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Wykaz stosowanych skrotow i symboli

Skrot
2-DG
3-BP
AlAT
ACLY

ADME

ADP

AMPKa

ATP
Bak
BCL-2
Ben
BNBZ

BTA

CAC
CML
CoA

CTP

DMSO
DNA
DOX
DTT
EGF
ETC
FBS

Pelna nazwa

2-deoksyglukoza (ang. 2-deoxyglucose)

3-bromopirogronian (ang. 3-bromopyruvate)

Alfa-1-antytrypsyna (ang. Alpha-1 Antitrypsin)

Liaza ATP-cytrynianowa (ang. ATP-citrate lyase)

Absorpcja, dystrybucja, metabolizm, eliminacja (ang. Absorption,
Distribution, Metabolism, Excretion)

Adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine diphosphate)

Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (ang. AMP-activated protein
kinase)

Adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine triphosphate)

Biatko proapoptotyczne (ang. Bcl-2 homologous antagonist/killer)

Gen bcl-2 (ang. B-cell-lymphoma/leukemia 2)

Benzerazyd (ang. Benserazide)

Benitrobenrazyd (ang. BeNitroBenraZide)

analog benzenowo-trikarboksylanowy (ang. Benzene-Tricarboxylic Acid
analog)

Krytyczne stezenie agregacji (ang.Critical Aggregation Concentration)
Przewlekta biataczka szpikowa (ang. Chronic Myeloid Leukemia)
Koenzym A (ang. Coenzyme A)

Mitochondrialne biatko transportujace cytrynian (ang. Citrate Transporter
Protein)

Dimetylosulfotlenek (ang. DiMethylSulfoxide)

Kwas deoksyrybonukleinowy (ang. DeoxyriboNucleic Acid)
Doksorubicyna (ang. Doxorubicin)

Ditiotreitol

Naskorkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor)

Lancuch transportu elektronéow (ang. Electron Transport Chain)

Bydleca surowica ptodowa (ang. Foetal Bovine Serum)
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FRAP

G-6-P
GBM
GCK
Glim
GSH
HBSS
HBV
HCC

HCC-PHH
HCV
HEPES

HepG2
HHC
HIF-1
HKI
HKII
HKIII
HKDC1
Huh7

In silico
Indo
Km
LDH
L-DOPA

MAPK

MCF-7

Calkowity potencjal antyoksydacyjny (ang. Free Radical Antioxidative
Potential)

glukozo-6-fosforan (ang. Glucose-6-Phosphate)

Glejak wielopostaciowy (ang. GlioBlastoma Multiforme)

Glukokinaza (ang. Glucokinase)

Glimepiryd (ang. Glimepiride)

Zredukowany glutation

Zbuforowany roztwor Hanksa (ang. Hank’s Buffered Salt Solution)
Wirusowe zapalenie watroby typu B (ang. hepatitis B virus)

Rak watrobowokomoérkowy (ang. hepatocellular carcinoma)

Komorki izolowane z probek chirurgicznych pochodzacych od pacjentéw
z rakiem watrobowokomorkowym

Wirusowe zapalenie watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

Kwas hydroksyetylopiperazynoetanosulfonowy (ang. 4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperazineethanesulfonic acid)

Zréznicowany ludzki rak watrobowokomorkowy

Hemochromatoza (ang. hereditary hemochromatosis)

Czynnik indukowalny hipoksja (ang. hypoxia-inducible factor 1)
Heksokinaza | (ang. Hexokinase 1)

Heksokinaza Il (ang. Hexokinase I1)

Heksokinaza Il (ang. Hexokinase 111)

Heksokinaza V (ang. HexoKinase Domain Containing protein 1)

Ludzki rak watrobowokomorkowy

Badania komputerowe przeprowadzane wirtualnie

Indometacyna (ang. Indomethacin)

Stata Michaelisa (ang. Michaelis constant)

Dehydrogenaza mleczanowa (ang. Lactate DeHydrogenase)

Lewodopa (ang. Levodopa, ang I-3,4-dihydroxyphenylalanine)

Kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny (ang. Mitogen-Activated
Protein Kinase)

Linia komdérkowa estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi (ang. Breast

adenocarcinoma cell line)
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MMP

MTT

PBS
PET
PHC
PHH
P
RFA
RFT
TPTZ
VDAC

Transbtonowy potencjat mitochondrialny (ang. Mitochondrial Membrane
Potential)

Bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu

(ang. Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide)

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. Phosphate Buffered Saline)
Pozytonowa tomografia emisyjna (ang. Positron Emission Tomography)
Pierwotne ludzkie komorki raka watrobowokomorkowego

Komérki pierwotnych ludzkich hepatocyty

Jodek propidyny (ang. Propidium lodide)

Reaktywne formy azotu (ang. Reactive Nitrogen Species)

Reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species)
2,4,6-tripirydylo-S-triazyna (ang. 2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine )

Poryna mitochondrialna (ang. Voltage Dependent Anion Channel)
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WSTEP

Nowotwory sg jednag z gldownych przyczyn zgondéw na $wiecie, a zachorowalno$¢ na nie
wcigz rosnie wraz ze wzrostem populacji $wiatowe] 1 wydluzaniem si¢ zycia ludzkiego.
GLOBOCAN w 2018 roku odnotowat 18,1 miliona nowych przypadkow raka i 9,6 miliona
zgonOw na calym $wiecie. Przewiduje si¢, ze do 2040 r. zachorowalno$¢ i $miertelnos¢
z powodu nowotworéw wzrosng odpowiednio do 29,5 milionow i 16,3 milionow (International
Agency for Research on Cancer. World Health Organization. GLOBOCAN 2018.
https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf. stan z dnia 7

lipca 2023). Dane te zwracajg uwage na fakt, ze trzeba wzmodc wszelkie wysitki, zarowno
naukowcow jak i lekarzy, w celu lepszego zrozumienia zlozono$ci raka i odkrycia nowych

strategii terapeutycznych.

Dziesieciolecia badan nad nowotworami doprowadzity do zrozumienia, Zze przemiana
prawidtowej komorki w jej nowotworowy odpowiednik jest procesem wieloetapowym. Kazdy
z tych etapow odzwierciedla genetyczne adaptacje, ktére prowadza do ostatecznej ztosliwej
formy. Mozna zauwazyC¢ paralele pomigdzy ewolucja darwinowska a procesem
nowotworzenia, gdzie kazda kolejna zmiana skutkuje nadaniem komorkom przewagi
wzrostowej, prowadzac w koncu do powstania guza (Nowell 1976). W 2000 roku Weinberg
1 Hanahan wskazali cechy charakterystyczne dla nowotwordéw, ktore sg zasadniczo
wlasciwos$ciami zdobytymi przez komodrki nowotworowe w procesie nowotworzenia,
umozliwiajace im efektywna proliferacje i nadajace zdolnos¢ do przerzutowania (Hanahan
I Weinberg 2000). W zwiagzku z pojawiajgcymi si¢ odkryciami naukowymi, ktore udowadniaja,
ze metabolizm komorek nowotworowych moze wptywa¢ 1 modulowaé inne wilasciwosci
nowotworow, jeszcze wnikliwiej pochylono si¢ nad bioenergetyka tych komorek, w nadziei, ze
uda si¢ uchwyci¢ na czym polega ,,sekret dtugowiecznosci” tych komorek 1 wskaza¢ ich tzw.

»czute punkty” (Ryc. 1.)(Hanahan i Weinberg 2011).
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Badania nad metabolizmem nowotworéw maja swoje korzenie w obserwacjach
poczynionych przez Otto Warburga, ktory potozyt podwaliny pod t¢ dziedzing. Podczas gdy
wspotczesni mu badacze wysuneli hipoteze, Ze komorki nowotworowe czerpiq energie
potrzebng do niekontrolowanej replikacji z proteolizy i lipolizy, w 1927 roku Warburg, badajac
procesy oddychania i fermentacji w komoérkach nowotworowych, odkryt, ze szybko zuzywaja
one glukozg przeksztalcajac ja w mleczan (Martinez-Reyes i Chandel 2021, Warburg 2010).
Podczas oddychania tlenowego w komorkach prawidlowych glukoza jest przeksztatcana
w pirogronian (glikoliza), ktory nastepnie przeksztalcany jest do acetylo-CoA (reakcja
pomostowa). Acetylo-CoA staje si¢ potem substratem rozpoczynajacym cykl kwasu
trojkarboksylowego (TCA; Cykl Krebsa), w wyniku ktérego powstaja m.in. zwigzki niezbedne
do rozpoczgcia fosforylacji oksydacyjnej majacej miejsce w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej. Opisanym procesom towarzyszy wytwarzanie kwasu mlekowego,
aczkolwiek w komorkach prawidlowych jest on produkowany w niewielkich ilosciach. Dlatego
wyniki badan (in vivo i ex vivo) Warburga, ktory zaobserwowal zwigkszony wychwyt glukozy
I podwyzszong produkcj¢ kwasu mlekowego w komorkach nowotworowych, wzbudzity duze
zainteresowanie innych badaczy (Bose i in. 2021). Pomimo zakrojonych badan nad
metabolizmem komorek nowotworowych 1 probg odpowiedzi na zasadnicze pytanie: ,,skqd te
komorki czerpig energie na niekonczqce si¢ i wysokoenergetyczne podzialy komorkowe”,
Warburg nie znalazt satysfakcjonujacych odpowiedzi. Postawil wiec hipotezg, ze produkcja
mleczanu w komorkach nowotworowych wynika z uposledzenia fosforylacji oksydacyjnej
spowodowanej uszkodzeniem mitochondriow (Liberti i Locasale 2016). Odkrycie to, ktore
owego czasu zostato wyroznione Nagroda Nobla 1 nazwane ,,efektem Warburga” sprawito, ze
przez wiele lat naukowcy nie zaglebiali si¢ w bioenergetyke mitochondriow komorek
nowotworowych uznajac, Zze to nie ona jest motorem i Zrodlem energii niezbgdnej do
przetrwania tych komorek. Bez watpienia jedng z przyczyn lezaca u podstaw ,,pomijania badan
nad mitochondrialng wydajnos$cia bioenergetyczng” byt brak odpowiedniej aparatury naukowe;j
I rozwini¢tej metodologii, ktore moglyby pomoc badaczom w rozpoznaniu i opisaniu praw
rzadzacych procesami metabolicznymi w komorkach patologicznych, w tym nowotworowych
(Bose i in. 2021). Na przestrzeni lat w badaniach metabolicznych i biochemicznych
zaproponowano rézne mechanizmy przyczyniajgce si¢ do przejscia z OXPHOS na glikolize
tlenowg , takie jak sygnalizacja onkogenna, Srodowisko hipoksyjne guza oraz nieprawidiowa
ekspresja lub zmiana izoform kluczowych enzymoéow metabolicznych (Cai i in. 2018, Schiliro

I Firestein 2022). Jednym z przyktadow takich enzyméw metabolicznych jest heksokinaza Il
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(HKI1), ktora wykazuje zmiang izoformy i poziomu ekspresji podczas procesu nowotworzenia.
Sposrod pigeiu izoform heksokinazy (HK), HKII ulega znacznej nadekspresji w wigkszosci
badanych nowotwordéw i uwaza si¢, ze odgrywa glowng role w wysoce glikolitycznym
fenotypie komorek nowotworowych (DeWaal i in. 2018, Marcucci i Rumio 2021). W ciggu
ostatnich dwoch dekad zgromadzono dowody wskazujace na unikalny system regulacyjny,
subkomorkowa lokalizacje¢ 1 funkcje petnione przez HKII, ktore potwierdzaja jej kluczowa role
w efekcie Warburga. Funkcje pelnione przez HKII sg niezbedne do nadania komoérkom
nowotworowym zdolnosci do rozwoju i adaptacji nawet w trudnych warunkach zwigzanych
z wahaniami metabolicznymi i ekspozycja na szkodliwe bodzce (Lis i in. 2016). W zwiazku
z tym, wydaje si¢, ze badania nad HKII, ktérych nadrzednym celem byloby wypracowanie
narzedzi, za pomoca ktérych mozna byloby zahamowa¢ aktywnos¢ tego enzymu, stanowi

fascynujacq perspektywe dla rozwoju nowych terapii przeciwnowotworowych.

Z terapiami nowotworowymi opartymi na metabolizmie wiaze si¢ jednak kilka wyzwan.
Po pierwsze, zrozumienie heterogeniczno$ci fenotypéw metabolicznych komorek
nowotworowych jest dopiero na wczesnym etapie. Fenotypy metaboliczne prawdopodobnie
réznig si¢ w zaleznosci od tkanki pochodzenia, mikrosrodowiska guza, guzow pierwotnych
i przerzutdbw oraz roéznic mutacyjnych (Siegel i in. 2019). Po drugie, istnieja powazne
ograniczenia w przetozeniu wynikow 1 wnioskow zdobytych 1 wyciagnietych w badaniach
in vitro na projektowanie i planowanie badan in vivo czy tez badan klinicznych (m.in. brak
sukcesu w stosowaniu inhibitorow metabolicznych w dotychczasowych badaniach klinicznych
swiadczy o tym, jakim trudnym wyzwaniem jest stosowanie wiedzy zdobytej] w badaniach
podstawowych w badaniach na poziomie in vivo (Bose i in. 2021). Po trzecie, komorki
nowotworowe szybko adaptuja si¢ do srodowiska, w ktérym funkcjonuja i tatwo zdobywaja
nowe ,,zrodta energii”’, co czyni je bardzo ciekawym materiatem do badan i1 obserwacji, ale
jednoczesnie przeszkadza w poszukiwaniu terapii, ktore bytyby skuteczne w pozbywaniu si¢
tych komorek z organizmu osoby chorej (Lemberg i in. 2022). Niemniej jednak, rozwdj badan
na chorobami nowotworowymi postgpuje w szybkim tempie, a jedng z obecnych mozliwosci
w rekach badaczy jest duza nadzieja poktadana w fgczeniu réznych terapii, Co przynajmniej

w teorii ma za zadanie zwigkszy¢ skutecznos¢ leczenia.
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Aby w petni zrozumie¢ metabolizm w nowotworach potrzebne jest pelne zrozumienie, jak
wszystkie szlaki metaboliczne s3 zintegrowane, aby zapewni¢ bioenergetyczne
i biosyntetyczne wymagania proliferacji komorkowej (Duraj i in. 2021). Jest to jednak ztozone
zadanie, poniewaz guzy nowotworowe sg narazone na dzialanie szerokiej gamy sktadnikow
odzywczych, zarobwno in vitro, jak i in vivo. Dwa sktadniki odzywcze — najbardziej obficie
wystepujace w osoczu, jak i w pozywkach do hodowli komoérek - to glukoza
i glutamina (Obara-Michlewska i Szeliga 2020). Razem stanowig one bogate zrodlo wegla
1 azotu, pierwiastkéw niezbednych w procesach bioenergetycznych i biosyntetycznych, ktore
majg miejsce podczas wzrostu i podziatu komoérek (Hayes i in. 2020). Pobdr i metabolizm
glukozy moze wspiera¢ wymagania metaboliczne proliferujacych komorek nowotworowych
z fenotypem Warburga, jednocze$nie uzupetniajac produkty posrednie cyklu TCA poprzez
metabolizm glutaminy. Co wigcej, oszczgdza to rOwniez bogate w energi¢ substraty, takie jak
kwasy tluszczowe i1 niezbgdne aminokwasy, ktore moga by¢ bezposrednio wiaczone do
makroczasteczek (Danhier i in. 2017). Wyniki ostatnich badan nad metabolizmem komorek
nowotworowych, ktore tradycyjnie skupiaja si¢ na glikolizie i glutaminolizie, sugeruja, ze
przeprogramowanie metabolizmu lipidow w komoérkach moze bezposrednio przyczyniac si¢ do
ztosliwej transformacji 1 progresji. Dlatego tez prawdopodobnie metabolizm lipidéw zostat
wlaczony w wiele proceséw onkogennych, w tym kolonizacje przerzutow, opornos¢ na leki
1 réznicowanie komorek. Jednak to, czy mozemy bezpiecznie i1 skutecznie modulowac
mechanizmy lezace u podstaw heterogeniczno$ci metabolicznej w terapii nowotwordw

pozostaje wcigz otwartym zagadnieniem i kwestig dos¢ sporng (Ma i in. 2016, Wei i in. 2020).

Opracowanie skutecznego i selektywnego inhibitora HKII stanowi ogromne wyzwanie,
ze wzgledu na jej wysokg homologi¢ i podobienstwo funkcji do izoenzymu HKI (Ferreira i in.
2021, Garcia i in. 2018). Dotychczas znane inhibitory heksokinazy I1lI, takie jak
2-deoksyglukoza (2-DG) i 3-bromopirogronian (3-BP) nie rozrdzniaja poszczegolnych izoform
(Rai i in. 2019). 3-BP wykazuje si¢ wysoka reaktywno$cig wobec roznych biatek, a te
niespecyficzne cele moga thumaczy¢ zglaszane dzialania niepozadane, w tym toksyczno$¢
watrobowa 1 zotadkowo-jelitowa w modelach zwierzecych oraz toksyczno$¢ watrobowa
1 nerkowa u ludzi, a takze $mier¢ trzech pacjentéw onkologicznych po podaniu 3-BP.
W zwiazku z tym nie zatwierdzono badan klinicznych dla 3-BP (El Sayed i in. 2014, Zhang
I in. 2012). 2-DG moze uwrazliwia¢ lekooporne komodrki nowotworowe na cisplatyne lub
paklitaksel, ale jego stosowanie zostalo zarzucone po wystgpieniu dziatan niepozadanych

i toksycznosci podczas badan klinicznych (Garcia i in. 2018).
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l. METABOLIZM KOMORKOWY

1.1. Metabolizm komérek — czym jest i na czym polega

Metaboliczne przeprogramowanie w komoérkach nowotworowych odgrywa kluczowa role
w utrzymaniu wysokiego poziomu proliferacji i sprzyja przezyciu komoérek. Metabolizm

komorkowy definiowany jest przez trzy gtowne zadania, ktérymi sa:

e utrzymanie rezerw energetycznych komorki (poprzez regeneracje ATP i NADPH),
e biosynteza makroczasteczek niezbednych dla homeostazy komdrkowej,

e utrzymanie stanu redoks komorki (Spinelli i Haigis 2018).

Aby spelni¢ ww. wymagania, szczeg6lnie w szybko proliferujacych komorkach
nowotworowych, kluczowym jest sprawny obieg sktadnikow odzywczych. Co wigcej, zdolnos¢
komoérek nowotworowych do przetaczania si¢ miedzy substratami energetycznymi
1 szlakami metabolicznymi (okreslana jako elastyczno$¢ bioenergetyczna) wigze si¢ ze ztym

rokowaniem, w tym z przerzutami (Herst i in. 2022).

Glikoliza tlenowa zachodzi w komoérce wtedy, gdy poziom tlenu jest wystarczajaco duzy,
a produktem koncowym jest pirogronian i wytworzone zostaja czasteczki ATP.
W prawidlowych komodrkach mitochondria funkcjonujg jako centra energetyczne komorki,
gdzie fosforylacja oksydacyjna (OXPHOS) 1 tancuch transportu elektronow sa
wykorzystywane do produkcji ATP w celu zaspokojenia potrzeb bioenergetycznych (Heiden
i in. 2009, Nolfi-Donegan i in. 2020). Tlenowy rozktad glukozy sktada si¢ z czterech etapow:
glikolizy, utleniania pirogronianu (reakcja pomostowa), cyklu Krebsa i tancucha transportu
elektronow (ETC). W wyniku fosforylacji oksydacyjnej powstaje 32-36 czasteczek ATP
i proces ten wymaga obecnosci tlenu do jego ukonczenia (Ryc. 2.) (Mookerjee i in. 2018, Zhao
i in. 2019).
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Ryc. 2. Réznice miedzy oddychaniem tlenowym a glikoliza tlenowa (efekt Warburga).
W komorkach prawidlowych, w obecnosci tlenu, zachodzi proces oddychania
tlenowego - zaznaczony kolorem zielonym. Natomiast komorki nowotworowe
wykorzystuja glikolizg tlenowa — zaznaczong kolorem czerwonym. Grafika ta zostala

stworzona przy pomocy narzedzia Biorender.com.
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Nasilona glikoliza jest glownym zrédlem zaopatrzenia w energic w komorkach
nowotworowych, ktore wykorzystuja ten szlak metaboliczny do wytwarzania ATP. W ten
sposob powstaje znacznie mniej energii niz w przypadku fosforylacji oksydacyjnej, co wydaje
si¢ paradoksalne, poniewaz komoérki nowotworowe wymagaja duzo energii do wzrostu (Zhang
I Yang 2013, Zheng 2012). Jednak liczne dowody wskazuja, ze glikoliza daje komérkom
nowotworowym przewage we wzroscie. Glikoliza dziata jako szlak prekursorowy, poniewaz
jej metabolity i produkty sg wymagane do dalszych szlakow biochemicznych, w tym cyklu
kwasu trojkarboksylowego (TCA) i OXPHOS, szlaku pentozofosforanowego (PPP) do syntezy
rybonukleotydéw i NADPH, glikozylacji i glukoneogenezy, biosyntezy aminokwasow
i syntezy kwasow tluszczowych (Hay 2016). W nowotworach, oprocz glikolizy, nasilony jest
rowniez szlak PPP dostarczajac anabolicznych substratow do wzrostu nowotworu oraz
redukcyjnych intermediatow (NADPH) do syntezy glutationu i ochrony przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi (Catanzaro i in. 2015).

