
poinkubacyjnej — 32-35% wzrost fluorescencji MDC dla zakresu stezen IC1o — ICso LipoDTX
i 21-25% wzrost dla wysokich stezen leku (2 ICso i ICo0) po 24 godzinach. Najwieksze zmiany
odnotowano po 48 godzinach: 51-48% (IC10 — ICso LipoDTX) i 61-43% (2 ICs i 1Cg0 LipoDTX).
Zaréwno wolny jak i liposomalny docetaksel, podobnie jak PTX, indukowaty wieksze zmiany

w niskich stezeniach (IC10 — ICsp).

Liposomalny DTX skoniugowany z peptydem gH625 indukowat najmniej autofagii
i powodowat jedynie 16-18% wzrost fluorescencji MDC po 24 godzinach oraz 27-46% po
48 godzinach. Zmiany po 24 godzinach nie byty zalezne od stezenia leku natomiast po 48
godzinach odsetek komérek z autofagosomami zwiekszat sie wraz ze stezeniem leku

(Rycina 5.19, Tabela 5,14).
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Rycina 5.18. Procentowa zawartos¢ MDC w komdrkach inkubowanych z paklitakselem,
liposomalnym paklitakselem oraz liposomalnym paklitakselem z przytgczonym peptydem
gH625. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Rycina 5.19. Procentowa zawarto$s¢ MDC w komérkach inkubowanych z docetakselem,
liposomalnym docetakselem oraz liposomalnym docetakselem z z przytagczonym
peptydem gH625. *p < 0,05 wzgledem kontroli
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Wptyw nanonosnikéw i peptydu gH625

Inkubacja komoérek z nanonosnikami lub z samym peptydem gH625 nie

powodowata istotnych zmian w natezeniu fluorescencji MDC (Rycina 5.20, Tabela 5.15).

Wptyw antyoksydantéow

Bezposrednio po zakonczeniu inkubacji komérek z NAC (czas 0 godz.) nie
stwierdzono istotnych zmian w natezeniu fluorescencji MDC, podczas gdy wartosci
fluorescencji MDC po inkubacji z Troloksem lub Tironem byty 0 33% (Troloks) i 28% (Tiron)
nizsze niz te w komoadrkach kontrolnych (Tabela 5.14). Podobne warto$ci odnotowano
rowniez po 48-godzinnej hodowli poinkubacyjnej komodrek inkubowanych z tymi

antyoksydantami.

Preinkubacja komodrek z antyoksydantani modyfikowata dziatanie zaréwno wolnego
PTX jak i jego form liposomalnych. O ile wolny PTX nie indukowat autofagii w komaérkach
endotelialnych bezposrednio po zakonczeniu inkubacji (wyjagtek najwyzsze stezenie 1Coo
leku), preinkubacja z antyoksydantami (NAC lub Troloks) powodowata 12-23% (NAC, zakres
stezed PTX ICso - 1Co0) i 16-29% (Troloks, zakres stezen PTX 0,5 ICso — 1Co0) wzrost
fluorescencji MDC w stosunku do kontroli. Mniejsze zmiany (10-13% wzrost) odnotowano

w komoarkach traktowanych liposomalnymi formami PTX (LipoPTX i LipoPTX-gH625).

Wszystkie testowane antyoksydanty po dtuiszym czasie redukowaty znaczaco
poziom autofagii w komdrkach traktowanych taksanami. NAC i Troloks powodowaty
podobne zmiany: po 24 godzinach hodowli poinkubacyjnej ok. 12-21 % (NAC) i 14-29%
(Troloks) spadek fluorescencji MDC w zaleznosci od stezenia PTX oraz ok. 49-69% (NAC)
i 30-55% spadek po 48 godzinach. Najbardziej efektywnym antyoksydantem okazat sie

Tiron, ktéry redukowat srednio o 46% fluorescencji MDC.
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Rycina 5.20. Procentowa zawarto$s¢ MDC w komérkach inkubowanych z liposomem,
peptydem gH625 oraz liposomem skoniugowanym z peptydem gH625.
*p < 0,05 wzgledem kontroli
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Tabela 5.14. Wyniki (Srednia + SD) na podstawie ktérych sporzadzono wykresy prezentujgce procentowg zawartos¢ MDC w komérkach inkubowanych ze zwigzkami.
*p < 0,05 wzgledem kontroli

Oh 24h 48 h
NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron

Kontrola (K) 100,00+3,09 99,50+1,97 67,4414,42% 71,55%4,48* 100,00+5,06 95,61+5,17 98,80+5,59 99,62+7,43 100,00+3,62 97,95+5,41 66,69+4,02* 71,85+5,09*
PTXIC10 97,8043,17 105,24+46,25 111,58+5,32 104,43+4,83 140,50%3,63* 128,17+6,57* 168,91+1,94* 117,68%4,85* 189,31+1,91* 120,161,94* 133,97+3,19* 96,82+3,26

PTX 0,5 1C50 95,5042,00 107,3245,16 115,83+3,92* 102,11+1,34 165,99+2,19* 145,15+5,77* 169,99+1,18* 123,15+7,06* 190,95+2,56* 133,00+3,20* 143,59+2,53* 92,81+2,45

PTX IC50 96,71+2,67 112,52+4,39* 128,89+5,89* 105,33+0,96 180,78+2,28* 160,33+4,03* 184,89+5,46* 130,89+2,72* 184,89+3,10* 136,84+3,58* 144,26+3,94* 88,25+4,26*
PTX 21C50 101,2545,77 121,35%3,10* 123,09+2,74* 104,28+3,62 175,82+7,19* 158,99+6,64* 202,16+5,02* 130,80%3,51* 161,72+2,89* 167,47+3,64* 138,11+1,64* 79,93%4,33*
PTX 1C90 111,24+6,74* 122,86+4,51* 118,9246,99* 103,3343,32 140,31+3,45* 153,33+6,81* 184,92+0,42* 133,93+1,41* 127,02+3,41* 198,91+4,30* 131,11+2,56* 75,93+2,80*
LipoPTX 1C10 97,65+1,64 100,40+1,84 102,51+1,57 101,78+2,90 115,55+0,60* 107,24+0,99* 107,55+1,83* 110,65+1,49* 142,00+0,64* 106,40+2,89 104,97+3,92 125,57+0,76*
LipoPTX 0,5 IC50 96,96+1,25 102,71+1,87 105,97+1,79 104,83+1,37* 121,94+2,51* 109,68+2,74* 111,66+1,29* 116,76+1,40* 154,26+3,81* 108,76+2,51* 107,12+4,97 127,9610,87*
LipoPTX IC50 95,50+2,57 106,98+1,12* 109,09+0,83* 102,25+1,83 130,62+2,84* 112,23+0,83* 123,19+2,59* 117,78+0,78* 141,98+1,35* 111,48+1,55* 115,3046,28* 129,7613,65*
LipoPTX 2 1C50 99,10%3,12 109,69+0,99* 110,93%4,51* 102,17+1,89 127,35+1,77* 117,60+1,31* 122,82+3,20* 121,40+2,15* 132,25+0,94* 115,81+2,67* 118,35+1,24* 125,73+6,04*
LipoPTX 1C90 105,76+3,96 105,78+1,58* 112,36%3,96* 99,87+2,15 124,94+2,96* 116,85+0,68* 123,80+1,36* 122,02+1,71* 135,67+5,26* 114,09+0,58* 120,80+0,61* 119,84+1,81*
LipoPTX-gH625 1C10 98,00+1,08 101,49+2,46 101,92+1,81 102,21+0,20 106,37+2,35 112,63+3,39* 106,3045,46 102,05+2,75 110,56%2,35* 109,65%4,99* 109,91+3,38* 102,75+1,53
LipoPTX-gH625 0,5 IC50 100,4613,74 106,49+4,05 103,18+2,37 101,02+0,23 109,03+5,66 113,04+2,34* 106,40+1,44 100,65+3,43 116,01+4,43* 112,17+0,52* 112,93+0,93* 101,9442,32
LipoPTX-gH625 I1C50 100,83+4,36 110,56+2,88 108,03+0,20 102,1940,34 111,26%1,32* 116,82+1,07* 106,8441,51 101,16£1,21 122,73%4,34* 112,97+0,90* 116,03+4,44* 102,3041,35
LipoPTX-gH625 2 IC50 98,68+4,50 107,7616,42 110,31+2,55* 102,26+2,81 108,65+4,28 116,71+0,63* 107,9543,32 106,76+2,07* 113,42+0,75* 116,61%3,29* 114,45+4,04* 100,56+1,89
LipoPTX-gH625 1C90 103,0140,15 108,89+4,30 113,28+0,50* 104,66%3,25 108,02+5,08 117,52+3,23* 107,16+4,12 107,46%2,66* 113,92+2,00* 114,63+1,31* 112,68+0,73 102,02+2,43
DTX IC10 96,12+5,53 106,38+2,18* 108,03+4,53* 106,75+1,95* 146,65+1,16* 120,19+2,90* 131,30+2,14* 111,53+1,48* 172,6213,43* 115,88+0,64* 124,52+2,26* 81,82+5,08*
DTX 0,5 1C50 100,55%5,51 108,62+2,44* 113,08+1,52* 107,15+1,88* 153,43%4,19* 128,82+2,13* 132,76+1,84* 117,69+2,87* 182,54+3,10* 120,16+1,58* 132,96+2,87* 81,91+2,94*
DTX IC50 97,34+2,91 110,62+2,21* 116,41+1,38* 113,42+3,00* 162,3845,47* 136,75+1,75* 136,17+2,42* 120,17+0,57* 185,27+3,21* 132,44+2,73* 137,3741,22* 80,09%5,33*
DTX 21C50 98,22+2,06 112,06+1,51* 118,80+3,19* 109,48+2,00* 159,63+1,67* 130,46+0,73* 139,31+0,82* 119,15+1,44* 190,12+3,28* 131,73%1,77* 136,51+1,82* 73,98+1,69*
DTX 1C90 103,76+4,19 115,00+0,79* 115,19+4,90* 103,18+4,02 152,07+5,18* 118,40+4,56* 145,48+1,76* 123,66%3,86* 167,7743,75* 108,98+3,88* 139,79+1,02* 68,57+2,33*
LipoDTX IC10 100,65+4,16 102,28£1,59 102,16£1,33 102,4443,63 131,42+1,42* 111,05+1,86* 108,80+0,25* 109,66%1,86* 151,29+1,72* 112,48+1,58* 111,62+2,75* 89,95+3,49*
LipoDTX 0,5 IC50 100,05+2,12 103,33£0,98 106,73£1,54 102,96£1,28 134,67+0,85* 112,85+2,20* 108,06+2,83* 108,14+1,45* 145,77+2,61* 116,310,76* 113,16+1,86* 91,88+2,98*
LipoDTX IC50 99,41+0,47 103,78£2,11 102,80+1,72 102,33£1,30 134,11+2,65* 114,82+0,90* 110,36+1,73* 116,2913,86* 148,43+1,84* 117,22+0,74* 112,77+1,51* 92,33+4,33*
LipoDTX 2 1C50 97,94+1,51 103,47+1,90 101,85+1,57 102,4441,56 124,63%1,45* 117,79+2,86* 114,54+0,79* 115,16%0,96* 160,78+2,28* 124,56%1,47* 116,69+1,51* 92,03+2,91*
LipoDTX 1C90 103,46%1,23 103,44+1,81 102,43+4,54 99,29+0,80 120,79+1,35* 114,32+1,43* 110,49+0,83* 120,78+1,32* 142,91+2,26* 117,49+1,47* 111,88+1,99* 88,62+2,36*
LipoDTX-gH625 1C10 101,51+1,63 102,56+3,13 101,41+4,03 100,35+1,41 115,84+4,26* 107,30+1,93* 111,90+3,43* 99,89+4,17 127,02+0,83* 107,19+0,88* 105,93+0,71* 87,01+2,12*
LipoDTX-gH625 0,5 IC50 99,65+2,63 101,5741,59 104,51+1,15 104,26+1,39 117,94+1,75* 110,93+2,13* 111,77+2,27* 100,45+1,50 135,77+1,25* 107,97+3,05* 105,99+0,77* 93,23+1,48*
LipoDTX-gH625 1C50 100,31+2,34 105,84+2,66 104,4142,73 103,6143,50 119,52+2,49* 111,18+3,14* 113,92+1,55* 99,25+1,91 141,45+1,87* 107,392,57* 107,77+1,07* 97,28+1,22

LipoDTX-gH625 2 1C50 100,93+2,37 105,15+2,29 105,59+2,25 105,16+0,27 118,6413,33* 116,61+2,23* 117,23+2,41* 95,64+3,81 146,31+2,49* 108,53+2,61* 109,56+2,34* 95,8613,20

LipoDTX-gH625 1C90 99,1915,28 101,05+3,68 105,42+0,44 106,18+0,79* 116,08+1,67* 115,68+1,90* 118,72+1,89* 92,66+0,65* 141,98+1,85* 107,850,67* 111,48+3,06* 94,30%3,59
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Tabela 5.15. Wyniki (Srednia + SD) na podstawie ktorych sporzgdzono wykresy prezentujgce procentowg zawartos¢ MDC w komédrkach inkubowanych ze