1.2. Efekt Warburga w nowotworach

Glikoliza to uniwersalny szlak katabolizmu glukozy, podczas ktorego przeksztatcana jest
jedna czasteczke glukozy w dwie czgsteczki kwasu pirogronowego, a uwolniona energia jest
zachowywana w postaci ATP i rownowaznika redukcyjnego NADH (Bender 2013). Dalsze
reakcje zachodzace z udziatem pirogronianu pochodzacego z glukozy zaleza od typu komorki
i od warunkéw $rodowiskowych. W dobrze natlenionej, zréznicowanej tkance pirogronian
trafia do mitochondriow 1 jest catkowicie utleniony do CO2, w procesie tym powstaje migdzy
32 a 36 moli ATP na 1 mol glukozy. W warunkach niedoboru tlenu pirogronian jest
przeksztalcany w kwas mlekowy. Reakcja ta jest katalizowana przez dehydrogenaze
mleczanowg (LDH) i ulatwia konwersje NADH do NAD?, ktory jest niezbednym kofaktorem
dla szlaku glikolitycznego (Chaudhry i Varacallo 2018).

Komorki proliferujace, w tym komorki nowotworowe, metabolizuja glukoze w mleczan
poprzez glikolizg, nawet w obecnosci duzych zasobow tlenu (aczkolwiek jest to znacznie mniej

wydajny sposob produkeji ATP) (Weber 2016).
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Pierwotnie Otto Warburg postulowal, ze glikoliza tlenowa jest zaangazowana
w kancerogeneze i zachodzi w wyniku defektu mitochondriow (Warburg 1956). Jednak badania
z ostatnich kilku lat wskazujg, Ze mitochondria wigkszosci komorek nowotworowych nie sa
uszkodzone, co sugeruje, ze ograniczona pojemnos$¢ oksydacyjna nie jest powodem efektu
Warburga wystepujacego w nowotworach (Denko 2008, Moreno-Sanchez i in. 2007).
Zaproponowano wiele przyczyn istnienia efektu Warburga w proliferujacych komoérkach.
wymagania proliferujagcych komorek, poniewaz prowadzi do zwigkszenia ilosci potproduktow
glikolitycznych i tym samym zapewnia mechanizm przekierowania tych pétproduktow do

biosyntezy wymaganej dla wzrostu i proliferacji komorek (Heiden i in. 2009).

Efekt Warburga moze poczatkowo wydawac si¢ nieefektywnym sposobem zaspokojenia
biosyntetycznych i bioenergetycznych wymagan proliferacji, jednak ten fenotyp metaboliczny
zapewnia komorkom nowotworowym szereg korzysci (Vazquez i in. 2010). Po pierwsze,
glikoliza tlenowa umozliwia przetrwanie komoérce w warunkach zmiennych pozioméw tlenu.
Podczas gdy wydajnos¢ produkcji ATP na jedng czasteczke glukozy jest nizsza w glikolizie
tlenowej niz w fosforylacji oksydacyjnej, tempo metabolizmu glukozy na drodze glikolizy
tlenowej jest wyzsze, co skutkuje produkcja mleczanu z glukozy od 10 do 100 razy szybciej
niz proces utleniania glukozy w mitochondriach. W rzeczywistosci ilo§¢ ATP syntetyzowanego
w danym czasie jest porownywalna, gdy wykorzystywana jest jedna lub druga forma
metabolizmu glukozy. Inng zaleta zwigkszonego poziomu glikolizy jest to, ze moze ona
zapewni¢ kolejny mechanizm regulacji $ciezek biosyntetycznych, ktére wykorzystuja
potprodukty glikolityczne. Na przyktad, potprodukty glikolityczne moga by¢ przekierowane do
szlaku pentozowofosforanowego w celu wygenerowania NADPH dla obrony antyoksydacyjnej
1 syntezy kwasow tluszczowych. Produkty uboczne glikolizy, takie jak kwasy dwuwegglowe
i mleczan, sprzyjaja rozwojowi guza i thumig przeciwnowotworowe czynniki odpornosciowe
(DeBerardinis i in. 2008). Ponadto, wydzielany mleczan moze by¢ pobierany przez komorki
zrgbu  poprzez  transportery  monokarboksylanowe-1, -2 1 przeksztatcany
w pirogronian. Co wigcej, kwasne mikrosrodowisko zapewnia tkankom nowotworowym
przewage nad prawidtowymi tkankami w ich wzro$cie oraz sprzyja inwazji 1 przerzutom

komorek nowotworowych (Rattigan i in. 2012).
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Jednakze istnieja dowody w postaci wynikéw badan, ze tylko niewielka cze$¢ atomow
wegla pochodzaca z glukozy w wysokoglikolitycznych komoérkach nowotworowych jest
przeksztatcana w prekursory biosyntezy, takie jak aminokwasy czy nukleotydy. Bardziej
prawdopodobnym wyjasnieniem obecnosci efektu Warburga jest to, ze komoérki o wysokim
zapotrzebowaniu na energi¢ metabolizujg glukoz¢ do mleczanu poprzez glikolize w celu
szybszej produkcji ATP i regeneracji NAD". Proces ten jest zatem samonapedzajacy sig, stale
zapewniajagc odpowiednie srodowisko komorkowe dla utrzymania szlaku glikolitycznego
(Mookerjee i in. 2018). Mimo, ze glikoliza jest uwazana za mniej wydajny sposob produkcji
ATP niz OXPHOS, to moze ona zachodzi¢ szybciej prowadzac do szybkiej syntezy ATP przy
wigkszym zuzyciu glukozy. Do innych wyjasnien nalezy zaliczy¢ to, ze komodrki moga
wykorzystywa¢ glikoliz¢ zamiast OXPHOS do wytwarzania energii, aby daé szanse
mitochondriom na udziat w innych procesach, takich jak biosynteza aminokwasow i lipidow.
Chociaz przyczyny wystgpowania efektu Warburga oraz korzysci, jakie przynosi on komérkom
nowotworowym, pozostaja w duzej mierze niepewne i wymagaja dalszych badan, niemniej
jednak scharakteryzowano kilka mechanizméw 1 czynnikow, ktore moga stanowi¢ silne
argumenty na rzecz opisanego zjawiska. Do najwazniejszych czynnikow sprzyjajacych
wystepowaniu efektu Warburga w komorkach nowotworowych nalezy =zaliczy¢ szlak
fosfoinozytydowej 3-kinazy (PI3K), czynniki transkrypcyjne Myc i HIF-1 oraz enzymy
glikolityczne (Liberti i Locasale 2016).

Nalezy pamigtac, ze glikoliza tlenowa nie jest cechg charakterystyczna wytacznie dla
komorek nowotworowych. Wiele komoérek nie zmienionych nowotworowo rowniez wykazuje
wysoki poziom glikolizy tlenowej podczas szybkiej proliferacji. Co wigcej, nie wszystkie
komorki nowotworowe maja dysfunkcyjne mitochondria, a udziat glikolizy i fosforylacji
oksydacyjnej w produkcji ATP rozni si¢ znacznie zar6wno wsrod komoérek prawidtowych, jak
1 nowotworowych. Udziat glikolizy w catkowitej produkcji ATP w komodrkach
nowotworowych waha si¢ od 2% do az 60%, co pokazuje, ze nie wszystkie komorki
nowotworowe maja defekty w metabolizmie mitochondrialnym (Shiratori i in. 2019, Zu
I Guppy 2004). Ponadto wzrost i podziaty komorkowe nadal wymagaja produkcji lipidow,
biatek 1 kwaséw nukleinowych, do ktérych glukoza moze by¢ donorem wegla. Duza czegs$¢
prekursoréw metabolicznych niezbednych do biosyntezy tych makroczasteczek jest rowniez
wytwarzana przez mitochondrialny cykl TCA. Metabolizm glukozy stanowi zatem tylko jeden
element zlozonej ukladanki metabolizmu komorek nowotworowych (Martinez-Reyes
i Chandel 2020).
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1.3. Liczne aspekty metabolicznego przeprogramowania nowotworow

Metabolizm jest podstawowym procesem dla wszystkich funkcji komoérkowych. Od
dziesigcioleci pojawia si¢ coraz wigcej] dowodow sSwiadczacych o zwigzku miedzy
metabolizmem, a proliferacja komorek nowotworowych (Devendran i in. 2022).
W odréznieniu od prawidtowo zréznicowanych komorek, komodrki nowotworowe maja
przeprogramowany metabolizm w celu zaspokojenia swoich potrzeb energetycznych. Komorki
te wykazuja istotne modyfikacje w wielu szlakach metabolicznych, w tym w transporcie
glukozy, glutaminolizie, ktoéra obejmuje cykl kwasu trojkarboksylowego (TCA), tancuchu
transportu elektronow (ETC) oraz szlaku pentozowofosforanowego (PPP). Od czasu opisania
efektu Warburga wykazano, ze metabolizm komorek nowotworowych odgrywa krytyczna role

W przezyciu i wzroscie nowotworu (Vander Heiden i DeBerardinis 2017).
1.3.1. Glutaminoliza

Oproécz glukozy, proliferujace komorki nowotworowe wykorzystuja rowniez glutaming
jako zrédlo energii i budulca. Stan ten znany jest jako wuzaleznienie od glutaminy.
W rzeczywisto$ci niektore komorki nowotworowe sg tak zalezne od tego zwiazku, iz
odnotowano ich $mier¢ w przypadku braku egzogennej glutaminy (Yang i in. 2017). Wiele
komorek nowotworowych w hodowli komoérkowej (warunki in vitro) wykazuje zwigkszony
poziom wychwytu i metabolizmu glutaminy, ktory znacznie przekracza wykorzystanie innych
aminokwasow. Glutamina w metabolizmie nowotworow, podobnie jak glukoza, odgrywa
istotna role (Cluntun i in. 2017). W wyniku metabolizmu glutaminy powstaje zardOwno energia
w postaci ATP, jak i szereg produktow posrednich niezbednych do reakcji biosyntetycznych.
Glutamina jest jednym z najobficiej wystepujacych w krwiobiegu aminokwasow egzogennych
(stanowi ponad 20% puli wolnych aminokwasow w osoczu in Vivo) i bierze udziat w kazdym
szlaku biosyntezy w proliferujacych komoérkach (Hensley i in. 2013, Reitzer i in. 1979).
Ponadto, petni rol¢ donora azotu w syntezie puryn i pirymidyn, a takze prekursora biosyntezy
biatek i1 glutationu. Poniewaz o-ketoglutaran (0-KG) pochodzacy z glutaminy dostarcza
metabolitow do cyklu TCA, komodrki nowotworowe moga wykorzystywac glutaminolize do
podtrzymywania biosyntezy wielu istotnych czasteczek. Acetylo-CoA jest niezbgednym
potproduktem do syntezy lipidéw, a bez niego komoérki nowotworowe nie sg zdolne do zycia
(Vanhove i in. 2019). Co wigcej, produkty posrednie cyklu TCA sg potrzebne do syntezy innych

istotnych sktadnikow komoérkowych. Tak wigc komoérki mogg sta¢ si¢ catkowicie zalezne od
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glutaminolizy w wyniku zmian genetycznych wplywajacych na oksydacyjng funkcje
mitochondriow (Mullen i in. 2012).

Ponadto, wiele z powszechnie wystepujacych w nowotworach mutacji onkogendow i genow
supresorowych, ktore regulujg metabolizm glukozy, jest rOwniez zaangazowanych w regulacje
metabolizmu glutaminy (Marbaniang i Kma 2018). Jednym z takich przyktadow jest onkogen
myc, odgrywa on wazng rol¢ w katabolizmie oraz anabolizmie glutaminy. Promuje wychwyt
glutaminy poprzez aktywacje transporterow glutaminy (SLC1A5 i SLC38A5) oraz zwigkszenie
translacji genu glutaminazy 1. Co wigcej, w komorkach z wysokim poziomem biatka MYC
zaobserwowano zwigkszong ekspresje syntetazy glutaminy (GS), ktora katalizuje synteze
glutaminy de novo z glutaminianu i amoniaku. (Dong i in. 2020, Kim i Kim 2013). Badania
nad przeplywem glukozy i glutaminy znakowanych izotopami wykazaly, ze komorki
nowotworowe poddane hipoksji lub komorki nowotworowe z niedoborem biatka von Hippel-
Lindau (VHL) wykorzystuja redukcyjny metabolizm glutaminy do generowania cytrynianu do
syntezy lipidow. Dlatego tez komoérki z niedoborem VHL, ktére wykazuja konstytutywna
aktywno$¢ HIF-1a i/lub HIF-2a, staly si¢ silnie zalezne od glutaminy w trakcie proliferacji.
Ponadto, komoérki nowotworowe z dysfunkcyjnymi mitochondriami rowniez wykorzystuja
redukcyjng dekarboksylacje glutaminy w celu kompensacji braku metabolizmu

mitochondrialnego (Gameiro i in. 2013, Wang i Semenza 1995).
1.3.2. Podwyzszona synteza kwasow tluszczowych w nowotworach

Kwasy tluszczowe sa kwasami karboksylowymi zawierajacymi diugi tancuch
weglowodorowy i sa prekursorami fosfolipidow, estrow cholesterolu i triacylogliceroli.
Funkcjonowanie wigkszo$ci komoérek zalezy od dostarczania lipidéw ze srodowiska, w ktorym
zyja. W przeciwienstwie do komorek prawidtowych, komorki nowotworowe aktywujg de novo
lipogeneze (Butler i in. 2020). W przeprowadzonych badaniach z uzyciem znakowanej weglem
14C glukozy wykazano, ze w tkankach zmienionych nowotworowo syntetyzowane sg lipidy,

niezaleznie od zwarto$ci lipidow zewnagtrzkomérkowych (Medes i in. 1953).

Aczkolwiek nalezy tu podkreslic, ze rola lipogenezy de novo w komorkach
nowotworowych nie jest w petni poznana (Menendez i Lupu 2007). Zaobserwowano, ze wigze
si¢ ona z pewnymi korzys$ciami dla komorek nowotworowych, modyfikacjami funkcji biatek
poprzez lipidacje¢, dostarczaniem lipidow do biogenezy blon oraz ,paliwa” komodrkom

nowotworowym, ktore moze by¢ wykorzystane podczas niedoboru sktadnikow odzywczych
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poprzez utlenianie kwasow thuszczowych i prekursorow syntezy lipidow (Rysman i in. 2010).
Ponadto, regulacja B-oksydacji mitochondrialnej moze wspomagaé energetyke komorek
nowotworowych 1 homeostaze redoks, podczas gdy przekazniki lipidowe mogg regulowac
gltowne szlaki sygnatowe lub koordynowa¢ mechanizmy immunosupresyjne. Dlatego tez
uwaza si¢, ze metabolizm lipidow powinien zwrdci¢ naszg uwage podczas badania wielu
procesoOw onkogennych, w tym kolonizacji przerzutdéw, opornosci na leki 1 réznicowania

komorek (Cheng i in. 2022).

Podstawowym zrédlem biosyntezy kwasow tluszczowych jest cytrynian, ktory powstaje

w mitochondriach w dwuetapowym procesie:

e dekarboksylacji pirogronianu do postaci acetylo-CoA (tzw. reakcja pomostowa),
e kondensacji grupy acetylowej acetylo-CoA ze szczawiooctanem, w wyniku ktorej

powstaje szescioweglowy cytrynian (cykl Krebsa)

Biosynteza kwasow tluszczowych jest procesem zachodzacym w cytoplazmie, dlatego
cytrynian musi by¢ transportowany z mitochondriow do cytoplazmy (Mycielska i in. 2009, Park
i in. 2018).

Zwigkszona ekspresja enzymdw metabolicznych zaangazowanych w lipogeneze, zostata
odnotowana w réznych nowotworach. Zahamowanie lub ablacja tych enzymoéw prowadzi do
zmniejszenia proliferacji i wzrostu guza. Zaobserwowano zwigkszong aktywno$¢ kluczowego
enzymu syntezy kwasoéw thuszczowych - liazy ATP-cytrynianowej (ACLY) - w  wielu
rodzajach NOwWotworow, w tym W raku piersi, phuc, watroby
i pecherza moczowego (Migita i in. 2008, Turyn i in. 2003, Yahagi i in. 2005, Yancy i in. 2007,
Yoon i in. 2007). W badaniach stwierdzono, ze ekspresja ACLY byta znaczaco wyzsza
w gruczolakoraku ptuc w poréwnaniu z prawidtowa tkanka ptucng. Korelowata ona réwniez ze
stopniem zaawansowania, zréznicowania 1 gorszym rokowaniem. Hamowanie aktywnosci
ACLY zatrzymywato wzrost komorek raka ptuc in vitro i in vivo. Zatrzymanie wzrostu
wywolane przez inhibicj¢ ACLY bylo zwigzane z wewnatrzkomorkowa akumulacja lipidow,
pomimo zahamowania lipogenezy de novo (Migita i in. 2008). Ponadto wykazano, ze
mitochondrialne transportery cytrynianu, takie jak mitochondrialne biatko transportujace
cytrynian (CTP) odgrywaja wazng role w zapobieganiu uszkodzeniom mitochondriow
1 zachowaniu ich funkcji, m.in. w bioenergetyce komorkowej zahamowanie CTP skutkowato

dziataniem antynowotworowym in Vvivo. Chociaz zaobserwowano zmniejszenie Syntezy
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kwasow tluszczowych z glukozy w wyniku supresji zaleznego od CTP transportu cytrynianu
przez analog benzenowo-trikarboksylanowy (BTA), to efekt ten odgrywat tylko czesciowa role
W zmniejszeniu rozmiaru guza, poniewaz calkowity poziom kwaséw thuszczowych nie byt

drastycznie zmieniony (Catalina-Rodriguez i in. 2012).
1.3.3. Metaboliczne przeprogramowanie

Metabolizm obejmuje zakres reakcji chemicznych poswigconych energetyce, ktore
zachodza w zywych komorkach. Szereg etapow katalizowanych przez okreslone enzymy
tworzy komoérkowe szlaki metaboliczne, dostarczajac metabolitow i energii, ktore wspieraja
czynnosci komorkowe niezb¢dne do prawidtowego funkcjonowania (Judge i Dodd 2020).
Niemniej jednak, w celu zrbwnowazenia anabolicznych i katabolicznych potrzeb w komorce,
enzymy metaboliczne sa dynamicznie regulowane w zlozony, zalezny od wielu czynnikéw
sposob. . Obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie tym, ze szlaki metaboliczne moga by¢
przeprogramowane, aby umozliwi¢ adaptacj¢ komorek do wahan dostgpnosci poszczegdlnych
sktadnikow odzywczych oraz moga by¢ one ze sobg wzajemnie powigzane (Brooks Robey i in.
2015, Palmer 2022). Wysokie tempo glikolizy prowadzace do produkcji mleczanu odroznia
komorki nowotworowe od komorek prawidlowych, przy czym glukozie mozna nada¢ miano
nadzwyczajnego "paliwa" dla komorki nowotworowej, jak 1 rowniez prekursora do
dostarczania roéznych potproduktéow metabolicznych, ktore shuza do syntezy lipidow,
aminokwasow i nukleotydow (Jiang 2017, Schiliro i Firestein 2021). Co wigcej, komorki
nowotworowe przekierowuja wegiel z glikolizy do szlaku PPP, dzieki ktéremu komorki
nowotworowe syntetyzuja makroczasteczki, takie jak kwasy nukleinowe (Patra i Hay 2014).
Z kolei glutamina, naptywajac do mitochondriow, uzupehienia produktow posrednich cyklu
Krebsa. Ponadto, cytrynian i acetylo-CoA sa kluczowymi produktow posrednich w syntezie
lipidow (Ryc. 3.) (Altman i in. 2016). Skoro te szlaki metaboliczne maja wzajemne powigzania,
Zrozumienie mechanizmu(éw) prowadzacego(ych) do tego metabolicznego przetaczenia

w komoérkach nowotworowych jest niezwykle wazne.
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Ryc. 3. Metaboliczne powigzania i zalezno$ci zachodzace w komodrkach nowotworowych.
Przedstawiono procesy metaboliczne, takie jak: glikoliza, glutaminoliza, szlak
pentozofosforanowy (PPP), synteza lipidow 1 nukleotydow (na podstawie
De Berardinis i Chandel 2016). Grafika zostala stworzona przy uzyciu narzg¢dzia

Biorender.com.

1.4. Modyfikacje enzymow metabolicznych

Metabolizm komorkowy zapewnia wzrost 1 proliferacje komorek dostarczajac ATP
1 sktadniki budulcowe generowane przez katalize wewnatrzkomérkowych reakcji chemicznych
z udzialem enzymoéw metabolicznych. Enzymy metaboliczne sg katalizatorami biatkowymi,
ktore przyspieszaja reakcje biochemiczne, ktore zachodza pod $cista kontrolg w okreslonych
miejscach subkomorkowych (Liu i Sabatini 2020, Lu i Wang 2018). Enzymy metaboliczne,
takie jak karboksylazy, dehydrogenazy, lipooksygenazy, oksydoreduktazy, kinazy i transferazy
wykonuja szeroki zakres czynno$ci katalitycznych i sa odpowiedzialne za wiele funkcji

komorkowych niezbgdnych do homeostazy i przetrwania komorki (Lu i Wang 2018).

27



Dane przedstawione w najnowszych publikacjach wskazuja, ze niektore enzymy
metaboliczne w pewnych, specyficznych warunkach moga petni¢ nietypowe jak dla siebie
funkcje. Zjawisko to okreslane jest jako moonlighting (Jeffery 2018, Pan i in. 2021, Y. Zhang
i in. 2020). Zebrane dowody potwierdzaja wylaniajacy sie paradygmat, zgodnie z ktorym
enzymy metaboliczne i zwigzane z nimi metabolity (wykazujace funkcje moonlighting)
stanowig wielofunkcyjne wezty, zapewniajace plastycznos¢ i1 adaptacje na czynniki
srodowiskowe, takie jak zmiany temperatury, zmieniony metabolizm czy niedotlenienie (Sun
i in. 2022).