zwigzkami *p < 0,05 wzgledem kontroli

NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron NAC Troloks Tiron
LipoMIN 100,91+1,20 102,7845,16 104,1243,52 97,53+1,89 100,59+1,18 103,0045,08 103,25+2,89 97,92+0,57 100,73+1,08 103,13+4,62 103,1543,28 97,52+1,78
LipoMAX 99,50+0,63 102,99+2,39 102,34+2,82 100,84+1,84 99,34+0,57 103,5742,25 102,92+2,50 101,4041,13 99,61+0,46 103,22+2,30 102,05+2,50 100,97+1,64
gH625min 100,37+1,89 99,88+0,62 99,81+0,48 100,00+4,09 100,10£1,69 99,60+0,30 98,62+4,18 98,98+1,80 100,57+1,74 100,36+0,53 98,01+3,53 97,97+2,55
gH625max 100,80+2,18 102,52+1,69 101,03+2,05 97,32+1,02 100,41+1,87 101,87+1,53 97,62+3,74 97,87+2,40 100,67+1,70 102,1441,51 101,09+2,08 99,92+1,36
LipoMIN-gH625 101,40+2,77 103,00£2,52 98,46+3,06 97,72+2,47 100,98+2,72 101,8045,16 98,94+2,79 97,88+2,33 101,09+2,62 102,18+1,94 98,56+2,84 97,93+2,30
LipoMAX-gH625 100,55+1,47 102,51+3,02 100,75+1,89 100,22+3,65 99,92+1,27 101,99+6,54 101,48+1,96 100,86+3,42 100,34+0,97 104,04+3,01 101,42+1,13 100,14+3,20
Lipo-gH625min 99,58+0,45 103,27+2,45 101,43+3,77 97,56%2,47 99,43+0,53 103,10£2,40 101,55+3,02 98,02+2,45 99,53+0,33 101,2145,66 100,5143,29 97,68+2,30
Lipo-gH625max 100,32+0,48 102,06+2,96 99,83+2,31 98,58+2,27 99,81+0,37 104,3243,85 97,61+4,29 98,57+2,56 100,75+0,29 101,9143,24 97,0343,67 98,47+2,02
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6. DYSKUSIA

Nowotwory sg jednymi z najgrozniejszych chordb zagrazajacych zyciu cztowieka.
Obecnie podstawowe leczenie raka obejmuje chirurgie, chemioterapie i radioterapie.
Chirurgia, ktdra jest czestym podejsciem do usuwania ztosliwych guzéw litych u pacjentéw,
jest wysoce inwazyjna i nie zapewnia usuniecia wszystkich komdérek nowotworowych,
szczegblnie w zaawansowanych stadiach raka, gdy wystgpity juz przerzuty. Radioterapia
i chemioterapia réwniez posiadajg wiele ograniczen, takich jak wysoka toksycznosé
ogéblnoustrojowa, liczne efekty uboczne (czesto bardzo powaine i nieodwracalne),
ograniczona skutecznos$¢ terapeutyczna, indukowanie lekoopornosci i nowotworéw
wtoérnych oraz dfugotrwate uszkodzenia uktadu odpornosciowego. W przypadku niektérych
nowotwordw zaréwno radioterapia, jak i chemioterapia nie sg wystarczajgco skuteczne.
W celu przezwyciezenia tych ograniczen, a szczegdlnie zredukowania toksycznosci
ogdlnoustrojowej chemioterapeutykdw oraz osiggniecia lepszej efektywnosci
terapeutycznej, konieczne stato sie zaprojektowanie nowych efektywnych i bezpiecznych
systemow dostarczania lekdw bezposrednio do komdrek nowotworowych. Rozwigzania
tego problemu poszukuje sie od lat w najnowszych osiggnieciach nanotechnologii.
Nanoczgstki ze wzgledu na swojg budowe, rozmiar oraz mozliwos¢ modyfikacji ich
powierzchni oferujg duze mozliwosci w dziedzinie opracowania nowych terapeutykow,
gdyz mogg petnié role transportera lekéw do okreslonego obszaru ciata (Ranghar i wsp.,
2014; Yingchoncharoen i wsp., 2016; Hartshorn i wsp., 2018; Zhao i wsp., 2018). Sposréd
wielu réznych nanostruktur liposomy, ktdre charakteryzujg sie niskg toksycznoscig, wydaja

sie by¢ jednymi z najbardziej atrakcyjnych nosnikow lekéw.

Liposomy sg samoorganizujgcymi sie, catkowicie zamknietymi pecherzykami, ktére
ze wzgledu na swojg budowe moga transportowaé zarowno leki hydrofilowe, jak
i hydrofobowe. Dodatkowo chronig enkapsulowane leki przed degradacjg, znacznie
poprawiajgc okres ich péttrwania, zwiekszajg rozpuszczalnos¢ lekéw hydrofobowych oraz
zmniejszajg toksycznos$¢ lekdw wobec komdrek prawidtowych (@verbye i wsp., 2017;
Zangabad i wsp., 2018). Liposomalne preparaty doksorubicyny (Doxil, Myocet)
i daunorubicyny (DaunoXome) zostaty zatwierdzone przez Amerykanskg Agencje
ds. Zywnosci i Lekéw (ang. FDA, U.S. Food and Drug Administration) do leczenia
przerzutowego raka piersi oraz miesaka Kaposiego zwigzanego z AIDS (Meng i wsp., 2016).
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Obecne badania dotyczagce modyfikacji liposoméw dazg do ich zwiekszonej kumulacji
w wymaganym narzgdzie lub tkance, a nastepnie po wniknieciu do komorki, zwiekszonym
wewnatrzkomoérkowym uwalnianiem leku. Dotychczasowe wyniki badan na modelach
komérkowych i zwierzecych wykazaty, Ze skoniugowanie liposomu z peptydem
penetrujgcymi komorke moze znacznie zwiekszy¢ efektywnos¢ wewngatrzkomérkowego

dostarczania lekéw przez liposomy (Zhang i wsp., 2013).

Peptydy penetrujgce komorki sktadajg sie zazwyczaj z mniej niz 40 aminokwaséw,
sg nietoksyczne i zdolne do przenikania przez btony komodrkowe. W badaniach
wykorzystywane do utatwienia transportu réinego rodzaju srodkéw o charakterze
terapeutycznym, w tym plazmidowego DNA, siRNA, biatek, wiruséw, srodkéw obrazujgcych
i réznych nanoczgstek (Parnaste i wsp., 2017; Srimanee i wsp., 2018). Liposom
z dofagczonym na jego powierzchni peptydem penetrujgcym bfone znacznie poprawia
efektywnos¢ przenikania leku do komoérek. Torchilin i wsp. (2001) wykazali, ze liposomy
z dotgczonym peptydem TAT sg skuteczniej dostarczane do wnetrza komadrek réznych linii
komaérkowych m.in. mysich komérek raka ptuc Lewica (LLC), komodrek ludzkiego raka piersi
(BT20) oraz kardiomiocytow serca szczura (H9C2) w porédwnaniu z niezmodyfikowanym
liposomem bez peptydu. W innym badaniu oceniono kinetyke wychwytu liposomow
z dotgczonym peptydem TAT. Stwierdzono, ze wzrost transportu do wnetrza komérek byt
proporcjonalny do liczby czgsteczek peptydu przytgczonych do powierzchni liposomu, a do
istotnego wzrostu transportu liposomow wystarczyto juz 5 czgsteczek peptydu TAT.
Obecnosc TAT zwiekszata takze 12-krotnie wychwyt doksorubicyny przez komérki linii A431
ludzkiego raka skéry (Tseng i wsp., 2002). Badania przeprowadzone przez Marty i wsp.
(2004) wykazaty, ze liposomy z dofgczonym biatkiem antennapedia (Antp) lub TAT
gromadzity sie w wiekszych ilosciach w komdrkach nowotworowych i dendrytycznych niz
niezmodyfikowane liposomy kontrolne. Wyniki te zachecity inne zespoty badawcze do
wykorzystania liposomoéw z dotgczonymi peptydami penetrujgcymi do transportu duzych
i matych czasteczek. Pomimo licznych badan klinicznych, ktérych cze$é nadal jest w toku,
do chwili obecnej zaden preparat leku cytostatycznego enkapsulowanego w liposomach
z dotaczonym peptydem penetrujgcym btone nie uzyskat zgody FDA na zastosowanie

w terapii przeciwnowotworowej (Tripathi i wsp., 2018; Habault i Poyet, 2019).
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Idealny nos$nik dostarczajgcy lek do komodrek nowotworowych powinien byé
nietoksyczny, biodegradowalny i biokompatybilny. Jego rozmiar powinien by¢ mniejszy niz
200 nm, powinien szybko i selektywnie gromadzi¢ sie w miejscach docelowych nie
uszkadzajac zdrowych komdrek oraz nie powinien wywotywac reakcji immunologicznej.
W terapiach osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) poszukiwane sg rowniez takie nosniki
lekéw, ktére mogtyby przekracza¢ bariere krew-mdzg (Chen i wsp., 2014; Dhanasekaran
i Chopra, 2016; Kalaydina i wsp., 2018). Sugeruje sie, ze takie wtasciwosci mogg posiadac

nanonosniki liposomalne z dotagczonym peptydem gH625.

Gtéwnym celem badan wykonanych w ramach niniejszej pracy byto poréwnanie
cytotoksycznosci  wolnych taksanéw (docetaksel i paklitaksel) oraz taksandéw
enkapsulowanych w liposomach skoniugowanych z penetrujgcym btony komdrkowe
peptydem gH625 wobec prawidtowych komérek ludzkich. Zwigzki zostaty syntetyzowane,
scharakteryzowane i udostepnione przez zespoét prof. Stefanii Galdiero z Wydziatu Farmacji
Uniwersytetu Neapolitariskiego im. Fryderyka Il w Neapolu. Badania przeprowadzono na
ludzkich komdrkach endotelialnych linii HMEC-1, jako model prawidtowych komodrek in
vitro, gdyz komorki srodbtonka sg jednymi z pierwszych komdrek w organizmie cztowieka,
ktdre sg narazone na cytotoksyczne dziatanie cytostatykow podawanych we wlewach
dozylnych w chemioterapii. W zwigzku z tym analiza odpowiedzi komdrek srédbtonka
naczyn  krwiono$nych  jest istotna przy projektowaniu  nowych lekdw

przeciwnowotworowyvh i ich przenosnikéw (McAuliffe i wsp., 2002).

Ksztatt i morfologie liposomdw oceniano za pomoca transmisyjnego mikroskopu
elektronowego (TEM). Puste niezmodyfikowane liposomy posiadaty forme elipsoidalnych
pecherzykéw, a enkapsulacja taksanéw nie zmieniata w znaczgcy sposob ich ksztattu
i rozmiaru. Rozmiar w skali nanometrycznej ma kluczowe znaczenie dla nanoczastek
przenoszacych leki przeciwnowotworowe, gdyz determinuje pomysine dostarczenie leku
do komadrek nowotworowych. Nosniki lekéw, ktérych rozmiar jest wiekszy niz 20 nm, moga
zapobiega¢ szybkiemu wyciekaniu leku do uktadu moczowego, podczas gdy nosniki
mniejsze niz 200 nm mogg unikng¢ wychwytywania przez makrofagi w uktadzie
fagocytarnym. Analizowane liposomy charakteryzujg sie matym rozmiarem (ponizej 200

nm), co jest korzystne dla dozylnego dostarczania leku przeciwnowotworowego
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i selektywnego gromadzenia sie nanoczgstek z enkapsulowanym lekiem w rejonie guza
poprzez efekt zwiekszonej przepuszczalnosci i retencji (Meng i wsp., 2016; Wang, 2017).
Zespot prof. Stefanii Galdiero zsyntetyzowat wczesniej liposomalng doskorubicyne
i liposomalny mitoksantron z przytgczonym peptydem gH625, ktérych srednica wynosita

$rednio ok. 150 nm (Perillo i wsp., 2015, 2016).

W pierwszym etapie badan w niniejszej pracy oceniano cytotoksyczne dziatanie
zwigzkdw na komorki linii HMEC-1. Oznaczono stezenie ICso lekdw, ktére redukuje o potowe
odsetek zywych komdrek w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi (100%), co stanowi
punkt wyjsécia dla okreslenia biologicznych witasciwosci zwigzku cytostatycznego (He i wsp.,
2016). Cytotoksycznos¢ wolnych lekéw oraz ich form liposomalnych oceniano na podstawie
Srednich wynikdw otrzymanych po wykonaniu trzech mikroptytkowych testéw
cytotoksycznosci opartych na rdznych mechanizmach dziatania: test z XTT, test
z sulforodaming (SRB) oraz test z resazuryng (REMA). Komorki linii HMEC-1 inkubowano ze
zwigzkami przez 24 godziny. Testy cytotoksycznosci wykonano po 48-godzinnej hodowli
poinkubacyjnej w medium niezawierajagcym lekdéw. Za pomocg programu GraphPad Prism,
wykorzystujgc analize regresji nieliniowej, wyznaczono wartosci stezen 1Cio, 1Cso oraz 1Cqp,
a nastepnie obliczono stezenia 0,5 ICsp i w ICsp, lekéw. Stezenia te stosowano we wszystkich

wykonanych analizach.

Zarowno paklitaksel jak i docetaksel hamowaty wzrost komérek linii HMEC-1
w stezeniach nanomolowych. Wartosci stezenia ICso lekdw byty rézne dla kazdej z metod
i znajdowaty sie w przedziatach 11,92 -25,93 nmol/I (PTX) oraz 7,68-14,15 nmol/I (DTX).
W kazdym ze stosowanych testow cytotoksycznosci otrzymano nizsze wartosci stezenia ICso
dla DTX, co jest zgodne z wynikami innych autoréw i potwierdza jego wiekszy efekt

cytotoksyczny w poréwnaniu z paklitakselem (Watanabe i wsp., 2017).