Jak juz wczesniej wspomniano, w procesie glikolizy dochodzi do przeksztatcenia glukozy
W pirogronian poprzez szereg posrednich metabolitdw, co ostatecznie tworzy ATP 1 NADH.
U wigkszosci organizméw glikoliza zachodzi w cytozolu. Tymczasem w jadrze komorkowym
obserwuje si¢ coraz wigksza liczbe enzymow glikolitycznych, ktére sa zaangazowane
w regulacje transkrypcji poprzez bezposrednie wigzanie si¢ z DNA Iub funkcjonowanie jako
kofaktory transkrypcji (Boukouris i in. 2016, Li iin. 2017).

1.4.1. HKII: gdzie, jak i dlaczego?

Heksokinazy (HKSs) to rodzina pigciu biatek, ktore sg odpowiedzialne za fosforylacje
glukozy do glukozo-6-fosforanu (G-6-P) (Ryc. 4.), ktory jest metabolizowany w szlakach
glikolitycznych, glikogenicznych, szlaku pentozofosforanowym i podczas biosyntezy
heksozaminy. Odgrywa on kluczowa rolg w syntezie ATP, magazynowaniu glukozy,
wzbogacaniu puli NADH i glikozylacji biatek (Ciscato i in. 2021, Hay, 2016).

0
_
CH.OH 0— I|>— O0—CH,
o H/eki‘)kfa\i > ° o
OH OH OH OH
OH ATP OH
Glukoza Glukozo-6-fosforan

Ryc. 4. Reakcja fosforylacji glukozy do glukozo-6-fosforanu katalizowana przy udziale

heksokinazy. Grafika zostata stworzona przy pomocy narzedzia Biorender.com.
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Istnieje pie¢ izoform HK, w tym stosunkowo niedawno odkryty piaty izozym nazwany
HKDC1 (HexoKinase Domain Containing protein 1). HKI-3 i HKDCI1 to biatka, ktore
prawdopodobnie powstaty w wyniku duplikacji i fuzji pierwotnego genu (Garcia i in. 2018).
Izoforma HKI stanowi dominujacg forme heksokinaz i jej ekspresja zachodzi w wigkszoS$ci
tkanek; HKII ulega mniejszej ekspresji niz HKI, ale jest glownym izozymem w tkankach
wrazliwych na insuling, takich jak migsien sercowy, mig¢snie szkieletowe i tkanka ttuszczowa,
a takze w komorkach nowotworowych (Patra i in. 2013). HKIIl i HKDC1 sg stabiej
scharakteryzowane niz pozostate izoformy. Uwaza si¢, ze aktywno$¢ HKIII jest hamowana
aktywnos¢ przez fizjologiczne stezenia glukozy (Garcia i in. 2018). HKIV czyli glukokinaza
(GCK), ktory ulega ekspresji gtdéwnie w watrobie i trzustce (Matschinsky i Wilson 2019). Typy
1-3 wykazuja wysokie powinowactwo (Km=0,02-0,03 mM) do glukozy, a ich masa
czasteczkowa jest bliska 100 kDa. Natomiast glukokinaza ma znacznie nizsze powinowactwo
do glukozy (Km=5-8 mM), jest niewrazliwa na G-6-P i jej masa czasteczkowa jest zblizona do
50 kDa (Andreone i in. 1989, Nishi i in. 1988, Schwab i Wilson 1991).

Wszystkie heksokinazy wystepuja w cytozolu, ale HKI i HKIl moga rowniez wigza¢ si¢ do
mitochondridow poprzez domene¢ N-koncowa. Motyw ten jest nieobecny w pozostatych
izoenzymach (Mathupala i in. 2006). Z wyjatkiem HKIV, wszystkie pozostate HK posiadaja
dwie domeny N- i C-koncowe, ale obie sg aktywne tylko w HKII, natomiast HKI, HKIII
i HKDC1 zachowujg aktywnosc¢ tylko w domenie C-koncowej (Ryc. 5.) (Garcia i in. 2018).
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Ryc. 5. lzoformy heksokinazy. Domene o aktywnos$ci katalitycznej oznaczono kolorem
czerwonym, a pozbawione tej aktywnosci - zottym. HKDC1 posiada bardzo niska
aktywno$¢ katalityczng, dlatego obie jej domeny sg szare. Domen¢ wigzaca si¢
z mitochondriami zaznaczono litera M (na podstawie Farooq i in. 2023). Grafika

zostala stworzona przy uzyciu narz¢dzia Biorender.com.

1.4.2. O roli heksokinazy Il w metabolizmie nowotworéow

Uwaza sig, ze HKII jest izoformg heksokinazy "specyficzng dla nowotworéw", poniewaz
jest to gléwna izoforma, ktoérej poziom jest podwyzszony w nowotworach o wysokiej
aktywnosci glikolitycznej (Pedersen i in. 2002). Pierwszym etapem glikolizy jest fosforylacja
glukozy przez heksokinazg w celu wytworzenia glukozo-6-fosforanu (G-6-P). 1zoforma HK,
HKI, hamuje produkcje RFT poprzez wigzanie si¢ z zewnetrzng blong mitochondrium, chronige
w ten sposob komorki przed $miercig wywotang stresem oksydacyjnym (Abu-Hamad i in.

2008). Natomiast HKII chroni komoérki przed apoptoza indukowang stresem oksydacyjnym
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poprzez wigzanie z kanalem anionowym zaleznym od potencjatu (VDAC) (Pedersen 2007,
Wilson 2003). Interakcja VDAC z HKII zaktoca translokacje Bax do mitochondrium i w ten
sposob hamuje apoptoze indukowang wycickiem cytochromu ¢ (Pastorino i in. 2002).
W dodatku, HKIlI moze réwniez hamowacé apoptoze komoérek nowotworowych poprzez
hamowanie zmian w przepuszczalnosci blony mitochondrialnej. Biatko TIGAR (regulator
glikolizy i apoptozy indukowany przez biatko p53) , moze tworzy¢ kompleks z HKII
i zwigksza¢ aktywno$¢ HKIlI w warunkach hipoksji, a wewnatrzkomérkowy metabolizm
glukozy ulega zmianie z glikolizy na PPP, kontrolujgc w ten sposdb poziom mitochondrialnego
RFT i mozliwos¢ przezycia komorek nowotworowych (Floteri in. 2017, Ko 1 in. 2016). HKII
odgrywa wazna role nie tylko w glikolizie, ale takze w procesie autofagii. HKII bezposrednio
wiaze 1 hamuje supresor autofagii kompleks mTORCI1 poprzez motyw TOS, promujac w ten
sposob funkcje ochronng autofagii w odpowiedzi na niedobor glukozy (Roberts i in. 2014, Tan
I Miyamoto 2016). W dodatku autofagia indukowana przez HKIl moze wywotywa¢ opornosc¢
na chemioterapi¢ w pewnych modelach nowotwordw (Liu i in. 2019, Zhang i in. 2018). Wedtug
badan przeprowadzonych w warunkach in vitro, HKII indukuje réznicowanie monocytow
poprzez indukcje autofagii (Singh i Sen 2017). Jako, ze r6znicowanie makrofagow wiaze si¢ ze
ztozonym przeprogramowaniem metabolicznym, a indukcja glikolizy powoduje powstawanie
prozapalnych 1 przeciwnowotworowych makrofagéw typu M1, mozliwe jest rozwazenie

szerszej roli HKII w regulacji tego procesu (Wolf i in. 2016).

II. RAK WATROBY - PRZYCZYNY, TERAPIA, METODY
WYKORZYSTYWANE DO BADANIA METABOLIZMU

2.1. Rak watrobowokomorkowy

Rak watrobowokomorkowy (HCC) jest najczgstszym typem raka watroby i stanowi on az
75% wszystkich zachorowan na nowotwor watroby (Petrick i in. 2020). Trzykrotnie czesciej
dotyka mezczyzn niz kobiety 1 czesciej tez wystepuje u osob starszych, chociaz wskazniki
u 0s6b mlodszych wykazuja tendencje wzrostowa (Wu i in. 2018). Kazdego roku HCC jest
odpowiedzialny za $mier¢ od 250 000 do 1 000 000 oséb na calym $wiecie (Fitian i Cabrera
2017).
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HCC w 80% przypadkow rozwija si¢ jako konsekwencja przewleklej choroby watroby,
w tym przewleklego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (HBV), przewlekiego
zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (HCV), spozywania alkoholu i spozywania
pokarmow skazonych aflatoksynami (Chu i in. 2018, Suresh i in. 2020). Do mniej
powszechnych czynnikow ryzyka HCC naleza stany prowadzace do marskosci watroby, takie
jak hemochromatoza (HHC), niedobor alfa-1-antytrypsyny (A1AT), autoimmunologiczne
zapalenie watroby, porfiria i choroba Wilsona (El-Serag 2011, Hamed i Ali 2013). HCC
najczesciej wystepuje w krajach rozwijajacych sie, gtownie ze wzgledu na duza czestosé
wystepowania wirusa HBV na tych obszarach. W ostatnim czasie obserwuje si¢ wzrost
zapadalnosci na HCC w krajach rozwinigtych, a takze wzrost $miertelnosci z powodu HCC

(Samant i in. 2021, Yang i in. 2019).
2.2. Metody leczenia nowotworu watrobowokomorkowego

Postepowanie kliniczne w HCC jest dobierane w zaleznos$ci od stadium choroby. Wigkszo$¢
pacjentow z HCC jest diagnozowana w zaawansowanym stadium, a obecnie skuteczne metody
leczenia tych chorych sa ograniczone (Crissien i Frenette 2014). We wczesnym stadium
choroby mozliwe jest leczenie za pomocg resekcji, ablacji pradem o czgstotliwosci radiowe;j
lub transplantacji (Doyle i in. 2019, Tohme i in. 2013). U pacjentéw, ktorzy nie spetniajg
kryteribw przeszczepu watroby, mozna zastosowa¢ miejscowe metody terapeutyczne pod
kontrolg radiograficzng. Jednak u tych pacjentow czesto dochodzi do nawrotu choroby po
resekcji/ablacji (Aquina i in. 2022, Thiesen 2021). W przypadku rozpoznania HCC
w pozniejszym stadium, jedynym skutecznym chemioterapeutykiem pierwszego wyboru jest
sorafenib (Gauthier i Ho 2013). Sorafenib, ktory oddziatuje na szlak Ras/Raf/MAPK, przedtuza
czas przezycia catkowitego w zaawansowanym HCC, cho¢ zaledwie o trzy miesigce (Desali
iin. 2017, Wilhelm i in. 2006). Leczenie HCC komplikuje fakt, Ze jest to nowotwor stosunkowo
chemiooporny, a wystgpowanie zaawansowanej choroby watroby ogranicza stosowanie
chemioterapeutykow (Grazie i in. 2017). Wreszcie, heterogennos¢ HCC powoduje
zréznicowang reakcje na chemioterapeutyki, co prowadzi do trudnos$ci w uzyskaniu istotnego
wskaznika skutecznej odpowiedzi w kazdym z prowadzonych badan. Te nieudane proby
wskazuja na potrzebe lepszego zrozumienia charakterystyki molekularnej HCC (Algahtani i in.
2019, Huang i in. 2020).
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Strategie majace na celu zwigkszenie przezywalnosci pacjentdéw obejmuja terapie
wykorzystujace  wrazliwo$¢  metaboliczng  komoérek  nowotworowych.  Jednakze,
w mikro$rodowisku guza, zmiany w szlakach metabolicznych wynikajace z kombinacji zmian
genetycznych, epigenetycznych i transkryptomicznych pojawiaja si¢ czesto, aby zaspokoié
wysokie zapotrzebowanie energetyczne wzrostu guza (lessi i in. 2021, Zucman-Rossi i in.
2015). W konsekwencji ztozonos¢ heterogeniczno$ci zmienionego metabolizmu nowotworow
prowadzi do rozwoju opornosci przy leczeniu nowotworéw. Dodatkowo, u roznych pacjentow
wystepuja rowniez rézne formy raka watroby, ktore odpowiadajg réznicom genetycznym.
Biorac pod uwageg ztozono$¢ genetyczng 1 metaboliczng HCC, identyfikacja podstawowych
szlakow metabolicznych wykorzystywanych przez guzy do pobudzania metabolicznej
plastycznosci fenotypowej tego nowotworu w znacznym stopniu przyczyni si¢ do rozwoju

skutecznych terapii metabolicznych (Berndt i in. 2021).
2.3. HKIl w komérkach raka watrobowokomoérkowego

Podczas rozwoju nowotworu, komoérki nowotworowe musza dostosowac swoje odpowiedzi
biochemiczne do dynamicznych zmian dotyczacych dostepnosci tlenu i sktadnikow
odzywczych w komorce. W tym kontekscie HKIlI umozliwia komorkom nowotworowym
radzenie sobie w warunkach stresowych (Lehuede i in. 2016). W $rodowisku komorki
nowotworowej, ekspresja lub nadekspresja HKII de novo jest zwigzana ze ztym rokowaniem,
progresja choroby, przerzutami i/lub opornoscig na leczenie (Mathupalai in. 2010) heksokinaza
IV (glukokinaza) (GCK) jest gtowng izoforma heksokinazy (HK) (Pedersen i in. 2002). W HCC
ekspresja GCK jest hamowana, a ekspresja HKII jest indukowana, w zwigzku z tym
w komoérkach HCC dominujaca izoformg HK jest HKII (Perrin-Cocon i in. 2021). Fakt ten
odréznia komoérki HCC od prawidtowych hepatocytow. Podczas rozwoju HCC, HKII zastepuje
glukokinaze (HKIV) w hepatocytach, powodujac niewrazliwos¢ komorek raka
watrobowokomoérkowego (HCC) na aktywnos$¢ antynowotworowa komorek NK (Kalathil
I Thanavala 2021, Perrin-Cocon i in. 2021). Wysoki poziom HKII obserwowany w zmianach
o charakterze przedrakowym moze by¢ uznany za biomarker predykcyjny rozwoju HCC.
Biorac pod uwagg liczne role jakie heksokinaza Il odgrywa w komoérkach nowotworowych o
wysokim stopniu ztosliwosci, stanowi ona atrakcyjny cel interwencji terapeutycznej (Dreyfuss

iin. 1989, Leeiin. 2018).
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Wiedzac, o tym ze dany guz wykazuje fenotyp wysoce glikolityczny i cechuje go
podwyzszony poziom HKII (na postawie badan PET i biopsji) (Patra i in. 2013, Zhao i in. 2005)
pojawia si¢ pytanie: jakie srodki hamujgce aktywnosé¢ lub produkcje tego enzymu mozina
wykorzystaé, aby skutecznie zahamowadé namnaZanie si¢ i rozprzestrzenianie si¢ komorek
nowotworowych, w ktérych wystepuje nadekspresja HKI11? Wydaje si¢, ze znalezienie takich
substancji czy ,lekow” mogloby sta¢ si¢ przelomem w terapii przeciwnowotorowej

zastosowanej m.in. u chorych na raka watroby.
2.4. Metabolizm nowotworow jako cel terapeutyczny w leczeniu raka watroby

Dotychczas tylko kilka zwigzkow, ktore sa ukierunkowane na jeden z elementow szlakow
metabolicznych, zostato przetestowanych jako forma terapii przeciwnowotworowej (Stine i in.
2022). Rosngca liczba dowodow przemawia jednak za tym, ze niektore zmiany w ekspresji
enzymOw metabolicznych wynikajg z amplifikacji lub delecji genu, podczas gdy inne sa
konsekwencja szlakow sygnatlowych wzrostu lub zmian epigenetycznych (Chen i in. 2022, Lu
i Thompson 2012, Mullen i DeBerardinis 2012). Niezaleznie od mechanizmu, zmiany
w podstawowej aktywnosci enzymatycznej w obrebie danej reakceji stanowig potencjalne stabe

punkty, ktére moga by¢ wykorzystane w terapii przeciwnowotworowej.
2.5. Zwiazki bedace inhibitorami HKII

Z powodu wystepujacej nadekspresji HKII w komoérkach nowotworowych, zahamowanie
aktywno$ci tego enzymu wydaje si¢ by¢ obiecujacg strategia w walce z nowotworami. Jednakze
selektywna inhibicja HKII i polarny charakter jej domeny katalitycznej pozostaja duzym
wyzwaniem dla badaczy, ktorych celem jest znalezienie takich inhibitoréw. W literaturze
wskazano kilka zwigzkow, ktore moga wptywaé na aktywnos¢ HKII (Lin i in. 2016, Zheng
i in. 2021).
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Wszystkie oddziatywania polarne sa dominujace, co sugeruje polarny charakter domeny
katalitycznej HKII. Glukoza lokalizuje si¢ w poblizu katalitycznej helisy-a5, ktora odpowiada
za konwersje glukozy do G6P. Inhibitory moga zosta¢ zaprojektowane w taki sposob, by
uniemozliwi¢ przylaczenie glukozy do centrum aktywnego heksokinazy, konkurujac w ten
sposob z glukoza o domeng katalityczng HKII (Garcia i in. 2018). Pierwszym inhibitorem
wykorzystujacym t¢ wlasciwos¢ byta 2-deoksy-D-glukoza (2DG), opracowana po raz pierwszy
w latach 50-tych XX wicku. Wykazano, ze 10 mM 2DG moze hamowa¢ aktywnos¢ HKII
w komorkach linii HeLa (Neary i Pastorino 2010, Pelicano i in. 2006). Jednakze 2DG
wykazywata silne dzialania niepozadane, co spowodowato przerwanie badan nad tym
zwiazkiem (Raez i in. 2013). W ostatnich latach wirtualne badania przesiewowe zaoferowaty
mozliwos¢ identyfikacji nowych inhibitorow HKII z nowymi farmakoforami/sktadnikami (Liu
i Liu 2022). Na przyktad benzerazyd (Ben) i benitrobenrazyd (BNBZ) zostaly wytonione na
drodze wirtualnego screeningu (VS) jako zwigzki, ktore teoretycznie moglyby konkurowac
z glukoza o miejsce wigzace ja z HKII (Wenzhuo Li i in. 2017, Zheng i in. 2021). Jednakze
badania VS sktadaja si¢ glownie z trafien falszywie pozytywnych. Na podstawie badan ADME
z wykorzystaniem narzedzia internetowego SwissADME predictor (Daina i in. 2017),
stuzacego do oceny farmakokinetyki 1 lekowrazliwosci matych czasteczek, zidentyfikowano

niepozadane cechy pochodnych benitrobenrazydu:
» czasteczke hydroksyfenylohydrazonu - chelator i agregator makroczasteczek,

» czasteczki katecholu i pirogallolu - tworzace wysoce reaktywne ugrupowania

chinonowe,

« grupe nitrobenzylows - potencjalnie mutagenng i wysoce cytotoksyczng (Juszczak i in.
2022).

Niemniej jednak istniejg badania pokazujace, ze benzerazyd moze nie by¢ wcale inhibitorem
HKII, ale inhibitorem PKM2 (kinaza pirogronianowa izoforma 2), rOwnie waznego enzymu

odpowiedzialnego za generowanie pirogronianu i ATP podczas glikolizy (Zhou i in. 2020).
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Naturalnym inhibitorem HKII jest glukozo-6-fosforan (G6P). Na podstawie powstajacych
oddziatywan migdzy G6P a HKII wynika, ze G6P moze konkurowaé z glukoza o miejsce
wigzania i moze znieksztatca¢ struktur¢ HKII, aby hamowa¢ dziatanie enzymu. Dopatrujac si¢
takiego mechanizmu inhibicji, konstruuje si¢ zwigzki bedagce mimetykami G6P (Shan i in.
2022). Zwiazkiem, ktory moze by¢ mimetykiem GO6P jest metformina - doustny lek
przeciwcukrzycowy. Zwigzek ten wykazuje dziatanie hamujace aktywnos¢ HKII, ale
w stezeniach milimolowych, czyli nieco za wysokich, by mozna byto je stosowa¢ w terapii

(Marini i in. 2013).

Wykazano, ze HKII Iaczy si¢ z biatkiem VDAC za pomoca hydrofobowej N-koncowej
domeny. Potgczenie to stanowi atrakcyjny cel do konstruowania zwigzkéw wplywajacych na
to wigzanie. Do tej pory wszystkie inhibitory ukierunkowane na wigzanie HKII-VDAC zostaty
odkryte poprzez badania przesiewowe zwigzkow. Poza wlasciwosciami mimetycznymi G6P,
metformina moze dziata¢ poprzez odziatywanie na kompleks HKII-VDAC w stezeniach
milimolowych (Marini i in. 2013, Salani i in. 2013, 2014). Ponadto doniesiono, ze
3-bromopirogronian (3BP) moze wptywaé na interakcje HKII z VDAC (Chen i in. 2009).
Jednakze 3BP wykazuje silne wlasciwosci alkilujace i wysoka reaktywnos¢é w stosunku do
réznych innych bialek (m.in. dehydrogenaz), oraz moze wptywac¢ na zredukowany glutation
zaburzajac wewnatrzkomorkowa homeostaze redoks (Birsoy i in. 2013, Porporato i in. 2011).
Chociaz zaburzenie wigzania pomiedzy HKII a kanalem VDAC mogloby utatwi¢ apoptoze
komoérek nowotworowych, moze to wigza¢ si¢ z ryzykiem wystgpienia zaburzen
charakterystycznych dla uktadu sercowo-naczyniowego (i/lub prawdopodobnie innych
narzadéw), poniewaz wigzanie HKII-VDAC wydaje si¢ by¢ kluczowe dla prawidlowego

funkcjonowania kardiomiocytow (Fraser i in. 1988, Smeele i in. 2011).
2.6. Badania nad metabolizmem nowotworow

Jedna z cech charakterystycznych nowotworu jest zmieniony metabolizm komoérkowy,
dlatego coraz wigksza liczba badan naukowych skupia swoja uwage na zagadnieniach
zwigzanych z metabolizmem w celu (a) lepszego zrozumienia jego dziatania w komorkach
nowotworowych oraz (b) znalezienia sposobow leczenia raka i poprawy odpowiedzi na terapig.
Istnieje wiele narzgdzi i technik wykorzystywanych do analizy réznych szlakéw
metabolicznych, takich jak glikoliza, szlak pentozowofosforanowy, metabolizm kwasow
thuszczowych 1 glutaminoliza. Jednakze wiele z tych narzedzi wykorzystuje hodowle

komorkowe, ktore w ograniczonym stopniu odtwarzaja heterogeniczno$¢ obserwowang in vivo
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(Teslaai Teitell 2014). Niemniej jednak istnieje ogromna potrzeba stworzenia nowych narzedzi
1 metod badawczych do pomiaru metabolizmu, ktoére beda mogly wypetnié¢ luke w badaniach

nad metabolizmem.

2.6.1. Metody wykorzystywane w badaniach nad metabolizmem komoérkowym - ich

wady/zalety oraz ograniczenia i obecne mozliwosci

Jak juz wspomniano, metabolizm nowotworéw od dawna utozsamiany jest z glikoliza
tlenowa. Chociaz kiedy$ uwazano, ze jest to spowodowane defektami w mitochondriach,
obecnie uznaje si¢, ze wiele nowotworow preferencyjnie wykorzystuje glikolize tlenowa,
niezaleznie od stanu mitochondriow (Seyfried 2015, Warburg 1956) . W kazdym razie, analiza
metabolizmu mitochondrialnego cieszy si¢ duzym zainteresowaniem w badaniach nad
nowotworami. Czgsto badania oparte na ptytkach 96-, 24-, 12- dotkowych lub obrazowaniu
(mikroskopia $wietlna 1 mikroskopia elektronowa) moga by¢é wykorzystane do
scharakteryzowania stanu lub zachowania mitochondriow. Analiza funkcji mitochondriow
moze obejmowac oceng polaryzacji btony mitochondrialnej, produkcje reaktywnych form tlenu
(RFT) przez mitochondrialny tancuch oddechowy, potencjal blony mitochondrialnej,
specyficzng aktywno$¢ enzymow w kompleksach tancucha transportu elektronéw oraz ogdlng
biogenezg, mase¢ i zywotno$¢ mitochondriow, a takze ich wydajno$¢ bioenergetyczna (Brand

i Nicholls 2011, Teslaa i Teitell 2014).

Wiele z badan nad metabolizmem jest opartych na tzw. kitach. Wymagaja one wzrostu
komoérek w naczyniach np. ptytkach 96-dotkowych lub szalkach, po czym medium jest
zbierane, a komorki sa lizowane w celu zebrania ich zawarto$ci lub inkubowane
z odczynnikami, ktore majg by¢ pobrane i zmierzone. Kity te sa najczesciej oparte na pomiarach
fluorescencji lub luminescencji. Testy te moga by¢ stosowane do wykrywania metabolitow
takich jak glukoza, mleczan i glutaminian lub ATP (np. CellTiter-Glo®, Glucose Uptake-Glo™
Assay - Promega, ATP Assay Kit - Sigma, PicoProbe™ Lactate Fluorometric Assay Kit -
BioVision), czy tez enzymow glikolitycznych wptywajacych na przeplyw wegla przez caty
szlak (heksokinaza, fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa) .

Konwersja NAD" do NADH lub NADP* do NADPH jest czesto wykorzystywana w testach
enzymatycznych, poniewaz NADH 1 NADPH absorbuja swiatto przy 340 nm, podczas gdy
NAD" i NADP" nie absorbujg promieniowania o tej dhugo$ci fali. Poprzez sprzezenie

interesujagcego nas enzymu z enzymem NAD'/NADH™ lub NADP*/NADPHzaleznym,
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aktywnos$¢ enzymu moze by¢ mierzona poprzez zmiang absorbancji przy 340 nm w czasie.
Heksokinaza, fosfofruktokinaza i PK moga by¢ sprzezone z enzymami zaleznymi od
NAD*/NADH lub NADP*/NADPH poprzez zastosowanie enzymOw reagujacych z ich
produktami (McComb i in. 1976, Teslaa i Teitell 2014).

Ze wzgledu na koszty oraz dostgpno$¢ urzadzen pomiarowych najczesciej wykorzystuje si¢
testy enzymatyczne in vitro wymagajace ekstrakcji z komoérek enzymow w ich aktywnej
formie. Jednak zadanie to nie jest tak proste, jak mogloby si¢ wydawaé. Przyktadowo,
karboksylaza pirogronianowa jest wrazliwa na zimno, a inkubacja w niskiej temperaturze
powoduje inaktywacje enzymu (Scrutton i Utter 1965). Jednakze, wigkszo$¢ enzymow jest
bardziej stabilna w temperaturze 4°C niz w temperaturze pokojowej. To pokazuje, ze kazda
procedura, jakkolwiek starannie opracowana, musi by¢ ponownie przeanalizowana, gdy jest
stosowana do nowego zestawu enzymow. Podobnie, z ekstraktami komérkowymi, ktére nie
zostaly uzupetnione inhibitorami proteaz (Van Eunen i in. 2010). Przy braku inhibitorow
proteaz w buforze reakcyjnym nalezy zachowa¢ duza ostrozno$¢, aby zapobiec degradacji
enzymow podczas ekstrakcji, wszystkie dalsze etapy nalezy wykonywa¢ z zimnymi buforami,
a probki przechowywaé na lodzie. Aby unikng¢ zmian w skladzie ekstraktu komorkowego
z powodu wirowania lub degradacji komplekséw biatkowych, czas trwania kazdego etapu
protokotu musi by¢ $cisle kontrolowany. Ponadto, aby zapobiec spadkowi aktywnosci
enzymoOw, zaleca si¢ przeprowadzanie analiz na $§wiezo przygotowanych ekstraktach
komorkowych (Adamczyk i in. 2011). Idealnym rozwigzaniem bytoby, gdyby bufor
ekstrakcyjny sktadal si¢ z odczynnikéw, ktore nie zmieniajg wlasciwosci analizowanej probki,
takich jak jej stan redoks. Uzupetnienie buforu zwigzkiem redukujgcym, takim jak ditiotreitol
(DTT), moze powodowa¢ skutki uboczne dla aktywnosci biatka poprzez zaktdcanie dziatania
tioli cysteinowych w miejscach katalitycznych niektorych enzymow. Jednakze uzupetienie
buforu reakcyjnego o DTT jest konieczne w przypadku enzymow, ktore przeprowadzaja

reakcje redoks (Roche i Cate 1976).

Dwa kluczowe szlaki zaangazowane w produkcje ATP to glikoliza i OXPHOS, co mozna
okresli¢ ilosciowo poprzez pomiar wydzielania mleczanu i1 zuzycia tlenu, powszechnie
postrzeganych jako wskazniki ich aktywno$ci. Narzegdzia do ilosciowego okreslania akumulacji
mleczanu w pozywce hodowlanej sa dostepne na rynku, podobnie jak techniki zdolne do
pomiaru wykorzystania tlenu przez zywe komorki (Fabri i in. 2021). W przesztosci elektroda

Clarka byla uzywana do pomiaru zuzycia Oz w celu okreslenia aktywnosci mitochondriow.
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Interesujaca cecha komodrek nowotworowych jest to, ze wydaja si¢ one wytwarzaé i tolerowac
wyzsze poziomy stresu oksydacyjnego w poréwnaniu z komorkami prawidtowymi (Li

i Graham 2012).

Od ponad 20 lat na rynku $wiatowym mamy do dyspozycji aparature, ktoéra umozliwia
bardzo precyzyjng ocen¢ bioenergetyki mitochondrialnej. Badacz jest w stanie ocenié
efektywnos$¢ funkcjonowania poszczegdlnych elementow tancucha oddechowego, okresli¢
ilos¢ wytworzonego ATP, oceni¢ integralno$¢ bton mitochondrialnych czy zaobserwowaé
wyciek cytochromu c, czyli jest w stanie wypowiedzie¢ si¢ o aktywnosci mitochondrialnej
w badanych komorkach. Wydaje si¢ zatem, ze to wlasnie dzigki tej nowoczesnej aparaturze
udato si¢ naukowcom dowies¢, ze w wielu komorkach nowotworowych mitochondria

funkcjonujg bardzo dobrze i co za tym idzie — sg one producentem catkiem duzej ilosci ATP.

Jednym z urzadzen przeznaczony do pomiaréw mitochondrialnych jest oksygraf-2k (firmy
Oroboros, Innsbruck, Austria) (Gnaiger i in. 1995). Sktada si¢ on z dwoch komor pomiarowych,
do  ktorych  wprowadzany jest materiat  biologiczny wraz z  substratami
i inhibitorami tancucha oddechowego (zgodnie =z zastosowanym protokotem
eksperymentalnym). Ogromng zaleta oksygrafu jest to, ze badacz na biezaco przez caly czas
trwania pomiaru widzi w jakim stanie sa mitochondria i moze decydowac o tym, co bada
poprzez ciagla ingerencje w wykonywany protokot eksperymentalny. Bez watpienia duza
zaletg tego instrumentu jest to, ze z jednej proby mozna uzyska¢ bardzo duzo informacji
dotyczacych zaré6wno bardziej ogoélnego stanu fizjologicznego mitochondriow, jak
1 szczegdtowych danych obrazujacych aktualng kondycje bioenergetyczna komorek
(Djafarzadeh i Jakob 2017). Niemniej jednak, metoda ta ma réwniez swoje ograniczenia;
chociazby takie, ze jeden aparat jest w stanie zmierzy¢ tylko dwie proby réwnolegle;
pojedynczy pomiar trwa od 45 min do 1h (w zaleznos$ci od zastosowanego protokotu); badacz
caly czas monitoruje przebieg doswiadczenia 1 nie moze w tym czasie zajac¢ si¢ czyms innym,;
przygotowanie aparatu do pracy oraz przemywanie komor pomigdzy pomiarami jest bardzo
czasochtonne; ponadto, wszelkie drobne naprawy sprzetu, kalibracja komdr pomiarowych,
dbanie o stan elektrod tlenowych nalezg réwniez do obowiazkéw osoby pracujgcej na tym
sprzgcie. W czasach, w ktorych od badacza wymaga si¢ uzyskania wielu wynikéw (w tym
powtdrzen eksperymentow) w krotkim czasie, przy zachowaniu duzej elastycznosci
w dysponowaniu swoim czasem w laboratorium i poza nim — praca z wykorzystaniem

oksygrafu moze nieco zniechgcac.
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Niemniej jednak mamy do dyspozycji jeszcze jeden aparat, ktérym rowniez mozemy ocenié

bioenergetyke mitochondrialng — jest nim urzadzenie nazywajace si¢ Seahorse XFp Analyzer

(Agilent Technologies). Urzadzenie to wyposazone jest w czujniki fluorescencji lub

fosforescencji (Gerencser i in. 2009) zamiast czujnikow polarograficznych (Wu i in. 2007).

Zaletami tego urzadzenia w porownaniu z oksygrafem s3:

e automatyzacja pomiaru (aparat sam podaje zaprogramowane wczesniej odczynniki,
co zwalnia badacza z obowigzku ciggltego monitorowania tego co dzieje si¢ z proba
badang i zaoszczedza duzo czasu, ktory mozna przeznaczy¢ na inne dziatania),

e pomiar wielu prob jednocze$nie,

e mozliwo$¢ pomiaru zuzycia tlenu na plytkach 96- lub 24-dotkowych do
wysokoprzepustowych badan przesiewowych,

e mozliwo$¢ pomiaru glikolizy,

e dos¢ szybki pomiar (w poréwnaniu z oksygrafem).

Jednakze analizator Seahorse nie jest pozbawiony wad, a mianowicie:

wysoki koszt urzadzenia i materiatow eksploatacyjnych (ptytki niezb¢dne do pomiarow
nie nadajg si¢ do wielokrotnego uzytku; producent sugeruje rowniez zakup wszystkich
odczynnikow do pracy z aparatem, ktorych koszt jest nieco wyzszy (w poréwnaniu
z cenami innych dostawcow),

protokot eksperymentalny jest ograniczony do sekwencji czterech zwigzkow, co
w praktyce oznacza, ze ilo$¢ informacji jakg mozna zebra¢ z pojedynczego badania jest
zdecydowanie mniejsza niz podczas pozyskiwania danych eksperymentalnych za
pomoca oksygrafu (Djafarzadeh i Jakob 2017, Gu i in. 2021),

pracujac na roznych komoérkach, w tym na probach, ktére sa poddawane dziataniu
r6znych zwigzkow dziatajacych mniej lub bardziej posrednio na mitochondria, okazuje
si¢, ze odpowiedz bioenergetyczna komorki rézni sie, a co za tym idzie — kazda ,,proba
pomiarowa” wymaga bardziej indywidualnego potraktowania i tym samym dodawania
niektorych zwigzkéw (substratow/inhibitoréw) w odmiennych stezeniach; dotyczy to
szczegblnie ADP czy FCCP (rozsprzggacza tancucha oddechowego), ktore to zwigzki
powinny by¢ podane do proby poprzez miareczkowanie odczynnikiem; niestety

Seahorse na to nie pozwala, podczas gdy praca na oksygrafie polega gtownie na tym,
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aby na biezaco decydowac o ilosci/stezeniu dodawanych zwiazkow, w zaleznosci od

stanu energetycznego komorki.

Idealnym rozwigzaniem jest posiadanie obu aparatow, poniewaz kazdy z nich ma swoje zalety.
W  obecnych czasach, szczegdlnie w laboratoriach zajmujacych si¢ bioenergetyka
mitochondrialng, na wyposazeniu laboratoridw znajdziemy obie mozliwosci badania

metabolizmu komoérkowego.

Niemniej jednak, warto tu podkresli¢, ze pomimo bycia fascynujacym i intrygujacym modelem,
MITOCHONDRIA nie s3 tatwym obiektem badan. Zdobycze nowoczesnej technologii
pozwolity m.in. nieco obali¢ mit zwigzany z tym jak wygladaja mitochondria w komorce. Dzi§
juz wiemy, ze w stanie fizjologicznym mitochondria tworza SIEC MITOCHONDRIALNA,
ktora jest bardzo dynamiczna i wptywa na bioenergetyke catej komorki. Tym samym badacz
musi mie¢ $wiadomos¢ tego, ze nie bada pojedynczych mitochondriow tylko ,,ogromna
1 rozlegly” strukture, ktora ,,rzadzi si¢ wlasnymi prawami” 1 bardzo szybko zmienia swoje
parametry dostosowujac si¢ do warunkéw panujacych wewnatrz komorki. W praktyce oznacza
to, ze otrzymywane wyniki w poszczegolnych powtdrzeniach moga r6zni¢ si¢ od siebie na tyle
znacznie, iz bardzo cigzko jest sformutowaé na ich podstawie wiarygodne wnioski, lub po
prostu wypowiedzie¢ si¢ z przekonaniem o stanie bioenergetycznym modelu komdrkowego, na

ktorym sig pracuje.
2.6.2. Wady i zalety wirtualnych badan przesiewowych

Wirtualny screening (VS) to technika obliczeniowa stuzaca do identyfikacji zwigzkow,
ktore wykazuja potencjalng aktywnos$¢ biologiczng w stosunku do okreslonego celu
terapeutycznego, takiego jak receptor lub enzym. Wirtualne badania przeprowadza si¢
zazwyczaj zgodnie z ustalonym schematem postgpowania, ktoéry obejmuje kolejne etapy
wykorzystujace rézne metody filtracji, majace na celu eliminacj¢ niepozadanych zwigzkow
(Kumar i Zhang 2015). Zwigzki, ktore przejda wszystkie etapy testow stosowane w ramach
wirtualnego screening'u klasyfikuje si¢ jako zwiazki o wysokim potencjale wykorzystania
w badaniach lub nawet terapiach. Jednakze, w celu potwierdzenia ich aktywnosci biologicznej,
wymagane sg dalsze badania eksperymentalne w laboratorium, z wykorzystaniem materiatu
biologicznego i/lub modeli badawczych oraz catym szeregiem wielu zwigzkow i odczynnikow,

ktorych nalezy uzy¢ (Gimeno i in. 2019, Irwin i Shoichet 2016).
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W zaleznosci od dostgpnych informacji strukturalne czasteczek mozna wyrézni¢ dwie gtéwne

grupy technik wirtualnego screeningu:

e metody oparte na analizie receptoru/celu (ang. structure-based methods),
w ktorych nacisk ktadzie si¢ na komplementarnos¢ interesujgcych nas zwigzkow
Z miejscem wigzania biatka docelowego,

e metody oparte na analizie ligandow (ang. ligand-based methods), ktore
wykorzystuja informacje o strukturalnych i fizykochemicznych wtasciwos$ciach
czasteczek, ktore sg badane zgodnie z zasada podobienstwa molekularnego

(Vazquez i in. 2020).

Dokowanie biatko-ligand (metody oparte na analizie struktury receptora) jest
powszechnie stosowang technikg stuzaca do oceny mozliwosci wigzania si¢ zwiagzku do biatka.
Metoda ta opiera si¢ na wykorzystaniu skrystalizowanej struktury biatka oraz biblioteki
zwigzkow wirtualnego screening’u. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na liczne bledy
1 ograniczenia zwigzane z ta metoda (Lionta i in. 2014). Z doswiadczenia wielu badaczy
wynika, ze ta3 metoda mozna wyselekcjonowaé zwigzki o wysokim potencjale, na przyktad
o potencjalnej zdolnosci do hamowania aktywnos$ci okreslonego enzymu. Jednakze
trudniejszym zadaniem jest udowodnienie tych wiasciwo$ci w badaniach biologicznych.
Nalezy rowniez pamigtac, ze receptor/cel jest makroczasteczka, co oznacza koniecznos$¢
przetworzenia wigkszej ilosci informacji, co z kolei sprawia, ze metody oparte na analizie

receptorow sa bardziej czasochtonne obliczeniowo niz metody oparte na analizie ligandow.

Mimo ze algorytmy wyszukiwania mogg wskazywac 1 okresla¢ potencjalne pozycje
zwigzku wzgledem struktury badanego biatka, nie jest to rownoznaczne z faktycznym
wigzaniem zwigzku z biatkiem w sugerowany sposob. W konsekwencji, nawet jesli zwigzek
jest ligandem dla danego biatka, nie gwarantuje to, ze wsrod orientacji dokowania znaleziono
rzeczywisty sposob, w jaki zwigzek wigze si¢ z biatkiem, poniewaz algorytm moze nie
uwzgledni¢ wszystkich mozliwych sposobow (Meng i in. 2012). Dlatego tez dokowanie
powinno by¢ rozpatrywane jako pomoc lub podpowiedZ na etapie formutowania hipotez
(dotyczacych sposobow w jaki zwigzek moze wigzac si¢ z biatkiem), a nie jako ostateczny
dowdd na to, ze zwigzek wigze si¢ w okre$lony sposob z badang domeng biatka (Kolb i Irwin
2009).
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W przypadku wirtualnego screening’u czgsto pomija si¢ elastycznosé czasteczki biatka,
czego przyczyng jest dodatkowy koszt obliczeniowy (Gazgalis i in. 2020). Zazwyczaj
uwzglednia si¢ jedynie elastyczno$¢ czasteczki liganda. Jednak w przypadku biatek
posiadajacych elastyczne miejsce wigzania, ktoére moga przyjmowac roznorodne ligandy, takie
podejscie moze by¢ nieodpowiednie. W takich przypadkach warto rozwazy¢ uwzglednienie
zmiany polozenia przestrzennego niektorych reszt biatka. Istnieje sposob ,,obejscia” tego
ograniczenia, ktory pozwala uwzgledni¢ elastyczno$¢ biatka. Polega to na wykorzystaniu
wszystkich dostepnych konformacji obserwowanych dla receptorow podczas dokowania
biatko-ligand (Scior i in. 2012).

Metody oparte na analizie struktury liganda w pracy naukowej polegaja na
poszukiwaniu zwigzkéw aktywnych wobec konkretnego celu. Wykorzystuja one zasade
podobienstwa wilasciwosci, ktora sugeruje, ze podobne zwigzki maja zblizone wiasciwosci
(Vazquez 1 in. 2020). Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze zwigzki o wysokim stopniu
podobienstwa do zwigzku aktywnego dziataja lub zachowuja si¢ w podobny sposob.

To sugeruje, ze takie zwigzki moga wywolywac podobne skutki biologiczne lub terapeutyczne.

Niemniej jednak, pomimo tego, ze zwigzki moga wykazywacé podobng aktywnos¢, nie
zawsze tak jest, poniewaz niektore modyfikacje zwigzkow moga by¢ niekorzystne dla interakcji
ligand-cel i w zwigzku z tym moga powodowac¢ utrate aktywnosci wobec danego celu. Nalezy
pamigtaé, ze podobienstwo strukturalne miedzy zwigzkami nie gwarantuje identycznego
dzialania ze wzgledu na wpltyw innych czynnikéw (np. interakcje w mikrosrodowisku
komorki). Te czynniki mogg mie¢ istotny wptyw na ostateczny efekt biologiczny. Tym samym
prowadzi¢ to moze do btednych przewidywan. (Cereto-Massagué i in. 2015). Ponadto, pojgcie
podobienstwa jest subiektywne, a rozne metody wykorzystuja rézne miary podobienstwa do

oceny stopnia podobienstwa migdzy dwoma zwigzkami.