Enkapsulacja taksanéw w liposomach znacznie obnizata toksycznos¢ lekdw wobec
komorek linii HMEC-1, a spadek przezywalnosci komorek nie przekraczat 30%. Jedynie
najwyzsze stezenie liposomalnego paklitakselu z peptydem gH625 powodowat spadek
przezywalnosci komdrek o 50% w tescie z XTT. W kazdym z przeprowadzonych testow
puste nanonosniki liposomalne w zakresie stezer 0-10 000 nmol/l oraz wolny peptyd gH625

w zakresie stezenn 0-350 nmol/l nie wykazaty cytotoksycznego efektu wobec komodrek
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HMEC-1. Zespdt prof. Stefanii Galdiero w badaniach in vitro réwniez wykazat niska
toksycznosé peptydu gH625 w stezeniu do 400 umol/I (Falanga i wsp., 2012; Galdiero i wsp.,
2015). Wartosci stezen ICso lekéw oznaczone na podstawie krzywych przezywalnosci
komérek oraz analizy regresji nieliniowej w przypadku testow SRB i REMA
charakteryzowaty sie szerokimi przedziatami ufnosci. W zwigzku z tym, w dalszych
eksperymentach stosowano stezenia lekdw wyliczonych na podstawie wynikéw
uzyskanych w tescie XTT, gdzie wartos¢ stezenia ICso dla PTX wynosita 11,92 nmol/I a dla
DTX 7,58 nmol/l. Pasquier i wsp. (2004) testem cytotoksycznosci MTT okreslili wartos¢
stezenia ICso paklitakselu w komadrkach linii HMEC-1 na 5 nmol/l po znacznie dtuiszej
inkubacji komérek z lekiem (72-godziny), a Galaup i wsp. (2003) stosujac test MTT i 96-
godzinng inkubacje z lekiem okreslili wartos¢ stezenia ICso docetakselu dla komdrek tej
samej linii komoérkowej na 4,95 nmol/l. Pomimo réznych metod oceny cytotosycznosci
i czasu inkubacji z lekami wyniki otrzymane przez réznych autoréw wskazujg na znaczng
toksycznos¢ taksandw wobec linii komdrkowej HMEC-1. Wykazano, ze komorki srodbtonka
ze wzgledu na ich dziatanie antyangiogenne sg duzo bardziej wrazliwe na dziatanie
taksanow niz komérki nowotworowe (Sweeney i wsp., 2001; Grant i wsp., 2003; Wang
i wsp., 2003; Bocci i wsp., 2013). Rdznice w wartosciach stezen ICso taksandw otrzymanych
réoznymi metodami wynikajg z wtasciwosci poszczegdlnych testéw cytotoksycznosci, ktére
analizujg réine parametry komoérki. Testy XTT i REMA oparte sg na oznaczeniach
aktywnosci enzyméw komérkowych zwigzanych z metabolizmem komarki, natomiast test

SRB okresla catkowitg zawartos¢ biatka komérkowego (van Tonder i wsp., 2015).

Gtéwny mechanizm aktywnosci przeciwnowotworowej taksandw zwigzany jest zich
odziatywaniem na biatka budujgce mikrotubule cytoszkieletu komdrkowego. Taksany,
faczac sie z B-tubuling, hamujg proces depolimeryzacji i stabilizujg mikrotubule. Zaburzenie
rownowagi pomiedzy procesem polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul prowadzi do
zatrzymania proliferacji komdrek na skutek zahamowania ich cyklu komodrkowego
i skierowania komérek na droge apoptozy. Taksany nalezg do lekéw fazowo-specyficznych
(G2/M), a ich dziatanie antymitotyczne polegajgce na zablokowaniu depolimeryzacji
mikrotubul, uniemozliwia prawidtowe rozdzielenie chromatyd siostrzanych i prawidtowy
podziat chromosomoéw miedzy komérki potomne podczas mitozy (Parker i wsp., 2014;

Salas-Martinez i wsp., 2018; Eskra i wsp., 2019). Liczne badania prowadzone na liniach
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komodrek nowotworowych wskazujg, ze enkapsulacja taksandw w nanonosniku
liposomalnym zwieksza ich efekty chemioterapeutyczne (Heney i wsp., 2010; Ruttala i Ko,

2015; Chowdhury i wsp., 2017).

W kolejnym etapie badan oceniano antyproliferacyjny efekt liposomalnych
taksandw na podstawie ich wptywu na przebieg cyklu komdrkowego. Bezposrednio po
zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji z taksanami obserwowano zatrzymanie komoérek
w punkcie kontrolnym G2/M przez PTX w stezeniach powyzej ICso. DTX powodowat blok
cyklu w punkcie kontrolnym G2/M przy znacznie nizszym stezeniu (0,5 IC50). Taki sam
zakres stezen lekow w formie liposomalnej nie powodowat istotnych zmian w przebiegu

cyklu komdrkowego.

Po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjnej komérek traktowanych wolnymi
taksanami odnotowano rowniez wzrost frakcji sub-G1 komérek apoptotycznych. Licznosé
frakcji komérek apoptotycznych wzrastata wraz z czasem hodowli poinkubacyjnej oraz
stezeniem taksandw. Wyniki te wskazujg, ze komdrki HMEC-1 traktowane taksanami nie sg
zdolne do podziatu mitotycznego i ulegajg apoptozie. Uzyskane wyniki sg zgodne
z mechanizmem dziatania PTX i DTX. Taksany zaburzajg prawidtowa dynamike podziatu
komorki oraz poszczegdlne fazy cyklu komérkowego. Zmiany te powodujg zablokowanie
komodrek w pdznej fazie G2 cyklu komdrkowego, co uniemozliwia im przejscie przez mitoze
i ostatecznie doprowadzajg do Smierci reprodukcyjnej komérki (Fisi i wsp., 2016; Ren i wsp.,
2018). Dane literaturowe (Giannakakou i wsp., 2001; Narayanan i wsp., 2015; Ma i wsp.,
2019) wskazuja, ze niskie stezenia paklitakselu (6 nM) powodujg przejsciowe zatrzymanie
cyklu komdérkowego w fazie G1, aczkolwiek w obecnej pracy nie udato sie potwierdzi¢ tego
efektu. W prdébach z liposomalnymi taksanami nie zaobserwowano istotnego wzrostu
frakcji komérek apoptotycznych. Sam liposom oraz peptyd gH625 réwniez nie wptywaty
istotnie na cykl komoérkowy linii HMEC-1. Wyniki te sg zgodne z wynikami otrzymanymi
w testach cytotoksycznosci i potwierdzajg niski efekt cytotoksyczny liposomalnych form

taksanéw wobec komdérek srédbtonka mikrowaskularnego.

Enkapsulacja taksandw w niezmodyfikowanym oraz funkcjonalizowanym
nanonosniku liposomalnym réwniez chronito komérki HMEC-1 przed genotoksycznym

dziataniem lekow. W komadrkach inkubowanych z liposomalnymi taksanami uszkodzenia
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DNA obserwowano znacznie pdzniej (po 72 godzinach hodowli poinkubacyjnej) niz
w komadrkach inkubowanych z wolnymi lekami (po 24 godzinach hodowli poinkubacyjnej)
z najwyzszymi stezeniami taksanow (2 1Cso oraz ICq), podczas gdy wolne leki wykazywaty
silne dziatanie genotoksyczne i uszkodzenia DNA obserwowano juz po 24 godzinach
hodowli poinkubacyjnej. W tym czasie obserwowano uszkodzenia DNA komorek
endotelialnych inkubowanych z wolnym paklitakselem w stezeniach powyzej 2 ICso
i wolnym docetakselem w stezeniach powyzej ICso. Uszkodzenia DNA komérek
inkubowanych z liposomalnymi taksanami obserwowano po 48 godzinach hodowli
poinkubacyjnej. W przypadku liposomalnego paklitakselu uszkodzenia DNA obserwowano
tylko w komérkach traktowanych najwyzszym stezeniem tego leku. Podobne rezultaty
uzyskano dla liposomalnego docetakselu. Natomiast liposomalny docetaksel z peptydem
gH625 rowniez wykazywat wtasciwosci genotoksyczne w najwyzszym stezeniu (ICqp).
Pdzniejsze wystepowanie uszkodzen DNA po inkubacji komérek z liposomalnymi formami
taksandw mogg wynikaé z dtuiszego czasu uwalniania leku z nanoprzenosnika
i opdznionego osiggniecia odpowiedniego genotoksycznego stezenia. Badania zespotu
prof. Stefanii Galdiero wskazujg na wysokg stabilno$¢ preparatéw liposomalnych
z przytgczonym peptydem gH625, np. w przypadku liposomalnej doksorubicyny ilosé

uwolnionego leku po 72 godzinach wynosita $rednio ok. 30% (Perillo i wsp., 2016).

Jednym z najwczesniejszych efektdw dziatania taksanéw na komorki jest
generowanie reaktywnych form tlenu. RFT powstajagce w odpowiedzi na leczenie
taksanami, zlokalizowane sg gtéwnie w btonie mitochondrialnej, co prowadzi¢ moze do
obnizenia jej potencjatu (McCormick i wsp., 2016; Kosaka i wsp., 2017; Mikuta-Pietrasik
i wsp.,, 2019). Taksany powodujg fosforylacie i zahamowanie aktywnosci
antyapoptotycznego biatka Bcl-2, prowadzagc w ten sposéb do podwyzszenia
wewnatrzkomdrkowego stezenia Bax, biatka promujgcego otwarcie porow w btonie
mitochondrium i uwolnienie cytochromu c. Otwarcie poréw przejsciowej przepuszczalnosci
(permeability transition pore complex — PTP) wewnetrznej btony mitochondrialnej
powoduje wyrdownanie stezenia jondw w macierzy mitochondrialnej i cytoplazmie. Dalszg
konsekwencjg otwarcia PTP jest obrzek macierzy, ktdéry prowadzi do rozerwania

mitochondrialnej btony zewnetrznej, uwolnienia do cytozolu cytochromu c oraz innych
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biatek aktywujacych kaspazy, co ostatecznie przyczynia sie do indukcji apoptozy (Varbiro

i wsp., 2001; Ren i wsp., 2018; Wang i wsp., 2018).

W celu oceny zmian w polaryzacji btony mitochondrialnej i jej potencjatu
przezbtonowego zastosowano sonde JC-1. Sonda specyficznie gromadzi sie
w mitochondriach, tworzac agregaty emitujgce czerwong fluorescencje. Monomery JC-1,
ktore wystepujg w cytoplazmie emituja zielong fluorescencje. Podczas depolaryzacji btony
mitochondrialnej nastepuje wyciek JC-1 z mitochondriéw do cytoplazmy, a tym samym
wzrost zielonej fluorescencji, co wskazuje na zmiany mitochondrialnego potencjatu

btonowego (Mo i wsp., 2013; Hou i wsp., 2015).

Zarowno paklitaksel, jak i docetaksel powodowaty spadek przezbtonowego
potencjatu mitochondrialnego komérek linii HMEC-1. Najwieksze zmiany obserwowano
w komérkach traktowanych wolnym paklitakselem, w ktérych potencjat mitochondrialny
nie odzyskiwat swojej wartosci wyjsciowej i osiggat najnizszg wartosc juz po uptywie jednej
godziny — 45-55% spadek dla zakresu stezen PTX ICso — 1Co0. Wynik ten potwierdza
doniesienia innych autoréw, ktdérzy wykazali, ze paklitaksel zaburza prawidtowe funkcje
mitochondriéw i poprzez szlak mitochondrialny moze prowadzi¢ do apoptozy (Griffiths

i Flatters, 2015; Galley i wsp., 2017; Dai i wsp., 2019).

Preinkubacja komérek z N-acetylocysteing chronita je przed dziataniem paklitakselu.
Zmiany te nie byly tak liczne, a po uptywie jednej godziny poziom ulegat regeneracji do

wartosci AWm w komdrkach kontrolnych.

W komérkach potraktowanych docetakselem spadek AWm obserwowano jedynie
w pierwszych 30 min od zakonczenia inkubacji komérek ze stezeniami 0,5 ICspi ICso leku
(ok.47% i 36%). Po tym czasie nastepowata repolaryzacja btony mitochondrialnej i powroét
AWm do stanu wyjsciowego. Stwierdzono, ze docetaksel powoduje réwniez znaczne zmiany
w potencjale mitochondrialnym komérek srédbtonka linii HUVEC, ale przeprowadzony

eksperyment nie potwierdza tej hipotezy (Hung i wsp., 2015).

W komoédrkach traktowanych liposomalnym paklitakselem zaobserwowano
odwrotny efekt niz w przypadku wolnego leku — hiperpolaryzacje btony i wzrost AWm.
Liposomalne formy paklitakselu (bez dotgczonego peptydu gH625 oraz ze skoniugowanym

peptydem gH625) powodowaty hiperpolaryzacje btony mitochondrialnej i wzrost AWm. Po
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uptywie jednej godziny AWm ulegat zmniejszeniu do poziomu w komdrkach kontrolnych.
Wykazano, ze taki efekt moze by¢ spowodowany m.in. wzrostem ilosci reaktywnych form

tlenu (Houston i wsp.,2011; Zorova i wsp., 2018).

W komérkach potraktowanych liposomalnym docetakselem bez peptydu gH625
hiperpolaryzacje odnotowano jedynie bezposrednio po zakonczeniu 24-godzinnej inkubacji
komorek z lekiem (wzrost AWm o ok. 38% dla stezen I1Cso i 2 1Cso leku). Zmiany te byty
przejsciowe, gdyz potencjat szybko ulegat regeneracji do poziomu w komdrkach
kontrolnych i nie zmieniat sie do korica trwania analizy. Jedynie w komdrkach traktowanych
stezeniem ICso LipoDTX odnotowano depolaryzacje btony mitochondrialneji istotny spadek
potencjatu po 30 i 60 min od rozpoczecia analizy. Skoniugowanie liposomalnego nosnika
docetakselu z peptydem gH625 nie powodowato istotnych zmian potencjatu
mitochondrialnego komodrek linii HMEC-1 w porédwnaniu z DTX enkapsulowanym

w niezmodyfikowanym liposomie.

Cho¢ badania innych autorow wskazujg, ze liposomalny paklitaksel powoduje
spadek mitochondrialnego potencjatu komérek srédbtonka (Sun i wsp., 2017) w niniejszej
pracy nie stwierdzono takich zmian. Efekt ten jest prawdopodobnie spowodowany
prawidtowym przebiegiem cyklu komdérkowego w komadrkach traktowanych liposomalnymi
formami taksandéw. Fabbri i wsp. (2006) wykazali, ze depolaryzacja btony mitochondrialnej

jest efektem zatrzymania komodrek w fazie G2/M.