Warto mie¢ na uwadze powyzsze spostrzezenia, bowiem wszelkie metody in silico staty
si¢ powszechnie wykorzystywane w badaniach biologicznych. W praktyce wyglada to czesto
tak, iz biolog zainteresowany badaniem zwigzkéw, ktérych zadaniem ma by¢ np. hamowanie
aktywnosci biatek lub ich deformacja strukturalna, rozpoczyna swoje poszukiwania od metod
bioinformatycznych, ktére maja wyloni¢ i/lub wskaza¢ zwiazki, ktore pozniej staja sie
podstawg dalszych badan (prac dyplomowych, projektow naukowych). Niestety, duza szybkos§¢
dzialania tych technik, a co za tym idzie duza oszczednos¢ czasu oraz przepigkna graficzna

wizualizacja ,,tego jak moze by¢” sprawiaja, iz badacz ogranicza swoje poszukiwania do
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wynikow podanych przez narzedzia wirtualne. I cho¢ potrafig nas one przekona¢ do siebie, to
jednak w praktyce okazuje si¢ bardzo czgsto, ze na poziomie biologii molekularnej,
w ,,prawdziwym Ssrodowisku komérkowym” nie udaje si¢ potwierdzi¢ zatozen opartych na
wynikach uzyskanych metodami in silico. Dlatego nalezy by¢ §wiadomym mozliwosci oraz

ograniczen tych metod i otwartym na bardzo r6zne sposoby zdobywania wiedzy.

I11. UZASADNIENIE PODJECIA TEMATU PRACY

Obecnie leczenie choréb nowotworowych stanowi jedno z najpowazniejszych wyzwan dla
lekarzy i naukowcow zajmujacych si¢ ta tematykag. Pomimo znaczacych postepow
poczynionych w terapii nowotworow, przeciwdzialanie tej chorobie nadal pozostaje wyjatkowo
trudnym zadaniem. Wigkszo$¢ klasycznych chemioterapeutykow niszczy komorki
nowotworowe poprzez bezposrednie uszkadzanie ich materiatu genetycznego, co wiaze si¢ z

ich niespecyficznym dziataniem i stosunkowo wysoka toksycznos$cia.

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zainteresowania metabolizmem nowotwordw,
a szczegblnie procesami i szlakami metabolicznymi, ktorym ulega glukoza w komorkach
nowotworowych. Odmienny metabolizm glukozy, ktéory ma miejsce w tych komorkach
odroznia je od komodrek prawidlowych. Wnikliwsze przyjrzenie si¢ przemianom
metabolicznym zachodzacym w komorkach nowotworowych i ich wyjasnienie przyczynito si¢

do odkrycia nowych metod i strategii terapeutycznych.

W projektowaniu terapii przeciwnowotworowych kluczowa role odgrywa selektywnos¢
dziatania lekow. Obecnie, jednymi z najbardziej obiecujacych form leczenia sg terapie
skierowane na specyficzne dla danego nowotworu izoformy enzymow metabolicznych.
Heksokinaza Il (HKII) jest jednym z najwazniejszych enzymow, ktorego poziom i ekspresja sg

podwyzszone w wielu rodzajach nowotworéw w pordwnaniu z komérkami prawidlowymi.

Na podstawie dotychczas wykonanych badan i otrzymanych wynikéw, uwaza sie¢, ze kilka
zwigzkéw mogloby dziata¢ jako inhibitory HKII. Do najczgs$ciej wymienianych zalicza sig:
2-deoksyglukoze (2DG), metforming i 3-bromopirogronian (3BP). Niemniej jednak,
niezadowalajace efekty terapeutyczne, niekorzystne dzialania uboczne oraz nie do konca
wyjasniony mechanizm ich oddziatywania z komodrka i jej sktadnikami -  utrudnia

wykorzystanie tych substancji w terapii przeciwnowotworowej. Dlatego identyfikacja
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zwigzkdéw/lekow posiadajacych zdolno§¢ do regulacji i hamowania specyficznych szlakow
metabolicznych w komoérce nowotworowej moze zapoczatkowaé rozwodj nowych strategii
leczenia nowotworow. Dagzenie do selektywnos$ci dziatania lekéw, minimalizacji dziatan
niepozadanych oraz przeciwdziatania problemowi opornosci na terapi¢ stanowi istotny cel
dalszych badan i rozwoju nowych terapii przeciwnowotworowych. Konieczne sg zatem dalsze
badania nad inhibitorami HKII, ktore charakteryzowac si¢ beda wysoka skutecznos$cia i niska
toksycznos$cig ogoélnoustrojowg w grupie zwigzkow chemicznych, ktore do tej pory nie byly
brane pod uwage przy konstruowaniu skutecznych schematoéw terapeutycznych w leczeniu

NOWOtworow.
a. Hipoteza badawcza oraz cel pracy

Hipoteza badawcza zaktada, ze nowe inhibitory heksokinazy Il wykazuja dziatanie
przeciwnowotworowe na drodze hamowania aktywnosci HKII i/lub zwickszajg indeks

terapeutyczny znanych cytostatykow.

Gléwnym celem badan byla ocena przeciwnowotworowej aktywnosci nowych
inhibitor6w heksokinazy Il (HKII) wyselekcjonowanych technikami in silico oraz wybor
najbardziej efektywnej pochodnej (sposrdd przebadanych) pod katem wykorzystania jej jako
inhibitora HKII.

Przeprowadzone badania mialy na celu:

1. Oceng¢ wptywu wybranych zwigzkéw na aktywnos¢ HKII.

2. Analize aktywnosci przeciwnowotworowej badanych zwigzkow.

3. Wybdr 3 najbardziej obiecujacych potencjalnych inhibitorow HKII.
4

Zbadanie wptywu 3 wybranych inhibitorow na indeks terapeutyczny cytostatykow.
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V.

CZESC DOSWIADCZALNA

4. Materialy

4.1. Materialy i odczynniki do hodowli

Butelki o powierzchni 25 cm?i 75 cm? (PAA, Pasching, Austria)

Bydleca surowica ptodowa FBS (ang. Fetal Bovine Serum, South America Origin,
Gibco, Waltham, MA, USA)

EGF, naskoérkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal growth factor, Avantor, Gliwice,
Polska)

Medium wzrostowe DMEM (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium, Lonza,
Verviers, Belgia)

Medium wzrostowe MCDB-131 (PAN BIOTECH, Aidenbach, Niemcy)

Mieszanina aminokwasow NEAA (ang. MEM Non-Essential Amino Acid, Lonza,
Verbiers, Belgia)

Mieszanina antybiotykoéw penicylina/streptomycyna — 10 000 jednostek/ml penicyliny,
10 000 pg/ml streptomycyny, (Lonza, Verbiers, Belgia)

Ptytki 12, 24 i 96 dotkowe (PAA, Pasching, Austria)

Probéwki o pojemnosci 15 ml 1 50 ml (PAA, Pasching, Austria)

Roztwor trypsyny — mieszanina 0,25% trypsyny i 1 mM EDTA, (Lonza, Verviers,
Belgia)

Szalki o $rednicy 60 mm i 10 mm (PAA, Pasching, Austria)

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej PBS (ang. Dulbecco's Phosphatate Buffered
Saline, Biowest, MO, USA)

4.2. Materialy i odczynniki chemiczne stosowane w analizach

ADP (ang. Adenosine-5'-diphosphate, Alfa Aesar, Ward Hill, Massachusetts, USA)
ATP (ang. Adenosine 5'-triphosphate, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)
Caspase-8 Colorimetric Assay Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA)

Caspase-9 Colorimetric Assay Kit (R&D Systems, Minneapolis, USA)

DAF-FM (ang. diaminofluorescein-FM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD) (Invitrogen, Waltham, MA, USA)
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DMSO, dimetylsulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

DTT (Ditiotreitol, odczynnik Clelanda, Invitrogen, Waltham, MA, USA)

EnzChek Caspase-3 Assay Kit #2, Z-DEVD-R110 substrate (Invitrogen, Waltham, MA,
USA)

Fluo-3, AM, Calcium Indicator (Invitrogen, Waltham, MA, USA)

Glicyna (Avantor, Gliwice, Polska)

H>DCF-DA (ang. 2',7'-Dichlorofluorescin diacetate, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

HBSS (ang. Hanks’ Balanced Salt solution, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Human Hexokinase 1l (HKII) Inhibitor Screening Kit (BioVision, Milpitas, CA, USA)
Jodek propidyny (ang. propidium iodide Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Marker biatkowy VI (wstepnie wybarwionym), peqGOLD (Avantor, Gliwice, Polska)
Membrany PVDF (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)

MitoTracker™ Red CMXRos MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, Waltham, MA,
USA)

Mileko w proszku odttuszczone (Mlekovita, Wysokie Mazowieckie, Polska)

MTT, bromek 3-(4,5-dimetylotriazo-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu, (ang.
methylthiazolyldiphe-nyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)
NaOH, HCI, NaCl, KCI, MgCl2, Na2HPO4, CaClz, EDTA, EGTA, HEPES, FeCls,
etanol 96% (Avantor, Gliwice, Polska)

Pierce™ Protease Inhibitor Tablets (Invitrogen, Waltham, MA, USA)

Przeciwciato skierowane przeciwko HKII (nr kat. 2867, Cell Signaling Technology,
LabJOT, Warsaw, Poland)

Przeciwciato skierowane przeciwko [3-aktynie (nr kat. 4970, Cell Signaling Technology,
LabJOT, Warsaw, Poland)

Roztwor RNazy, 50 U/mg (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

SuperSignal™ West Atto Ultimate Sensitivity Substrate (Invitrogen, Waltham, MA,
USA)

SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Invitrogen, Waltham,
MA, USA)

Tris-HCI (Trizma hydrochloride, Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)
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e Triton® X-100 Triton X-100 (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA)
e Tween 20 (Avantor, Gliwice, Polska)

e Tween 80 (Avantor, Gliwice, Polska)

4.3. Aparatura

e czytnik mikroplytek PowerWave HT (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) —
pomiary spektrofotometryczne: test cytotoksyczno$ci MTT, aktywnos$¢ heksokinazy 11,
pomiary zawarto$ci biatka metoda Lowry’ego

e czytnik mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystems, Helsinki, Finlandia) —
pomiary spektrofluorymetryczne: poziom RFT i RFA (sonda H.DCFDA, sonda DAF-
FM), potencjal mitochondrialny (sonda MitoTracker Red CMXRos), poziom jonoéw
wapnia (sonda Fluo-3AM), poziom aktywnos$ci kaspazy-3, -8 i -9, pomiary procesu
autofagii (sonda monodansylokadaweryna)

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

e aparat do elektroforezy i blottingu Mini Gel Tank and Blot Module Set (Invitrogen,
Waltham, MA, USA)

e system obrazowania c300 (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA)

e komora laminarna z pionowym przeptywem powietrza (Polon, Poznan, Polska)

e wytrzagsarka kotyskowa MR-1 (Biosan, Ryga, Lotwa)

e inkubator CO> ze sterylizacja termiczng HF90 (Heal Force, Chiny)

e wirowka z chtodzeniem Sigma 3k15 (SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Niemcy)

4.4. Zwiazki chemiczne zastosowane w badaniach

Zwiazki chemiczne (Tabela 1), ktore wykorzystano do badan w niniejszej dysertaci,
zostaly wylonione w ramach wspolpracy pomigdzy zespotami badawczymi
z Katedry Biofizyki Medycznej Uniwersytetu r.odzkiego, Katedry Chemii Organicznej,
Bioorganicznej i Biotechnologii Politechniki Slaskiej oraz grupa BIO-HPC z Katolickiego
Uniwersytetu San Antonio UCAM (Murcja, Hiszpania). Badanie komputerowe, ktore polegato
na wirtualnym screening’u bibliotek zwigzkow chemicznych w celu identyfikacji nowych,
potencjalnych inhibitoréw HKII, zostalo przeprowadzone przez zespot BIO-HPC pod

kierownictwem dr Horacio Perez-Sancheza. Analiz¢ chemiczng wykonal mgr inz. Mateusz
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Tomczyk z Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii Politechniki Slaskiej,
ktorej kierownikiem jest prof. dr hab. inz. Krzysztof Walczak, natomiast wlasciwosci

biologiczne zostaly ocenione na Wydziale BiOS UL.

Tabela 1. Wykaz przebadanych w pracy zwigzkéw wraz z ich budowg strukturalna.

Nazwa Struktura
o H H
[y N N
s/
g8 L
Glimepiryd (Glim) NJ\N
\ H
OH
Indometacyna (Indo) N o
Cl
gy NHz
N,N\[H\,OH
Benserazyd (Ben) H o
HO OH « HCI
OH

4.5. Material badawczy - linie komérkowe

W pracy wykorzystano linie komorkowe stabilizowane in vitro, dwie linie ludzkiego raka
watrobowokomorkowego - HepG2 (ATCC, Manassas, VA, USA) i Huh-7 (ECACC, Salisbury,
UK) oraz jedna linia prawidlowych komorek $rodblonka mikronaczyniowego HMEC-1

(ATCC, Rockville, MD, USA).

Komorki linii HepG2 (Ryc. 4.1.) zostaly pierwotnie wyizolowane z raka
watrobowokomodrkowego 15-letniego biatego mezezyzny w 1975 roku. Komoérki w hodowli

rosng w monowarstwie oraz charakteryzuja si¢ zmienng liczbg chromosoméw ($rednio 55).
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Komorki HepG2 powszechnie wykorzystywane sa do badan in vitro nad metabolizmem

1 toksycznos$cig zwigzkow.

Ryc. 4.1. Morfologia  komorek  linii  HepG2 raka  watroby  (HepG2
https://www.atcc.org/products/hb-8065 stan z dnia 9 sierpnia 2023)

Komorki linii Huh-7 (Ryc. 4.2.) sg zr6znicowang linig komorkowa raka watroby, ktora
zostata pierwotnie pobrana z guza watroby u 57-letniego japonskiego m¢zczyzny w 1982 roku.
Komorki Huh-7 wydzielaja watrobowy czynnik wzrostu (ang. hepatoma-derived growth
factor), ktory promuje wzrost komorek, dzigki czemu nie sa one zalezne od czynnikow
wzrostowych znajdujacych si¢ w surowicy. Ta linia komorkowa wykazuje wiele funkcji
watrobowokomorkowych, w tym produkcj¢ albuminy i1 ol -antytrypsyny. Ludzkie komorki raka
watroby Huh-7 s3 odpowiednim modelem do badan nad HCC i innymi chorobami watroby.
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Ryc. 4.2. Morfologia komorek linii Huh-7 raka watroby (ECACC General Cell Collection:
01042712 Huh-7D12 culturecollections.org.uk stan z dnia 9 sierpnia 2023).

Linia komorkowa ludzkiego $rédbtonka mikronaczyniowego HMEC-1 (Ryc. 4.3.) to
unie$miertelniona linia komodrkowa powstala w wyniku transfekcji ludzkich komorek
srédblonka mikronaczyniowego skory (HMEC) wektorem pSVT. Komoérki HMEC-1 sg czgsto
uzywang linig komoérek srodbtonka mikronaczyniowego, poniewaz jest to tatwa linia w hodowli
komorkowej, a jej wzrost jest trzy do siedmiu razy szybszy w poréwnaniu z innymi komorkami

srodblonka mikronaczyniowego.

Ryc. 4.3. Morfologia linii komérkowa ludzkiego $rodbtonka mikronaczyniowego (HMEC-1
https://cls.shop/HMEC-1/304064 stan z dnia 9 sierpnia 2023).
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5. Etapy pracy

Praca doktorska zostata rozpoczeta w pazdzierniku 2019 roku w Katedrze Biofizyki
Medycznej, Instytutu Biofizyki, Uniwersytetu L.odzkiego. W badaniach wykorzystano komorki
nowotworowe watroby linii Huh-7 1 HepG2, ktdére charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
ekspresji heksokinazy Il (HKII). Przy uzyciu wirtualnego screeningu (VS) baz danych lekow
oraz zwiazkoOw niebadanych 1 substancji powszechnie dostepnych, wyloniono zwigzki
o potencjalnych wlasciwosciach hamujacych aktywnos¢ HKII. Badania te zostaty
przeprowadzone przez zespot z Katolickiego Uniwersytetu w Murcji (Hiszpania). Nastepnie
wyselekcjonowane metodami in silico zwiazki byly syntetyzowane lub modyfikowane przez

zespot z Politechniki Slaskiej.

Praca sktadata si¢ z kilku etapéw (Ryc. 5.1.); w pierwszej kolejnos$ci wykonano analize
dostepne;j literatury oraz zdolno$ci wybranych zwigzkéw do hamowania aktywnosci enzymu
HKI1 w warunkach in solution (w roztworze) oraz in vitro, gdzie enzym HKII izolowany byt z
linii komorkowej HepG2 i Huh-7. Na podstawie uzyskanych w ten sposob wynikéw wybrano

trzy najbardziej obiecujace zwigzki.

W celu potwierdzenia wysokiego poziomu heksokinazy Il w liniach komérkowych raka
watroby HepG2 i Huh-7 wykonano analiz¢ Western Blot. Nast¢pnie przeprowadzono ocene
cytotoksycznych wiasciwosci badanych zwigzkéw. Przezywalno$¢ komorek okreslono za
pomoca spektrofotometrycznej metody z MTT, ktora polega na redukcji nierozpuszczalnej
w wodzie z6ltej soli tetrazoliowej do fioletowego formazanu przez enzymy oksydoredukcyjne

zywych komorek.

Po wiaczeniu doksorubicyny do badan dokonano analizy Chou-Talalaya, ktora pozwolita
na okreslenie rodzaju interakcji miedzy doksorubicyng a badanymi zwigzkami (glimepiryd,
indometacyna, benserazyd). Stezenia zastosowane w tym eksperymencie zostaty dobrane na
podstawie wynikow otrzymanych z testu MTT, a wyniki zostaly obliczone za pomoca

oprogramowania CompuSyn.

Kolejnym etapem bylo zbadanie wpltywu wybranych zwigzkéw na mitochondria. Z danych
literaturowych wynika, ze HKII jest zaangazowana w regulacj¢ potencjalu blony oraz
powstawanie stresu oksydacyjnego, dlatego badane zwiazki oraz ich kombinacje
z doksorubicyng poddano analizie pod katem zmian w potencjale blony mitochondrialnej oraz

poziomie reaktywnych form tlenu i azotu. Dodatkowo, przeprowadzono analiz¢ poziomu
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glutationu i calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego metodami fluorymetryczng
1 spektrofotometryczng, ze wzgledu na fakt, ze parametry te dostarczaja informacji na temat

ochrony komorki przed stresem oksydacyjnym.

W kolejnym etapie przeprowadzono analize wplywu wybranych zwigzkéw oraz ich
kombinacji z doksorubicyng na indukowanie $mierci komoérek. Heksokinaza Il moze
zapobiega¢ indukcji programowanej $mierci komoérek i prowadzi¢ do aktywacji autofagii
w odpowiedzi na niedobor glukozy, dlatego przeprowadzono analize faz cyklu komérkowego,
aktywnosci kaspaz -3 (egzekutorowej), -8 (inicjujacej, uczestniczacej w zewnetrznej $ciezce
apoptozy) i -9 (inicjujacej, uczestniczacej w wewngetrznej Sciezce apoptozy) oraz analize
poziomu wapnia, ktory przyczynia si¢ do rozprzestrzeniania procesu apoptozy. Ponadto

okreslono intensywnos$¢ procesu autofagii w komorkach.

4 )

» Badania komputerowe zwiazane
z wirtualnym przesiewaniem
(VS) przeprowadzone przez
zespot z Hiszpanii oraz synteza
chemiczna oraz modyfikacje
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Ryc. 5.1. Schemat przedstawiajacy etapy pracy doktorskiej

6. Metody

6.1. Hodowla komérkowa

Linie komorkowe Huh-7 1 HepG2 hodowano w podtozu DMEM uzupelionym 10% (v/v)
ptodowa surowicg bydleca i 1% (v/v) mieszaning penicylina/streptomycyna (10,000 U/mL
penicyliny i 10 mg/mL streptomycyny) w 100% wilgotnosci wzglednej 5% CO2 i 95%

powietrza w temperaturze 37°C.
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Linia komérkowa HMEC-1 byta hodowana w kompletnym podtozu hodowlanym MCDB
131 uzupelionym 10 mM L-glutaming, 10 ng/mL naskorkowym czynnikiem wzrostu (EGF),
1 pg/mL hydrokortyzonem. Podloze hodowlane zawierato 10% ptodowej surowicy bydlecej
i 1% (v/v) mieszaniny penicyliny/streptomycyny (10 000 U/mL penicyliny i 10 mg/mL
streptomycyny). Hodowl¢ komorek prowadzono w atmosferze 5% CO2 i 95% powietrza w

temperaturze 37°C.

Hodowle komoérkowe utrzymywano w fazie wzrostu wyktadniczego poprzez regularne
pasazowanie komoérek trzy razy w tygodniu z wykorzystaniem 0,25% mieszaniny

trypsyna/EDTA.
6.2. Okreslanie zywotno$ci komoérek za pomoca blekitu trypanu

Do oceny zywotno$ci komorek, po kazdym pasazu, wykorzystywano 4% blekit trypanu.
Barwnik uzywany jest do ilo§ciowego okres§lania zywych komorek poprzez wybarwianie
wylacznie martwych komoérek. Poniewaz zywe komorki majg nienaruszong bton¢ komoérkowa,
biekit trypanu nie moze przeniknaé przez ich bton¢ komodrkowsa i dosta¢ si¢ do cytoplazmy.
W obrazie mikroskopowym widoczne sa martwe komodrki wybarwione na niebiesko oraz

opalizujace, bezbarwne komorki zywe.