Stres oksydacyjny powoduje duze uszkodzenia réznych struktur biologicznych,
w tym bton komdrkowych, lipidéw, biatek i kwaséw nukleinowych co m.in. moze prowadzi¢
do rozwoju nowotworéw. Zredukowany glutation (GSH) uwazany jest za jeden
z najwazniejszych zmiataczy reaktywnych form tlenu (Zitka i wsp., 2012), a jego stezenie
wewnatrzkomdrkowe i wyczerpanie stanowi czuty wskaznik stanu fizjologicznego komorki
i stresu oksydacyjnego. Spadek stezenia GSH w komdrce mozna wykorzystaé réwniez jako

marker wczesnej toksycznosci (Machado i Soares, 2012).

W pracy do oznaczenia stezenia zredukowanego glutationu jako wskaznik stresu
oksydacyjnego wykorzystano specyficzne witasciwosci niefluorescencyjnej sondy,
monochlorobimanu (MCB). W wyniku reakcji z GSH powstaje wysoce fluorescencyjny

koniugat GS-MCB. Wykazano, ze zaréwno wolny paklitaksel jak i jego formy liposomalne
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powodujg istotny spadek stezenia zredukowanego glutationu w komdrkach endotelialnych
HMEC-1. Najwiekszy spadek stezenia GSH w komodrkach inkubowanych z wolnym
paklitakselem nastepowat bezposrednio po zakoriczeniu 24-godzinnej inkubacji z lekiem,
podczas gdy podobny efekt jego form liposomalnych obserwowano znacznie pdzniej — po

24 godzinach hodowli poinkubacyjnej komdrek.

Docetaksel i jego formy liposomalne rdéwniez istotnie wptywaty na pule
komodrkowego GSH, powodujac jej stopniowe wyczerpanie wraz ze wzrostem stezenia leku.
Enkapsulacja DTX w nanonosniku liposomalnym redukowata jego efekt prooksydacyjny,
gdyz w komodrkach traktowanych liposomalnym DTX obserwowano mniejszy spadek
stezenia GSH w pordéwnaniu z komdérkami inkubowanymi z takim samym stezeniem
wolnego leku. Uzyskane wyniki wskazujg, ze enkapsulacja taksandéw w liposomie opdznia

i redukuje ich prooksydacyjne i toksyczne dziatanie na komaérki endotelialne linii HMEC-1.

Paklitaksel i docetaksel, jak wiekszos¢ lekéw przeciwnowotworowych, indukujag
proces autofagii w komodrkach (Cristofani i wsp., 2018; Zou i wsp., 2018). Dokfadna rola
autofagii w rozwoju nowotwordéw i chemioterapii jest nadal niejasna. Niektore badania
wskazujg, ze autofagia moze stuzy¢ jako mechanizm ochronny przed $miercig komadrek
indukowanych lekami przeciwnowotworowymi. Z drugiej strony autofagia moze by¢ forma
Smierci komoérki, indukowang aktywnoscig lekéw stosowanych w terapii (Liu i wsp., 2017;
Walker i wsp., 2018). Chociaz autofagia nasila sie w sytuacjach, w ktorych komérka jest
narazona na stres oksydacyjny lub toksyczny, dziata réwniez w normalnych warunkach na
stabilnym niskim poziomie. W przypadku komérek prawidtowych autofagia jest najczesciej
mechanizmem obronnym komorki, ale jest rowniez wskaznikiem stresu i jej uszkodzenia

(Ryter i Choi, 2013).

Do oceny indukcji autofagii w komdérkach linii HMEC-1 wykorzystano
fluorescencyjng sonde monodansylokadaweryne (MDC), ktéra gromadzi sie
w autofagolizosomach. Komérki inkubowano ze zwigzkami przez 24 godziny, a istotny
wzrost fluorescenscji MDC obserwowano po 24 i 48 godzinach hodowli poinkubacyjne;j.
Jedynie najwyisze zastosowane stezenie PTX (2 ICso) powodowato istotny wzrost
fluorescenscji MDC bezposrednio po zakonczeniu inkubacji. Wzrost fluorescencji MDC

obserwowano wraz z wzrostem czasu hodowli poinkubacyjnej i zastosowanym stezeniem
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lekdw. W komérkach inkubowanych z liposomalnymi formami taksanéw obserwowano
mniejszy wzrost fluorescencji MDC, w porédwnaniu z wolnymi taksanami. Dotgczenie
peptydu gH626 powodowato zmniejszenie S$rednich wartosci fluorescencji MDC
w poréwnaniu do liposomalnych taksandw bez dotgczonego peptydu. Wyniki te Swiadczg
o tym, ze enkapsulacja taksandw hamuje indukcje autofagii w komadrkach linii HMEC-1,
a skoniugowanie liposomu z peptydem gH625 poteguje ten efekt. Badania prowadzone na
prawidtowych komdrkach przez innych autoréw wskazuja, ze taksany mogg réznie wptywaé
na proces autofagii, w zaleznosci od linii komdrkowej. Eksperymenty przeprowadzone na
ludzkich komdrkach $rédbtonka aorty (HAECs) wykazaty, ze paklitaksel uposledza
proliferacje komodrek srédbtonka za pomocg mechanizmu zaleznego od p21 i opdznia
odpowiedz tkankowg na odrost srédbtonka. Efekty te byly zwigzane ze zwiekszong
czestoscig autofagii, o czym sSwiadczyta obecnos¢ autofagosoméw obserwowanych za
pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej i zwiekszonej ekspresji LC3B. Jednoczesne
hamowanie autofagii za pomocg inhibitoréw nie poprawito proliferacji i ponownego
rozwoju $rédbtonka. Wyniki te wskazujg, ze toksyczne wtasciwosci paklitakselu nie sg
zwigzane ze wzrostem intensywnosci procesu autofagii (Hayashi i wsp., 2009). Docetaksel
natomiast, hamowat proces autofagii w miocytach miesni gtadkich tetnicy ptucnej
(PASMCs). Wykazano rowniez zdolnos¢ docetakselu do ttumienia autofagii w sposdb
zalezny od proteasomu oraz korzystne dziatanie leku w regeneracji miesnia sercowego

u szczurdw z tetniczym nadcisnieniem ptucnym (lbrahim i wsp., 2017).

Antyoksydanty NAC, Troloks i Tiron hamowaty proces autofagii aczkolwiek
w réznym stopniu. Najwieksze efekty odnotowano w komérkach traktowanych wolnymi
taksanami po preinkubacji z Tironem. Wyniki te sugerujg udziat stresu oksydacyjnego

w indukgcji autofagii przez taksany.

Posumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze stosowane klinicznie taksany paklitaksel
i docetaksel sg wysoce toksyczne dla komérek linii HMEC-1 srédbtonka mikrowaskularnego.
Redukujg one zywotnos¢ i przezywalnos¢ komarek oraz hamuijg ich proliferacje oddziatujac
niekorzystnie na cykl podziatlowy i mitoze poprzez zablokowanie komérek w punkcie

kontrolnym G2/M. Leki generujg stres oksydacyjny, ktory prowadzi do wyczerpania puli
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wewnatrzkomdrkowego GSH oraz jak wykazaty eksperymenty, w ktdrych zastosowano
preinkubacje komodrek z antyoksydantami NAC, Troloks i Tiron, ma réwniez udziat
w genotoksycznym i proaptotycznym dziataniu lekéw oraz w indukowanych przez nie
autofagii i zaburzeniach btony mitochondrialnej, powodujacych jej depolaryzacje
i hiperpolaryzacje. Wystepowanie i nasilenie ww. efektéw byty zalezne zaréwno od stezenia

lekéw jak i od czasu uptywajacego od zakonczenia inkubacji komorek z lekiem.

Enkapsulacja taksanow w pegylowanym nanonosniku lizosomalnym miata korzystny
wpltyw i znaczaco obnizata toksyczno$¢ lekédw wobec komodrek Srodbtonka
mikrowaskularnego poprzez znaczng redukcje lub opdznienie ich cytotoksycznych efektow.
Funkcjonalizacja nanosnika liposomalnego peptydem gH625, penetrujgcym btony

komodrkowe, potegowata korzystne wtasciwosci lekdw liposomalnych.
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7.

WNIOSKI
Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki wykazaty, ze:

? Taksany paklitaksel i docetaksel sg wysoce toksyczne dla ludzkich komérek

HMEC-1 srédbtonka mikrowaskularnego.

Enkapsulacja lekéw w nanonosniku liposomalnym skoniugowanym z penetrujgcym

btone peptydem gH625:

— znacznie obniza toksycznos¢ lekéw wobec komorek linii HMEC-1 srédbtonka
mikrowaskularnego

— opodznia wystepowanie efektow toksycznych i zmniejsza ich natezenie

Nanonosniki (pegylowany liposom oraz pegylowany liposom skoniugowany

z penetrujgcym btony komdrkowe peptydem gH625) jak rdwniez sam peptyd

gH625 nie wykazujg wtasciwosci cytotoksycznych

? Przytaczenie peptydu do nanonosnika liposomalnego:

— nie wptywa na cytotoksycznos¢ liposomalnego paklitakselu i liposomalnego
docetakselu

— poteguje ich korzystne wtasciwosci
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8. STRESZCZENIE

Paklitaksel i docetaksel, leki z grupy taksanéw, uznawane sg za jedne z najbardziej
cytotoksycznych lekédw przeciwnowotworowych stosowanych w leczeniu pacjentéw
z przerzutowym rakiem piersi oraz nowotwordéw gtowy i szyi. Zastosowanie taksanow
w praktyce klinicznej, pomimo ich wysokiego potencjatu terapeutycznego, jest czesto
ograniczone ze wzgledu na znaczng toksycznos$é ogodlnoustrojowa i wystepowanie
lekoopornosci. Pomimo znacznych postepdw w dziedzinie chemioterapii, nadal czesto
wystepujg liczne dziatania niepozadane wobec prawidtowych tkanek, ktére zwigzane s3
gtéwnie z niskg selektywnoscig chemioterapeutykéw. W zwigzku z tym, opracowanie nowych
cytostatykéw lub nosnikow transportujgce celowo te leki do komdrek nowotworowych jest
bardzo pozadane. W ostatnich latach wykorzystanie osiggnie¢ nanotechnologii cieszy sie
duzym zainteresowaniem w badaniach nad leczeniem choréb nowotworowych.
Wykorzystanie nanomateriatéw moze zwiekszy¢ selektywnosé lekéow przy jednoczesnej
ochronie komoérek prawidtowych. Dodatkowo dofgczenie do powierzchni nanonosnika
réznego rodzaju grup funkcyjnych moze zwiekszyc¢ ich biokompatybilnos¢ i utatwic¢ transport

do wnetrza komorki.

W pracy dokonano analizy witasciwosci cytotoksycznych liposomalnych taksandow
(paklitakselu i docetakselu), funkcjonalizowanych penetrujgcym btony komdrkowe
peptydem gH625, wobec komérek ludzkich srédbtonka mikrowaskularnego HMEC-1.
Gtéwnym celem badan byto poréwnanie wptywu wolnego paklitakselu i docetakselu oraz ich
form liposomalnych na proliferacje i przezywalnos$¢ komorek srédbtonka. Oceniono gtdwne
molekularne mechanizmy dziatania taksanéw, takie jak: uszkodzenia DNA, rozktad cyklu
komérkowego, zmiany potencjatu mitochondrialnego, generowanie stresu oksydacyjnego
(stezenie GSH) oraz indukcja apoptozy i autofagii. Dodatkowo okreslono role nanonosnika

liposomalnego i peptydu gH625 w toksycznosci liposomalnych form taksandw.

Wykazano, ze enkapsulacja paklitakselu i docetakselu w pegylowanym liposomie
skoniugowanym z peptydem gH625 znacznie obniza toksyczno$é taksandéw wobec
mikrowaskularnych komérek linii HMEC-1 oraz opdznia wystepowanie efektow toksycznych
i zmniejsza ich natezenie. Nanonosnik liposomalny nie wykazywat wiasciwosci
cytotoksycznych, a jego funkcjonalizacja peptydem gH625 nie zwiekszata cytotoksycznosc

nanonosnika liposomalnego oraz liposomalnych taksandw.
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9. SUMMARY

Taxanes paclitaxel and docetaxel are recognized as one of the most cytotoxic anti-
cancer drugs used to treat patients with metastatic breast cancer and head and neck
cancers. The use of taxanes in clinical practice, despite their high therapeutic potential, is
often limited due to the significant systemic toxicity and the occurrence of drug resistance.
Despite significant advances in the field of chemotherapy, there are still many side effects
to normal tissues that are mainly associated with low selectivity of chemotherapeutic
agents. Therefore, the development of new cytostatics or drug carriers is highly desirable.
In recent years, the use of the achievements of nanotechnology has raised great interest in
research in the field of anticancer therapy cancer. The use of nanomaterials can increase
the effectiveness of drug delivery to the tumor while protecting normal cells. Additionally,
decoration of nanoparticle surface with various types of functional groups can increase

their biocompatibility and facilitate drug transport inside the cell.

The study analyzes the cytotoxic properties of liposomal taxanes (paclitaxel and
docetaxel) functionalized with penetrating peptide gH625 against human microvascular
HMEC-1 endothelial cells. The main purpose of the study was to compare the effects of
free paclitaxel and docetaxel and their liposomal forms on proliferation and survival of
endothelial cells. The main molecular mechanisms of taxane activity were assessed, such
as DNA damage, cell cycle distribution, changes in mitochondrial potential, generation of
oxidative stress (GSH concentration) and induction of apoptosis and autophagy. In addition,
the role of liposomal nanocarrier and gH625 peptide in the toxicity of liposomal taxane

forms was determined.

Encapsulation of paclitaxel and docetaxel in a pegylated liposome conjugated to the
gH625 peptide has been shown to significantly reduce taxane toxicity to HMEC-1
microscopic cells and delay the occurrence of toxic effects and reduce their severity. The
liposomal nanocarrier did not exhibit cytotoxic properties, and its functionalization with
the gH625 peptide did not increase the cytotoxicity of the liposomal nanocarrier and

liposomal taxanes.
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