Zawiesing komorek mieszano z roztworem biekitu trypanu w stosunku 1:1. Nastepnie
otrzymang zawiesing nanoszono na komor¢ hemocytometru Biirkera. Zliczano wszystkie
komorki (martwe — koloru niebieskiego oraz zywe — bezbarwne komorki) 1 okreslano odsetek

martwych komorek.
6.3. Inkubacja komorek z badanymi zwiazkami

W zalezno$ci od zastosowanej metody eksperymentalnej, komoérki byly wysiewane na
bezbarwne lub czarne 96-dotkowe ptytki, $60 mm lub ¢ 100 mm szalki. Nastepnie komorki
byty inkubowane przez 24 godziny, aby osiagna¢ logarytmiczng faz¢ wzrostu, po czym
przeprowadzono 72-godzinng inkubacj¢ z badanymi zwigzkami. W eksperymentach
wykorzystano stezenia ICso, 0,5 ICso lub zgodnie z zaleceniem producenta zestawu do analizy

aktywnosci HKII in solution (w roztworze) (5 uM).
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6.4. Liza komérek (aktywnos¢ HKII, Western Blot, FRAP, aktywnos$¢ kaspazy-3,-8,-9)

Przebieg oznaczenia

Komérki wysiewano na ¢ 100 mm szalki w gestosci ~ 3x10° komérek w objetosci 5 cm?®
podioza hodowlanego. Po 24h inkubacji do hodowli dodawano roztwor badanych zwigzkow.
Po zakonczeniu inkubacji pozywke usuwano z hodowli komorek, a monowarstwe komorek
przemywano roztworem PBS. Do naczyn dodawano 500 ul buforu frakcjonujacego
sktadajacego si¢ z 20 mM HEPES (pH 7,4), 10 mM KCI, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, koktajlu inhibitorow proteaz i 1 mM DTT. Nastepnie komorki zeskrobywano
z powierzchni za pomocg szpatulki i inkubowano przez 15 min na lodzie. Zebrane komorki
przenoszono do probdéwek 1 rozbijano, po czym pozostawiano na lodzie przez kolejne 20 min.

Stezenie biatka oznaczano metoda Lowry'ego.
6.5. Oznaczenie zawartosci bialka (metoda Lowry’ego)

Zasada metody

Oznaczanie zawarto$ci biatka metoda Lowry'ego jest jednym z najczg$ciej stosowanych
oznaczen kolorymetrycznych. Metoda ta jest kombinacja reakcji biuretowej oraz reakcji
reszt tyrozyny i tryptofanu z odczynnikiem Folina-Ciocaltaeu. W wyniku redukcji odczynnika
Folina-Ciocaltaeu w warunkach zasadowych powstaje produkt o intensywnym niebieskim

zabarwieniu. Pomiar absorbancji wykonuje si¢ przy A= 750 nm.

Przebieq oznaczenia

W celu okreslenia zawartosci biatka w lizatach komorkowych zastosowano metode
Lowry’ego. Do odpowiednich dotkéw dodawano odczynnik C, ktory sktadat sie z 2% roztworu
Na2COs w 0,1M roztworze NaOH, 1% roztworu CuSOs oraz 2% roztworu winianu
sodowo-potasowego, przy czym sktadniki odczynnika byty dodawane w stosunku 1:1:100.
Odczynnik C byt przygotowywany 30 minut przed rozpoczeciem oznaczen. Nastepnie do
dotkow dodawano lizat komorkowy, a po doktadnym wymieszaniu zawarto$ci pozostawiano
na 10 minut w temperaturze pokojowej. Po uptywie tego czasu dodawano przygotowany
wczesniej odczynnik Folina-Ciocalteu (rozcienczony 1:1 wodg destylowang). Po kolejnych 30

minutach mierzono absorbancj¢ roztwordéw przy dtugosci fali A=750 nm.

55



6.6. Oznaczanie aktywnosci heksokinazy 11

6.6.1. W warunkach in solution i in vitro

Zasada metody

W tescie wykorzystanym do oceny aktywnosci HKII w roztworze oraz w komorkach,
wykorzystano zdolno$¢ tego enzymu do przeksztalcania glukozy w glukozo-6-fosforan.
W  procesie tym glukozo-6-fosforan ulega utlenieniu przez dehydrogenaze
glukozo-6-fosforanu, co prowadzi do powstania NADPH, a nastgpnie pomiarze absorbancji
przy dtugosci fali A=450 nm (aktywno$¢ enzymu w roztworze) lub przy dtugosci fali A=340 nm
(aktywnos¢ enzymu w komorkach). Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna okresli¢

aktywno$¢ HKII w badanych probkach.

Przebieg oznaczenia

W ramach pomiaru aktywnos$ci heksokinazy |Il, przeprowadzono badania na
bezbarwnych 96-dotkowych ptytkach. Wykorzystano zestaw do oznaczania aktywnos$ci
enzymu - Human Hexokinase 1l (HKII) Inhibitor Screening Kit (BioVision, Milpitas, CA,
USA). Zgodnie z instrukcjami producenta, do odpowiednich dotkéw dodawano po 50 pl
badanego inhibitora, nastepnie po 5 ul preparatu heksokinazy Il, a do powstatej mieszaniny

reakcyjnej dodawano 45 ul mieszaniny reakcyjne;.

W celu oznaczenia aktywnosci enzymu w komorkach, do odpowiednich dotkow
dodawano 10 ul lizatu komorkowego. Nastepnie dodawano mieszaning reakcyjng, ktora
sktadata si¢ z 41,7 mM Tris-HCI (pH 8,5), 7,7 mM MgCl,, 4,2 mM glukozy, 10,6 mM
monotioglicerolu, 0,5 mM EDTA, 0,05% Triton X-100, 1 mM H2NaPQO4, 45 mM KCI, 0,5
mg/mL NADP i 6,7 mM ATP, a nast¢pnie mieszano. Dodano réwniez [1U/mL] dehydrogenaze

glukozo-6-fosforanowa.

Pomiary aktywnosci enzymu przeprowadzono przy diugosci fali 450 nm (aktywno$¢
enzymu w roztworze) lub 340 nm (aktywno$¢ enzymu in vitro) co 2,5 minuty przez 40 minut.
Jako kontrolg pozytywna wykorzystano 3-bromopirogronian, natomiast kontrole negatywna

stanowit sam bufor reakcyjny nie zawierajacy heksokinazy Il lub lizatu komoérkowego.
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6.7. Ocena wlasciwosci cytotoksycznych

6.7.1. Ocena cytotoksycznosci inhibitorow heksokinazy 11

Zasada metody

Test MTT jest kolorymetrycznym badaniem stuzacym do pomiaru aktywnosci
metabolicznej komoérek. Opiera si¢ on na zdolnosci komoérkowych enzymow
oksydoredukcyjnych zaleznych od fosforanu dinukleotydu nikotynamido-adeninowego
(NADPH) do redukcji zo6ttej soli tetrazolowej do postaci nierozpuszczalnego formazanu, ktory
ma kolor fioletowy. Badanie to mierzy zatem przezywalno$¢ komoérek pod wzgledem
aktywnosci redukcyjnej jako enzymatycznej konwersji soli tetrazolowej do nierozpuszczalnych
w wodzie krysztatéw formazanu przez dehydrogenazy wystepujace w mitochondriach zywych

komorek (Sylvester 2011).

Przebieg oznaczenia

Aktywnos$¢ cytotoksyczna badanych zwigzkow wobec nowotworowych linii
komorkowych byla badana przy uzyciu testu kolorymetrycznego MTT (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy). Komoérki byly wysiewane na 96-dotkowe
plytki w gestosci okoto 5x10% komorek/ dotek. Po 24 godzinach do odpowiednich dotkéw
dodawano badane zwigzki w odpowiednich stezeniach, a komorki inkubowano przez kolejne
72 godziny. Po inkubacji komorek ze zwigzkami usuwano pozywke zawierajaca badane
zwiazki 1 dodawano roztwor MTT o koficowym stezeniu 0,5 mg/ml. Po 4 godzinach inkubacji
roztwor MTT zastgpowano DMSO w celu rozpuszczenia powstatych fioletowych krysztatow
formazanu w komorkach. Ptytki delikatnie wstrzagsano w temperaturze pokojowej do
catkowitego rozpuszczenia formazanu i odczytywano absorbancj¢ przy dtugosci fali 580 nm
oraz przy dtugosci fali referencyjnej 720 nm za pomoca czytnika mikroptytek PowerWave HT
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). W celu okreslenia wartosci ICsg wykreslono

krzywe przezywalnosci.
6.7.2. Ocena cytotoksyczno$ci kombinacji inhibitorow heksokinazy Il z doksorubicyna

W celu zbadania interakcji dziatania badany zwigzek-cytostatyk w badaniach
dwulekowych zastosowano taka sama metodyke jak w badaniach jednolekowych,
wykorzystujac test kolorymetryczny MTT. Badane leki podawano do komérek w tym samym
czasie. Do okreslenia rodzaju interakcji badanych zwigzkéw w kombinacji zastosowano

metode Chou-Talalay’a z wykorzystaniem oprogramowania CompuSyn (CombuSyn Inc.,
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Paramus, NJ, USA). Indeks kombinacji pomigdzy 0,9 a 1,1 uznano za addytywny, natomiast
CI< 0,9 oznaczat synergizm podczas gdy CI > 1,1 wskazywal na antagonizm(Chou 2006).

6.8. Ocena stresu oksydacyjnego

6.8.1. Ocena poziomu reaktywnych form tlenu (metoda z H.DCFDA)

Zasada metody

Do pomiaru wewnatrzkomorkowego RFT uzyto fluorescencyjnej sondy dioctan
dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCF-DA), chemicznie zredukowana forme¢ fluoresceiny
stosowang jako wskaznik reaktywnych form tlenu (RFT) w komodrkach. Sonda wewnatrz
komorki ulega deacetylacji przez esterazy komoérkowe 1 utlenieniu, niefluoryzujaca
H2DCF-DA jest przeksztalcana w silnie fluoryzujaca 2',7'-dichlorofluoresceing (DCF)(Yang
i in.2014).

Przebieq oznaczenia

Komorki wysiewano na czarne 96-dotkowe mikroptytki w gestosci 5x10% komorek/
dotek i1 inkubowano ze zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Po zakonczeniu inkubacji
komorek ze zwigzkami usuwano medium i dodawano 50 pl sondy w HBSS (140 mM NaCl,
5 mM KCl, 0,8 mM MgClz, 1,8 mM CaClz, 1 mM Na:HPO4, 10 mM HEPES i 1% glukozy) do
koncowego stezenia 5 pM i inkubowano w ciemnosci przez 30 min w 37°C. Fluorescencja DCF
byta mierzona przy fali wzbudzenia Aex=490 nm 1 dtugosci fali emisji Aem=529 nm przy uzyciu

czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem, Finlandia).
6.8.2. Ocena poziomu reaktywnych form azotu (metoda z DAF-FM)

Zasada metody

Zmiany poziomu wewnatrzkomérkowych RFA oceniano z wykorzystaniem sondy
fluorescencyjnej DAF-FM. DAF-FM to znacznik, ktory stuzy do wykrywania i iloSciowego
oznaczania niskich stezen tlenku azotu (NO). Sonda nie wykazuje fluorescencji dopoki nie

wejdzie w reakcje z NO, kiedy tworzy fluoryzujacy benzotriazol(Balcerczyk i in. 2005).

Przebieq oznaczenia

Komorki wysiewano na czarne 96-dotkowe mikroptytki w gestosci 5x10° komorek/
dotek i inkubowano ze zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Po zakonczeniu inkubacji

komorek ze zwigzkami usuwano medium 1 dodawano sond¢ w HBSS (140 mM NaCl, 5 mM
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KCI, 0,8 mM MgClz, 1,8 mM CaClz, 1 mM Na;HPO4, 10 mM HEPES i 1% glukozy) do
koncowego stezenia 5 uM i ikubowano w ciemnosci przez 30 min w 37°C. Fluorescencja DAF-
FM byta mierzona przy dtugosci fali wzbudzenia Aex=485 nm 1 dtugosci fali emisji Aem=538 nm

przy uzyciu czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem, Finlandia).
6.8.3. Okreslenie calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego (metoda z TPTZ)

Zasada metody

Ang. ferric-reducing/antioxidant power (FRAP) jest metodg kolorymetryczng, ktora
zostala po raz pierwszy opisana przez Iris Benzie i J.J. Straina. Jony Fe?" w $rodowisku
kwasnym (pH 3,6) z TPTZ tworzg barwne kompleksy o maksimum absorbancji o dtugosci fali
593 nm (Benzie i Strain 1996).

Przebieg oznaczenia

Komoérki wysiewano na szalki ¢60 mm w gestosci ~ 1x108 w 3 cm® medium
hodowlanego i inkubowano z badanymi zwigzkami przez 72 godziny. Nast¢pnie komorki
lizowano. Do uzyskanego lizatu dodawano 300 mM buforu octanowego (pH=3.6), 10 mM
TPTZ w 40 mM HCI i 20 mM FeCl3x6H20. Proby byly inkubowane z mieszaning reakcyjng
przez 20 minut w temperaturze pokojowej, a pomiary wykonywano przy dlugosci fali. A=593

nm.
6.8.4. Oznaczenie zawartos$ci glutationu (metoda z monochlorobimem)

Zasada metody

Glutation (GSH) jest glownym wewnatrzkomérkowym tiolem o niskiej masie
czasteczkowej 1 odgrywa krytyczng role w obronie komodrkowej przed czynnikami
powodujacymi stres oksydacyjny. Powszechnie wykorzystywana technika pomiaru GSH
w komorkach jest reakcja z monochlorobimanem, ktéry tatwo wnika do komorek tworzac
fluoryzujacy addukt GSH-monochlorobiman, ktoéry moze by¢ mierzony fluorometrycznie.

Reakcja ta jest katalizowana przez S-transferaze glutationowa (Kamencic i in. 2000).

Przebieq oznaczenia

W komoérkach wysianych na czarne 96-dotkowych mikroptytkach w gestosci 5x10°
komorek/ dotek, oceniano poziom glutationu po 72-godzinnej inkubacji z badanymi

zwigzkami. Do kazdego dotka dodawano 40 uM monochlorobimanu i nast¢pnie inkubowano
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w ciemnos$ci w 37°C przez 20 minut. Po tym czasie dokonywano pomiaréw fluorescencji przy
dhugosci fali wzbudzenia Aex=380 nm i dtugosci fali emisji Aem=470 nm. Po pomiarze komorki
byty lizowane roztworem 10 mM TRIS-HCI/0,1% Triton X-100 (pH 8,0). W celu
znormalizowania otrzymanych wynikoéw, kazdorazowo wykonywano pomiar zawartosci DNA
przy uzyciu bromku etydyny w stezeniu 0,2 mM. Fluorescencja bromku etydyny byta mierzona
przy dhugosci fali wzbudzenia Aex=390 nm i dlugosci fali emisji Aem=460 nm. Pomiary

wykonywano przy uzyciu czytnika mikroptyte uoroscan Ascent absystem, Finlandia).
ykony przy uzyci ytnika mikroptytek FI A FL (Labsy Finlandia)

6.8.5. Analiza zmian potencjalu blonowego mitochondriow (A¥m) (metoda
z MitoTracker Red CMXRo0s)

Zasada metody

Do oznaczania zmian potencjatu blonowego mitochondriow w komorce wykorzystano
sonde fluorescencyjng MitoTracker Red CMXRos. Sonda ta jest lipofilowym kationowym
barwnikiem fluorescencyjnym, ktéory wybarwia mitochondria w zywych komorkach.
Akumulacja tego barwnika zalezy od potencjalu btonowego mitochondridow, jest on
gromadzony wewnatrz mitochondriow ze wzgledu na ich ujemny potencjal btony
mitochondrialnej (MMP). Sonda zawiera tiolowo-reaktywna czasteczke chlorometylowa.
Fluorescencja chloro-metylo-X-rozaminy (CMXRo0s) w komorce jest zwigkszona w przypadku
wzrostu MMP. To umozliwia pomiar zmian w potencjale blonowym mitochondriow (A¥m)

w badanych komorkach (Kholmukhamedov i in. 2013).

Przebieq oznaczenia

Komérki wysiewano na czarne 96-dotkowe mikroplytki w gestosci 5x10° komérek/ dotek
1 inkubowano ze zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Po 72 godzinach inkubacji komorki
inkubowano z MitoTracker Red CMXRos w stezeniu 0,1 uM przez 30 min. Nastepnie usuwano
roztwor MitoTracker Red CMXRos z dotkéw 1 przemywano je PBS. Fluorescencje
odczytywano przy fali wzbudzenia Aex= 579 nm 1 dlugosci fali emisji Aem= 599 nm przy uzyciu

czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem, Finlandia).
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6.9. Okreslenie rodzaju $mierci komorki

6.9.1. Ocena intensywnosci procesu autofagii (metoda z monodansylokadaweryng)

Zasada metody

Monodansylokadaweryna (MDC) jest zwigzkiem fluoryzujagcym ze wzgledu na reszte
dansylowg sprzezong z kadaweryng, przy czym wykazano, ze gromadzi si¢ ona preferencyjnie
w autofagosomach. Obecnos¢ MDC w autofagosomach jest konsekwencja wychwytywania

jondw oraz interakcji z lipidami btonowymi (Biederbick i in.1995)

Przebieg oznaczenia

Komorki byty wysiewane na jalowe, czarne 96-dotkowe mikroptytki w gestosci 5x103
komorek/ dotek. Do komorek dodawano zwigzki w odpowiednich stezeniach i inkubowano
przez 72 godziny. Po zakonczeniu inkubacji, usuwano medium i dodawano po 100 pl roztworu
monodansylokadaweryny w stezeniu 50 uM, a nastgpnie inkubowano w ciemnosci przez 15
minut w 37°C. Po zakonczeniu inkubacji sonda byta usuwana z dotkéw, a komorki byly
lizowane roztworem 10 mM TRIS-HCI/0,1% Triton X-100 (pH 8,0). Po zakonczeniu lizy
dokonywano pomiaru fluorescencji przy dtugosci fal wzbudzenia Aex=390 nm 1 dtugosci fali
emisji Aem=460 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem,
Finlandia). W celu standaryzacji wynikow, do kazdego dotka dodano 50 pl roztworu bromku
etydyny o stezeniu 2 mM. Fluorescencja bromku etydyny byla mierzona przy dlugosci fal
wzbudzenia Aex=530 nm 1 dtugos$ci fali emisji Aem=590 nm. Wyniki zostaly wyliczone jako

stosunek fluorescencji monodansylokadaweryny do fluorescencji bromku etydyny.
6.9.2. Okreslenie aktywnosci kaspazy-8 i -9

Zasada metody

Apoptoza, czyli zaprogramowana $mier¢ komorki, odgrywa kluczowa role we wzroscie,
réznicowaniu i homeostazie komoérek. Aby zbada¢ aktywnos$¢ kaspaz-8 i -9 w lizacie
komoérkowym, najpierw przeprowadzono lize¢ komorek inkubowanych wcze$niej badanymi
zwigzkami. Nastepnie, w celu wykrycia aktywnosci tych proteaz, dodano do lizatu peptyd
specyficzny dla kaspaz-8 i -9, ktéry byl zwigzany z barwng czasteczka reporterows -
p-nitroaniling (pNA). Proteolityczne rozszczepienie peptydu przez aktywne kaspazy-8 lub -9
uwalnia chromofor pNA, ktorego ilos¢ mozna mierzy¢ spektrofotometrycznie przy dhugosci

fali A=405 nm. Poziom aktywnosci kaspaz w lizacie komdérkowym mozna oceni¢ na podstawie
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zmiany barwy mieszaniny reakcyjnej, ktora jest wprost proporcjonalna do poziomu aktywnoS$ci

enzymatycznej kaspaz (Gurtu i in. 1997, Thornberry i in. 1997) .

Przebieg oznaczenia

Komoérki byly wysiewano na jatowe szalki ¢ 60 mm w gestosci ~ 1x108 w objetosci
3 cm®. Po 24-godzinnej hodowli, do komérek dodawano zwiazki i inkubowano przez kolejne
72 godziny. Po zakonczeniu inkubacji komorki poddawano lizie. Lizat komodrkowy
inkubowano na lodzie przez 10 minut, a nastepnie odwirowano przy 10 000 x g przez 5 minut
w temp. 4°C. Otrzymany supernatant przenoszono do nowej probowki. Reakcje¢ enzymatyczng
aktywnosci kaspazy przeprowadzano na 96-dotkowej mikroptytce. Kazda reakcja wymagata
50 pL lizatu komorkowego, do ktorego dodawano bufor reakcyjny z DTT. Nastepnie do
kazdego dotka dodawano 5 pL kolorymetrycznego substratu kaspazy-8 (IETD-pNA) lub
kaspazy- 9 (LEHD-pNA). Ptytke inkubowano w 37 °C przez 1-2 godziny.
Po inkubacji dokonywano odczytu przy dtugosci fali 405 nm wykorzystujac czytnik
mikroptytek PowerWave HT (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA).

6.9.3. OKkreslenie aktywnosci kaspazy-3

Zasada metody

Podstawa oznaczenia aktywno$ci kaspazy-3 jest rodamina 110 bis-(amid kwasu
N-CBZ-L-asparaginowego) (Z-DEVD-R110). Substrat ten jest bisamidowa pochodng
rodaminy 110 (R110) zawierajaca peptydy DEVD potaczone kowalencyjnie z kazdg z grup
aminowych R110, ttumigc w ten sposob absorpcje barwnika w $wietle widzialnym 1 jego
fluorescencje (Liu i in. 1999). Po rozszczepieniu enzymatycznym, niefluoryzujacy bisamidowy
substrat jest przeksztatcany w dwuetapowym procesie najpierw do fluoryzujacego monoamidu,
a nastepnie do jeszcze bardziej fluoryzujacej R110. Pomiary przeprowadza przy dlugosci fali

wzbudzenia i emisji odpowiednio Aex=496 nm i Aem= 520 nm.

Przebieq oznaczenia

Komérki byty wysiewane na jalowe szalki ¢ 60 mm w gestosci ~ 1x10° w objetosci
3 cm®. Po 24 godzinach hodowli, do komérek dodawano badane zwigzki i przeprowadzano
inkubacje przez kolejne 72 godziny. Nastepnie, po zakonczeniu inkubacji, komorki poddawano
lizie. Otrzymany lizat komérkowy dodawano do 96-dotkowych czarnych plytek, nastgpnie

dodawano mieszaning reakcyjng skladajacg sie¢ buforu reakcyjnego oraz substratu dla
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kaspazy-3. Plytka byta inkubowana w ciemnos$ci przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Po zakonczeniu inkubacji dokonywano pomiaru fluorescencji przy dtugosci fal wzbudzenia
Aex=496 nm 1 dhugosci fali emisji Aem=520 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek Fluoroscan

Ascent FL (Labsystem, Finlandia).
6.9.4. Analiza faz cyklu komérkowego (metoda cytometryczna)

Zasada metody

Analiza rozktadu faz cyklu komérkowego za pomocg cytometrii przeptywowej opiera
si¢ gtownie na pomiarze zawarto§ci DNA poprzez jego barwienie jodkiem propidyny (PI).
Stechiometryczny charakter reakcji Pl — DNA, tzn. wigzanie si¢ proporcjonalnie do ilosci DNA
obecnego w komorce, pozwala okresli¢ rozktad komoérek w fazach cyklu G1, S 1 G2 lub w fazie

$mierci sub-Gl, ktora charakteryzuje si¢ fragmentacjag DNA (Shen i in. 2017).

Przebieq oznaczenia

Komorki wysiewano na szalki ¢ 60 mm w gestosci ~ 1x10° w objetosci 3 cm?. Nastepnie
do komorek dodawano zwigzki w odpowiednich stezeniach i inkubowano przez 72 godziny. Po
zakonczeniu inkubacji komorki uwalniano za pomocg trypsyny i nast¢gpnie wirowano (1000
obrotow/minut¢ przez 5 minut w temp. 4°C). Usuwano supernatant, a osad komoérkowy
zawieszono w 100 ul PBS i utrwalano w zimnym 70% etanolu. Utrwalone komorki, w celu
usuniecia etanolu, odwirowano przy 2000 obrotow/minute przez 5 minut w temp. 4°C,
przemywano PBS i ponownie wirowano w takich samych warunkach. Do uzyskanego osadu
dodawano PBS zawierajacy 4mg/ml jodku propidyny i1 20pg/ml RNAzy A. Pomiar
wykonywano z wykorzystaniem cytometru przeptywowego Becton Dickinson LSR II.
Populacje komorek w okreslonych fazach cyklu komoérkowego okreslano ilosciowo na
podstawie standardowego zliczenia 10 000 komoérek przy uzyciu oprogramowania FlowJo v7.6

(Ashland, OR, USA).
6.9.5. Oznaczenie poziomu jonéw wapnia (fluorymetryczna metoda z fluo-3 AM)

Zasada metody

Fluo-3 jest fluorescencyjnym indykatorem wewngtrzkomérkowego poziomu wapnia
(Ca?"), stosowany jest do pomiaru stezenia Ca** wewnatrz zywych komérek. Ester Fluo-3 AM
przenika do komorek bez zaktdcania ich funkcjonowania. Dzigki wiasciwosciom esteru

acetoksymetylowego (AM), Fluo-3 AM jest btonowo przepuszczalny, co umozliwia jego
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wnikanie do wigkszosci komorek poprzez inkubacje z rozcienczonymi wodnymi roztworami

estru AM.

Po wprowadzeniu do komorek, sonda Fluo-3 AM nie wykazuje fluorescencji w
obecnosci jonow wapnia (Ca2+). Jednak wewnatrz komorki ulega ona hydrolizie przez
niespecyficzne esterazy cytozolowe, przeksztalcajac si¢ w wolny kwas fluo-3. Wolny kwas
fluo-3 poczatkowo nie wykazuje fluorescencji, ale jego fluorescencja wzrasta co najmniej
40-krotnie po zwigzaniu si¢ z jonami wapnia(Morris i in. 1994, Togayachi i in. 2010)(Morris i
in. 1994, Togayachi i in. 2010).

Przebieg oznaczenia

Komérki wysiewano na czarne 96-dotkowe mikroptytki w gestosci 5x10% komorek/ dotek
i inkubowano ze zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Po 72 godzinach inkubacji usuwano
medium i dodawano sond¢ Fluo-3 AM (4 uM/100 uL HBSS/dotek). Komorki inkubowano
w ciemnos$ci przez 30 minut. Nastgpnie usuwano roztwor sondy z ptytki I zastgpowano go
roztworem HHBS. Fluorescencj¢ odczytywano przy fali wzbudzenia Aex= 490 nm i dtugosci
fali emisji Aem= 525 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek Fluoroscan Ascent FL (Labsystem,

Finlandia).
6.10. Immunodetekcja biatka HKII (Western Blot)

Zasada metody

Metoda Western Blot jest powszechnie stosowang technikg w biologii molekularnej,
ktéra pozwala na identyfikacj¢ specyficznych biatek w mieszaninie biatek. Metoda ta opiera
si¢ na rozdzieleniu mieszaniny biatek na podstawie masy czasteczkowej poprzez elektroforeze
zelowa, a nastgpnie przeniesieniu bialek na membrang. Na membranie tworzy si¢ pasmo dla
kazdego biatka. Membrana jest inkubowana z znakowanym przeciwciatem pierwszorzedowym
(przeciwcialo specyficzne dla biatka docelowego). Niezwigzane przeciwcialo jest
wyplukiwane, pozostawiajac jedynie przeciwciato zwigzane ze zidentyfikowanym biatkiem,
a nast¢pnie membrana jest poddawana dziataniu przeciwciata drugorzgdowego. Przeciwciato
drugorzgdowe wigze sie z specyficznym dla badanego biatka przeciwcialem
pierwszorzgdowym, tworzac kompleks przeciwcial. Zwigzane przeciwciala sa nast¢pnie

wizualizowane metoda chemiluminescencji (Mahmood i Yang 2012).

Przebieq oznaczenia
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Probki przygotowywano w objetosci 20 uL zawierajacej 20-35 pg biatka, mieszano je
z buforem obcigzajacym i inaktywowano termicznie w 95°C przez 5 min. Zawarto$¢ biatka
W probie zostata oznaczona za pomocg metody Lowry'ego. Uzyto zeli gradientowych 4-20%
(Invitrogen) z markerem biatkowym VI (wstepnie wybarwionym), peqGOLD (VWR). Probki
rozdzielano w zelach Novex™ WedgeWell™ 4-20%, Tris-Glicyna. Elektroforeze prowadzono
w buforze Tris-Glycine SDS Running Buffer (25 mM Tris Base, 192 mM glicyna, 0,1% SDS,
pH 8,3) w temperaturze pokojowej przez 40-50 min przy napig¢ciu 225 V (Mini Gel Tank,
Invitrogen, Carlsbad, CA). Po elektroforezie biatka przenoszono z zeli poliakrylamidowych na
membrany PVDF (Millipore) przy uzyciu Mini Blot Module (Invitrogen). Membrany ptukano
trzykrotnie przez 5 minut buforem TBST (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20).
Nastepnie membrany inkubowano przez 1h w buforze blokujacym (5% odttuszczone mleko
w proszku w TBST), po czym plukano je trzykrotnie przez 5 minut w roztworze TBST.
Membrany poci¢to na paski odpowiadajace kazdemu biatku i umieszczono w oddzielnych
studzienkach. Do membran dodano krolicze przeciwcialo monoklonalne w rozcienczeniu
1/1000 skierowane przeciwko HKII (nr kat. 2867, Cell Signaling Technology) i B-aktynie (nr
kat. 4970, Cell Signaling Technology), a nastgpnie prowadzono inkubacje przez noc w 4°C.
W kolejnym etapie wszystkie membrany ptukano trzykrotnie w roztworze TBST przez 5 min.
Nastgpnie na membrany naktadano skoniugowane z peroksydaza chrzanowg przeciwcialo
drugorzedowe anty-rabbit IgG (nr kat. 7074, Cell Signaling Technology), po czym inkubowano
z substratem chemiluminescencyjnym (SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate lub SuperSignal™ West Atto Ultimate Sensitivity Substrate, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Immunoreaktywne pasma byly wizualizowane przy uzyciu
systemu obrazowania c300 (Azure Biosystems, Dublin, CA, USA). Intensywnos¢ pasm byla
okreslana ilo$ciowo przy uzyciu oprogramowania ImageJ v1.5 (NIH, Bethesda, MD, USA).
Wzgledny poziom biatka wyrazano jako stosunek densytometrycznej objetosci badanego

pasma do objetosci odpowiadajgcego mu pasma [-aktyny.
6.11. Analiza statystyczna

Statystyczng analize¢ danych w prezentowanej pracy doktorskiej wykonano przy uzyciu
dwoch programow  statystycznych: GraphPad Prism ver. 5 oraz STATISTICA
ver. 13.1.

Wyniki badan, uzyskanych w przynajmniej 3 niezaleznych eksperymentach wykonanych

w 3-5 powtdrzeniach, przedstawiono w postaci S$redniej arytmetycznej i odchylenia
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standardowego (SD). Srednia arytmetyczna i odchylenie standardowe obliczano za pomoca
programu Microsoft Excel (aplikacji Microsoft 365, Microsoft Corporation, USA). Normalno$¢
rozktadu wyznaczano przy pomocy testu Shapiro-Wilk’a, a homogenno$¢ wariancji
sprawdzono testem Browna-Forsythe’a. W przypadku bardziej zlozonych poréwnan
wykorzystano testy jedno-, dwu- i wieloczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Jezeli na tym
etapie analizy danych wystapily rdznice istotne statystycznie pomig¢dzy badanymi zmiennymi
wowczas dokonywano dalszej analizy w oparciu o test Tukey’a (tzw. test post-hoc). Istotnosé¢

statystyczng pomiedzy probami stwierdzano przy p<0.05.
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7. Wyniki
7.1. Wplyw badanych zwiazkéw na aktywnos$¢ heksokinazy Il (HKII)

Aby okresli¢ aktywnosci heksokinazy Il (HKIIl) wykorzystano 2 rodzaje testow:
w warunkach in solution (w roztworze) oraz in vitro (w komorce). Obie metody opierajg si¢ na
pomiarze przemiany glukozy do glukozo-6-fosforanu przez HKII. Nastepnie, produkt ten byt
utleniony przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowg (G6PD), co prowadzito do powstania
produktu ubocznego - NADPH. W tescie komercyjnym NADPH powodowatl konwersje sondy
poprzez redukcje jej bezbarwnej formy do barwnego produktu. Kontrole pozytywna stanowit
3-bromopirogronian (3BP) w stezeniu 5 uM (w tescie komercyjnym) lub 50 uM (w tescie na

lizacie komorkowym).

W celu wyboru najbardziej obiecujacych zwigzkow hamujacych aktywnos¢ HKII,
przeprowadzono analiz¢ aktywnos$ci enzymu in solution. Przebadano grupe 16 zwigzkow
(Tabela 2.), sposrod ktorych trzy - glimepiryd (7,6%), indometacyna (5,2%) oraz benserazyd
(16,24%) - wybrano do dalszej analizy ze wzglgdu na ich zdolnos¢ do hamowania aktywnoS$ci
HKII w roztworze oraz kliniczne zastosowanie jako leki w innych schorzeniach, takich jak
cukrzyca, przewlekte stany bolowe uktadu migéniowo-szkieletowego czy choroba Parkinsona
(Ryc. 7.1.).

Tabela 2. Wyniki testu inhibicji heksokinazy 11 (HKII) w warunkach in solution (w roztworze).

Nazwa zwiazku Aktywnos$¢ heksokinazy 11

[Y6kontroli negatywnej]

Benserazyd 16,24+0,81
Glimepiryd 7,6+0.,38
Indometacyna 5,2+0.,26
KJU-011 5,5+0,27
KJU-015 2,8+0,14
KJU-021 15,4+0,77
KJU-023 15,4+0,66
KJU-024 16,5+0,82
KSZ-008 13,2+0,82
KSZ-009 57,1£2,86
MWA-064 20,5+1,02
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MWA-067 30,6+0,97
MWA-069 38,5+1,92
MWA-071 13,7+0,68
Sulfabenzamid 25,0+1,25
Zafirlukast 61,14£3,06

150

100+

(o)
T

*k%k

Aktywnos¢ HKIl
[% aktywnosci]

*kk
*kk *kk

Ryc. 7.1. Aktywno$¢ HKIl w roztworze zawierajacym glimepiryd, indometacyn¢ lub
benserazyd w stezeniu 5 uM. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD z trzech

niezaleznych eksperymentow (***p < 0,001 wzgledem kontroli).

Aby okresli¢ dziatanie glimepirydu, indometacyny i benserazydu hamujace aktywno$é
HKIl w komorkach, wykorzystano dwie linie komorkowe raka watroby: HepG2 1 Huh-7.

Badania na poziomie in vitro przeprowadzono w st¢zeniach 10, 50 i 100 uM.

W badaniach in vitro zaobserwowano, ze gtownie glimepiryd i indometacyna hamuja
aktywno$¢ HKII. Wraz ze wzrostem st¢zenia (10, 50, 100 uM) obserwowany byl silniejszy
efekt hamujacy zwiazkow (glimepiryd i indometacyna) w komorkach linii Huh-7 i HepG2
(Ryc. 7.2. 1 Ryc. 7.3.). Najsilniejsze dziatanie hamujgce aktywnos$¢ enzymu stwierdzono dla
indometacyny w stezeniu 100 uM, gdzie aktywnosci HKII spadifa odpowiednio do 30,14%
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1 28,17% w komorkach linii Huh-7 i HepG2 (Ryc. 7.3.). Natomiast glimepiryd w stgzeniu 100
uM hamowat HKII odpowiednio do 50,78% (Huh-7) i 31,39% (HepG2) (Ryc. 7.2.).
Nie stwierdzono tendencji, w ktorej wraz ze wzrostem stezenia benserazydu malata aktywnos$¢

HKII w obu liniach komérkowych nowotworu watroby (Huh-7 i HepG2) (Ryc. 7.2.).

Huh-7 HepG2
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Ryc. 7.2. Wptyw, glimepirydu (Glim) stosowanego w stezeniach 10-100 uM i zwigzku
referencyjnego 3-bromopirogronian (3BP) w stezeniu 50 uM, inkubowanych przez
72 godziny, na aktywno$¢ heksokinazy Il w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2
(B). Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z pigciu niezaleznych eksperymentow
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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Ryc. 7.3.
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Ryc. 7.4.
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Wptyw indometacyny (Indo) stosowanej w stezeniach 10-100 uM i zwiazku
referencyjnego 3BP w stg¢zeniu 50 puM inkubowanych przez 72 godziny na
aktywnos$¢ heksokinazy Il w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B). Wyniki
przedstawiono jako $rednia = SD z pigciu niezaleznych eksperymentow

(***p <0,001 wzgledem kontroli).
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Wplyw benserazydu (Ben) stosowanego w stezeniach 10-100 uM i zwigzku
referencyjnego 3BP w st¢zeniu 50 uM inkubowanych przez 72 godziny na
aktywno$¢ heksokinazy Il w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B). Wyniki
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przedstawiono jako $rednia + SD z pieciu niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001
wzgledem 3BP w stezeniu 50 uM).

7.2. Cytotoksyczno$¢ badanych zwiazkow

Celem gltownym niniejszego badania byto zbadanie cytotoksycznosci trzech zwigzkow:
glimepirydu, indometacyny i benserazydu na dwdch liniach komérkowych nowotworu watroby
(HepG2 i HuH-7). Dodatkowo, zbadano wptyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu na
cytotoksyczno$¢ doksorubicyny. Linie komodrkowe inkubowano z badanymi zwigzkami
(glimepiryd, indometacyna i benserazyd) w zakresie stezen 100-500 uM lub 0,1-10 uM
(doksorubicyna) przez okres 72 godzin, a ich przezywalno$¢ oceniano za pomocg testu MTT.

Na podstawie uzyskanych krzywych przezywalnosci wyznaczono wartosci ICso.
7.2.1. Cytotoksycznosé glimepirydu, indometacyny i benserazydu

Potencjalne inhibitory heksokinazy 1l wykazaly zréznicowang odpowiedz
cytotoksyczng wobec dwoéch linii komorkowych raka watroby. Glimepiryd wykazywat
silniejsze dziatanie cytotoksyczne wobec komoérek linii HepG2, co zostalo potwierdzone
2,5-krotnym spadkiem aktywnosci metabolicznej linii komoérkowej HepG2 w poréwnaniu do
linii Huh-7, gdzie ICso wynosito odpowiednio 463,3 uM i 186,2 uM (Ryc. 7.5.). Z kolei
indometacyna nie wykazywala wtasciwosci cytotoksycznych w zakresie stezen 100-500 pM
wobec komorek linii HepG2, ale zmniejszata przezywalnos¢ o 50% w linii komorkowej
Huh-7 w stezeniu 368,8 uM (Ryc. 7.6.). Benserazyd natomiast zmniejszal przezywalno$¢
0 50% w linii komérkowej HepG2 w stezeniu 423,9 uM, jednakze w zakresie stezen 100-500
uM zaobserwowano maksymalny spadek proliferacji komorek linii Huh-7 do 60,48%
(Ryc. 7.7.).
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Ryc. 7.5. Krzywe przezywalnosci komorek linii Huh-7 i HepG2 inkubowanych przez 72

godziny z glimepirydem. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD z trzech

niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem

kontroli).
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Ryc. 7.6. Krzywe przezywalnosci komorek linii Huh-7 i HepG2 inkubowanych przez 72

godziny z indometacyng. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD z trzech

niezaleznych eksperymentéw (*p < 0,05, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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Ryc. 7.7. Krzywe przezywalnosci komorek linii Huh-7 i HepG2 inkubowanych przez
72 godziny z benserazydem. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentéw (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem
kontroli).

7.2.2. Wplyw glimepirydu, indometacyny lub benserazydu na cytotoksyczno$é
doksorubicyny

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze linia komoérkowa Huh-7 jest bardziej
wrazliwa na dziatanie doksorubicyny, niz linia komdérkowa HepG2, co potwierdzaja uzyskane
wartos$ci ICsp. Wartosci ICso wynosity odpowiednio 0,65 uM dla linii komérkowej Huh-7 oraz
0,72 uM dla komorek linii HepG2. Wartosci te lub ich wielokrotnosci zostaty wykorzystane w
kolejnych badaniach (Ryc. 7.8.).
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Ryc. 7.8. Krzywe przezywalnosci komorek linii Huh-7 i HepG2 inkubowanych przez
72 godziny z doksorubicyng. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem

kontroli).

W badaniach na komorkach linii HepG2 i Huh-7 zbadano wpltyw kombinacji
glimepirydu, indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng w stezeniu ICso lub 0,51Csp.
Wyniki analiz wykazaly, ze potaczenie glimepirydu w stezeniach 300, 400 i 500 puM
z doksorubicyng w stezeniu ICsop wykazuje synergistyczne dzialanie obu zwigzkow. W
przypadku polaczenia glimepirydu z doksorubicyng w stezeniu 0,51Cso, synergia byta
obserwowana tylko przy stezeniach 400 i 500 uM glimepirydu dla linii komérkowej Huh-7
(Ryc. 7.9.A. i Tabela 3.). Dla komorek linii HepG2, synergia byta stwierdzona w kazdym
stosowanym ste¢zeniu glimepirydu (100-500 uM) przy polaczeniu z doksorubicyng W st¢zeniu
ICs0. W przypadku potagczenia glimepirydu z doksorubicyng w stezeniu 0,51Csp, nie
zaobserwowano synergii dziatania (Ryc. 7.10.A. i Tabela 4.).

Nie stwierdzono efektu synergistycznego po zastosowaniu indometacyny w zakresie
stezen 100-500 uM w potaczeniu z doksorubicyng W st¢zeniu ICso lub 0,51Csg. Podobnie,
w przypadku potaczenia benserazydu z doksorubicyng, nie zaobserwowano synergistycznego
dziatania tych zwigzkow w komorkach linii HepG2 (Tabela 3.). W linii komodrkowej Huh-7
za$, po zastosowaniu benserazydu w stezeniach 300, 400 i 500 pM w potaczeniu

z doksorubicyng w stezeniu ICso lub 0,51Cso, zaobserwowano efekt synergistyczny (Tabela 3.).
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Ryc. 7.9. Wptyw doksorubiny (DOX) w stezeniu ICsp lub 0,51Cso na krzywe przezywalno$ci
glimepirydu (A), indometacyny (B) lub benserazydu (C) w komdrkach Huh-7.
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Tabela 3. Cytotoksyczno$¢ kombinacji glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w polgczeniu z doksorubicyng w stezeniach ICsp (0,65uM)
lub 0,51Cs (0,325uM) w komorkach Huh-7. Legenda: efekt: | - antagonistyczny, 1 - synergistyczny, = - addytywny. Poziom istotnosci
statystycznej istotnosci statystycznej oznaczono * (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) lub skrotem "ns" dla réznic nieistotnych

statystycznie.

Huh7
Glimepiryd | Poziom | Poziom
M Doksorubicyna istotnosci | Efekt Doksorubicyna istotnosci | Efekt
statystycznej statystycznej
100 ICso ns ! 0,51Cs0 kel !
200 ICs0 Fkk ! 0,5ICxo Fkk !
300 ICs0 okl 0 0,51Cso Fkk !
400 ICs0 Fkk 0 0,5ICxo Fkk 0
500 ICso faaied 1 0,5ICso *kok 1
Indometacyna | Poziom | Poziom
M Doksorubicyna istotnosci | Efekt Doksorubicyna istotnosci | Efekt
statystycznej statystycznej
100 ICso ns ! 0,5ICxo kK !
200 ICs0 faleka = 0,51Csx0 ool }
300 ICs0 Fkk 0 0,51Cxo Fkk 0
400 ICs0 Fkk = 0,51Cso Fkk 0
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500 ICso faladed
Poziom
Benserazyd ) )
Doksorubicyna istotnosci
[uM] .
statystycznej
100 I1Cso ns
200 ICso faladed
300 ICso eladed
400 ICso faladed
500 ICso faladed

Efekt

- > > <

0,51Cso

Doksorubicyna

0,51Cs
0,51Cso

0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso

*k*k =

Poziom
istotnosci Efekt
statystycznej
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KAk
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- > > —
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Tabela 4. Cytotoksycznos¢ kombinacji glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w potaczeniu z doksorubicyng w stezeniach ICso (0,72 pM)

lub 0,51Cs0 (0,36 uM)w komorkach linii HepG2. Legenda: efekt | - antagonistyczny, 1 - synergistyczny, = - addytywny. Poziom

istotnosci statystycznej istotno$ci statystycznej oznaczono * (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) lub skrotem "ns" dla roéznic

nieistotnych statystycznie.

Glimepiryd
[uM]

100
200
300
400
500

Indometacyna
[uM]

100
200
300
400

Poziom

Doksorubicyna istotnosci

statystycznej
ICSO *k*k
1Cs0 falalad
1Cs0 ol
|C50 *k*k
|C50 *k*k
Poziom

Doksorubicyna istotnosci

statystycznej
1Cs0 falalad
ICs0 ns
ICs0 il
ICso ——

HepG2

Efekt

- o S >

Efekt

— — —

Doksorubicyna

0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso

Doksorubicyna

0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso

Poziom
istotnosci

statystycznej

**k*k
**x*k
**%k
**k*k

**k*

Poziom
istotnoSci
statystycznej
ns
-

e

**k*k

Efekt

— — —
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*

*k*k

**k*

Efekt

— —

0,51Cso

Doksorubicyna

0,51Csp
0,51Cso

0,51Cso
0,51Cso
0,51Cso

**x l
Poziom
istotnosci Efekt
statystycznej
ns !
* !
* !

*k*k

**k*

80



7.3. Immunodetekcja HKII metodg Western blot

W niniejszym badaniu wykorzystano analiz¢ Western Blot do oceny poziomu biatka HKII
w trzech liniach komérkowych: Huh-7, HepG2 i HMEC-1. Wyniki, przedstawione na rycinie
7.11., wykazaly znacznie wyzszy poziom HKIl w nowotworowych liniach komoérkowych

HepG2 i Huh-7 w poréwnaniu z prawidtowg linig komorkowa HMEC-1.

Doswiadczenie wykazato 5,69-krotnie wyzszy poziom HKII w komérkach linii HepG2 niz
w komarkach linii HMEC-1, podczas gdy w przypadku linii komoérkowej Huh-7 - 7,02-krotnie

wyzszy poziom HKII w poréwnaniu do linit HMEC-1.
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HepG2 Huh-7 HMEC-1

Ryc. 7.11. Poréwnanie poziomu biatka HKIl w komorkach linii HepG2, Huh-7 i HMEC-1.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow
(***p < 0,001 wzgledem komoérek HMEC-1 - komodrek prawidtowych
wykazujacych niski poziom HKII).
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7.4 Wpltyw badanych zwiazkéw na generowanie stresu oksydacyjnego w komorkach linii
HepG2 i HuH-7

7.4.1. Poziom reaktywnych form tlenu powstajacych pod wplywem badanych zwiazkow

W eksperymencie przebadano wplyw glimepirydu, indometacyny lub benserazydu,
a takze ich kombinacji z doksorubicyna, na wewnatrzkomorkowy poziom reaktywnych form
tlenu (RFT) w komorkach nowotworowych watroby (linie komérkowe Huh-7 i HepG2). Do
pomiaru poziomu RFT wykorzystano sonde H.DCF-DA. Wyniki badan zostaty przedstawione

w postaci wykreséw umieszczonych na rycinach 7.12.-7.14.

74.1.1. Wplyw  glimepirydu, indometacyny i benserazydu na  poziom

wewnatrzkomorkowych RFT

W przypadku obu linii komérkowych nowotworu watroby, linii komoérkowej Huh-7
i linii komorkowej HepG2, poddanych dziataniu glimepirydu, indometacyny lub benserazydu

obserwowano zwigkszong produkcje reaktywnych form tlenu (RFT).

W linii komérkowej Huh-7 zaobserwowano najwigkszy wzrost poziomu RFT po
zastosowaniu benserazydu, o 142,28%. W przypadku glimepirydu i indometacyny wzrost ten
wynosit odpowiednio 98,01% i 100,79% (Ryc. 7.12.A.). Natomiast w przypadku linii
komoérkowej HepG2 to indometacyna wywotata najwigkszy wzrost poziomu RFT - 97,2%.
Potraktowanie komorek linii HepG2 glimepirydem lub benserazydem skutkowato odpowiednio

37,79% i 52,04% wzrostem poziomu generowanych form tlenu (Ryc. 7.12.B.).
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Ryc. 7.12. Poziom reaktywnych form tlenu w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem, indometacyng i benserazydem w st¢zeniu ICso przez
72 godziny. Wyniki przedstawiono jako srednia + SD z trzech niezaleznych

eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.4.1.2. Wplyw glimepirydu, indometacyny Ilub benserazydu w kombinacji
z doksorubicyna na poziom RFT

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze kombinacja glimepirydu,
indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng zwigkszaja poziom reaktywnych form tlenu

(RFT) w komorkach linii Huh-7 i HepG2.

W linii komoérkowej Huh-7 najwigkszy wzrost poziomu RFT obserwowano po
potraktowaniu komoérek kombinacjg benserazydu i doksorubicyny, odpowiednio o 138,14%
(Ryc. 7.13.A.) 1 63,36% (Ryc. 7. 14.A.) w stezeniach ICsp i 0,51Csg doksorubicyny. Natomiast
w przypadku linii komorkowej HepG2 najwigkszy wzrost poziomu RFT zaobserwowano po
potaczeniu glimepirydu i doksorubicyny w stezeniach ICso i 0,51Cso, 0dpowiednio 0 54,58%
(Ryc. 7.13.B.) 1 48,78% (Ryc. 7. 14.B.).
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Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku polaczenia badanych zwigzkow
z doksorubicyna w stezeniach ICso lub 0,51Cso poziom RFT utrzymywal si¢ na podobnym

poziomie, jak po zastosowaniu samej doksorubicyny (w linii komérkowej HepG2) lub byt

nizszy (w linii komorkowej Huh-7).
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Ryc. 7.13. Poziom reaktywnych form tlenu w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben)
w stezeniu ICso w kombinacji z doksorubicyna w stezeniu ICso przez 72 godziny.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow(*p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05 wzgledem

doksorubicyny w stezeniu ICsp).
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Ryc. 7.14. Poziom reaktywnych form tlenu w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) i benserazydem (Ben)
w stezeniu ICso w kombinacji z doksorubicyng w stezeniu 0,51Cso przez 72 godziny.
Wyniki przedstawiono jako §rednia = SD z trzech niezaleznych (*p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05 wzgledem doksorubicyny w
stezeniu 0,51Csp).

7.4.2. Poziom reaktywnych form azotu powstajacych pod wplywem badanych zwiazkéw

W celu zbadania wptywu glimepirydu, indometacyny i benserazydu, stosowanych
samodzielnie lub w polaczeniu z doksorubicyna, na poziom reaktywnych form azotu (RFA)
w komorkach raka watroby linii Huh-7 i HepG2, zastosowano sond¢ DAF-FM. Wyniki
pomiaréw poziomu RFA przedstawiono graficznie na rycinach 7.15.-7.17.

7.4.2.1. Wplyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu na poziom RFA

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze glimepiryd, indometacyna 1 benserazyd
zwigkszaty poziom RFA w komorkach linii HepG2 odpowiednio o 73,34%, 28,57% 1 69,68%
(Ryc. 7.15.B.). Z kolei w przypadku linii komdérkowej Huh-7 tylko benserazyd powodowat
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znaczacy wzrost poziomu RFA, o0 57,66%, w porownaniu z komoérkami kontrolnymi

(Ryc. 7.15.A).
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Ryc. 7.15. Poziom reaktywnych form azotu w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem, indometacyng 1 benserazydem w stgzeniu ICso
inkubowanych przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem
kontroli).

7.4.2.2. Wplyw  glimepirydu, indometacyny Iub benserazydu w kombinacji
z doksorubicyna na poziom RFA

W linii komoérkowej Huh-7 glimepiryd, indometacyna 1 benserazyd w polaczeniu
z doksorubicyng w stezeniach ICsp lub 0,51Cso powodowaly wzrost poziomu RFA
w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. Jak mozna zauwazy¢ na rycinie 17.16 i 17.17.,
potaczenie benserazydu i doksorubicyny w stezeniach ICso i 0,51Cso powodowato znaczacy

wzrost poziomu RFA, odpowiednio o 138,14% (Ryc. 17.16.A.) i 63,36% (Ryc. 17.17.A))
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w komorkach linii Huh-7. Nie odnotowano natomiast wzrostu poziomu RFA w porownaniu

z komorkami traktowanymi samg doksorubicyng w stezeniach ICsg lub 0,51Cs.

W komorkach linii HepG2 wszystkie badane zwigzki w potaczeniu z doksorubicyng
zwigkszaty poziom RFA. Jednak tylko glimepiryd i benserazyd w polaczeniu z doksorubicyna
w stezeniach ICso (Ryc. 17.16.B.) i 0,51Cso (Ryc. 17.17.B.) wywotywaty zwigkszenie poziomu
RFA w poréwnaniu do komorek traktowanych samg doksorubicyng, jak i w stosunku do

komorek kontrolnych.
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Ryc. 7.16. Poziom reaktywnych form azotu w komorkach linii Huh-7 (A) 1 HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) i benserazydem (Ben)
w stezeniu ICsp w kombinacji z doksorubicyng (DOX) w stezeniu ICsp
inkubowanych przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako srednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentow (***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ###p <
0,001 wzgledem doksorubicyny w stezeniu ICsp).
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Ryc. 7.17. Poziom reaktywnych form azotu w komorkach linii Huh-7 i HepG2 traktowanych
glimepirydem (Glim), indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben) w stezeniu ICso
w kombinacji z doksorubicyng (DOX) w stezeniu 0,5ICso inkubowanych przez 72
godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych
eksperymentoéw (*p < 0,05, **p <0,01, ***p <0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05,
##p < 0,001 wzgledem doksorubicyny w stezeniu 0,51Csp).

7.4.3. Zmiany transblonowego potencjalu mitochondrialnego (AY)

Ocena potencjatu btony mitochondrialnej (A¥Y) w komorkach moze by¢ wykorzystana
do oszacowania stanu bioenergetycznego mitochondriow. W tym celu stosuje si¢
fluorescencyjne sondy kationowe, ktore sg w stanie wnika¢ do komorek i gromadzi¢ si¢ gtdéwnie

w macierzy mitochondrialnej w sposob zalezny od AY.

W niniejszej pracy doktorskiej zastosowano sond¢ MitoTracker CMXRos do oceny
stanu mitochondriow i zmian potencjatu mitochondrialnego (MMP) w komorkach linii Huh-7

i1 HepG2. Komorki te byly poddane na dzialanie badanych zwiazkow (glimepirydu,
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indometacyny, benserazydu) oraz ich kombinacji z doksorubicyng. Wyniki przedstawiono na
Ryc. 17.18-17.20.

7.4.3.1. Wplyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu na potencjal blony

mitochondrialnej

Po 72-godzinnej inkubacji komorek linii Huh-7 i HepG2 z badanymi zwigzkami
zaobserwowano spadek intensywnosci fluorescencji sondy MitoTracker Red CMXRos, co

wskazuje na depolaryzacje btony.

W komorkach linii Huh-7, po inkubacji z badanymi zwigzkami w stezeniach ICso,
obserwowano spadek MMP odpowiednio o 9,27%, 23,5%, 29,5% dla glimepirydu,
indometacyny oraz benserazydu (Ryc. 17.18.A.). W przypadku komorek linii HepG2 spadek
potencjalu blony mitochondrialnej wynosit 15,1%, 17% i 20,18% odpowiednio dla
glimepirydu, indometacyny oraz benserazydu (Ryc.17.18.B.).
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Ryc. 7.18. Zmiany potencjatu btony mitochondrialnej (MMP) w komoérkach linii Huh-7 (A)
i HepG2 (B) traktowanych glimepirydem, indometacyng lub benserazydem
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w stezeniu ICsg przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako srednia + SD z trzech

niezaleznych eksperymentoéw (**p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.4.3.2. Wplyw kombinacji glimepirydu, indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng

na potencjal blony mitochondrialnej

W komérkach linii Huh-7 inkubowanych z badanymi potencjalnymi inhibitorami HKII
w kombinacji z doksorubicyng w stgzeniu ICso lub 0.51Csp po 72 godzinach inkubacji,
obserwowano depolaryzacj¢ blony. Jak pokazano na Ryc. 7.20. najwigkszy spadek potencjatu
btony, o 33,64%, wystapit po zastosowaniu benserazydu w potaczeniu z doksorubicyng
w stezeniu 0,51Csp. W przypadku kombinacji benserazydu z doksorubicyng w stezeniu ICso
doszto do spadku potencjatu btony o 32,03% (Ryc. 7.19.A.). Aczkolwiek, wykonane badanie
nie wykazato istotnych statystycznie zmian potencjatu blony mitochondrialnej po zastosowaniu
kombinacji benserazydu lub indometacyny z doksorubicyna w stezeniu ICso lub 0.51Csp oraz

glimepirydu w potaczeniu z doksorubicyng w stezeniu 0.51Csop w komorkach linii Huh-7.

W przypadku komorek linii HepG2 obserwowano spadek MMP po inkubacji
z badanymi zwigzkami. Podobnie jak w komorkach linii Huh-7, benserazyd w skojarzeniu
z doksorubicyng wywotal najwyzszy spadek potencjalu blony mitochondrialnej o 21.1 %
w stezeniu ICsp (Ryc.7.19.B.) oraz 0 22.21% w stezeniu 0.51Cso w linii komérkowej HepG2
(Ryc.7.20.B.).
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Ryc. 7.19. Zmiany potencjatu btony mitochondrialnej (MMP) w komoérkach linii Huh-7 (A)
I HepG2 (B) traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) lub
benserazydem (Ben) w stezeniu ICso w kombinacji z doksorubicyng stezeniu 1Csg
przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych
eksperymentéw (***p < 0,001 wzgledem kontroli, ###p < 0,001 wzgledem

doksorubicyny w stezeniu I1Cso).
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Ryc. 7.20. Zmiany potencjatu btony mitochondrialnej (MMP) w komoérkach linii Huh-7 (A)
I HepG2 (B) traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) lub
benserazydem (Ben) w stezeniu 1Cso w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu
0.51Cso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech

niezaleznych eksperymentow (***p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.4.4. Wplyw badanych zwiazkéw na calkowity potencjal antyoksydacyjny

W celu ustalenia potencjalnej roli stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego
w cytotoksycznos$ci glimperydu, indometacyny, benserazydu 1 ich polaczenia z doksorubicyna,
przeanalizowano molekularne biomarkery uszkodzen komoérki powstajacych na skutek
zwigkszonego stresu oksydacyjnego, w tym catkowity potencjat antyoksydacyjny komorek.
W badaniu oceniano catkowity potencjal antyoksydacyjny za pomoca testu FRAP (ang. ferric
reducing-antioxidant power), za pomoca ktérego mozliwa jest analiza redukcji jonow Fe®* do
Fe*. Wyniki przedstawiono na Ryc. 7.21-7.23.
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7.4.4.1. Wplyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu na calkowity potencjal
antyoksydacyjny

Badania wykazaty, ze glimepiryd, indometacyna i benserazyd obnizaja potencjal

antyoksydacyjny komoérek w obu liniach komorkowych Huh-7 i HepG2.

Najnizszy poziom potencjalu antyoksydacyjnego obserwowano w komorkach
inkubowanych z benserazydem w stezeniu ICsp, efekt ten wystepowat w obu badanych liniach

komorkowych (Ryc. 7.21.).
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Ryc. 7.21. Calkowity potencjal antyoksydacyjny komoérek linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem, indometacyng i benserazydem w st¢zeniu 1Cso przez
72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD z pigciu niezaleznych

eksperymentoéw (**p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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7.4.4.2 Wplyw glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w kombinacji
z doksorubicyna na calkowity potencjal antyoksydacyjny

W linii komoérkowej Huh-7, kombinacja glimepirydu z doksorubicyng w st¢zeniu ICso
spowodowata istotny spadek catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (Ryc. 7.22A.),
podczas gdy w komorkach linii HepG2 znaczny spadek potencjatu antyoksydacyjnego
zaobserwowano po zastosowaniu benserazydu w kombinacji z doksorubicyng w stezeniu ICso
(Ryc. 7.22.B.). Co cickawe, kombinacja indometacyny z doksorubicyng w stezeniu 0,51Cso
wywotata spadek potencjatu antyoksydacyjnego w obu liniach komérkowych (Ryc. 7.23.).
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Ryc. 7.22. Calkowity potencjat antyoksydacyjny komorek linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben)
w stezeniu ICso w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu ICso przez 72
godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD z pigciu niezaleznych
eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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Ryc. 7.23. Calkowity potencjal antyoksydacyjny komorek linii Huh-7 (A) i HepG2 (B)
traktowanych glimepirydem (Glim), indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben)
w stezeniu ICso w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu 0,51Cso przez 72
godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD z pigciu niezaleznych
eksperymentéw (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p <
0,05, ##p < 0,01 wzgledem doksorubicyny w stezeniu 0,51Cso).

7.4.5. Zmiany poziomu zredukowanego glutationu (GSH)

Glutation jest gtownym naturalnym antyoksydantem, odgrywajacym kilka ochronnych
funkcji w komoérce. W ramach niniejszego badania zmierzono poziom GSH w komorkach linii
Huh-7 i HepG2, aby okresli¢ stres oksydacyjny wywotany przez glimepiryd, indometacyne lub
benserazyd oraz ich kombinacje z doksorubicyng. Do 0znaczenia poziomu zredukowanego

glutationu (GSH) wykorzystano sond¢ fluorescencyjng monochlorobiman (MCB)
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W badaniu komoérki inkubowano w stezeniach 0,5ICso lub ICso (w zaleznosci od
zwigzku). Nastgpnie komorki poddano inkubacji przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono

w postaci wykreséw umieszczonych na rycinach 7.24-7.26.

7.4.5.1. Wplyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu na poziom GSH

Pomiar poziomu  zredukowanego glutationu wykazat istotne réznice miedzy
komoérkami kontrolnymi, a komorkami potraktowanymi glimepirydem, indometacyna lub
benserazydem. Badane zwigzki obnizaty poziom GSH w komorkach, jednak najwickszy
spadek poziomu zredukowanego glutationu zaobserwowano w komoérkach linii Huh-7
(glimepiryd - 51,05%, indometacyna - 46,53%, benserazyd — 52,41%) (Ryc. 7.24.A.),
w porownaniu do komoérek linii HepG2, gdzie obserwowane zmiany byly mniejsze

(glimepiryd - 80,47%, indometacyna — 63,39%, benserazyd — 76,72%) (Ryc. 7.24.B.).
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Ryc. 7.24. Poziom GSH w komorkach linii Huh-7 i HepG2 traktowanych glimepirydem,
indometacyng i benserazydem w stezeniu ICso przez 72 godziny. Wyniki
przedstawiono jako $rednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05,

*#p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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7.4.5.2. Wplyw  glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w kombinacji
z doksorubicyna na poziom GSH

Przeprowadzone badania wykazaty istotny spadek poziomu GSH po zastosowaniu
badanych zwigzkow w potaczeniu z doksorubicyng w stezeniach ICso lub 0,51Cso w obu liniach
komorkowych nowotworu watroby (Huh-7 1 HepG2). W szczegdlnosci w komorkach linii
Huh-7 zaobserwowano duzy spadek poziomu GSH po zastosowaniu kombinacji

z doksorubicyna w stezeniu 0,5ICsq oraz ICso.

W  przypadku komorek linii Huh-7, zastosowanie potaczenia glimepirydu,
indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng w stezeniach ICso i 0,51Cso skutkowato
istotnym obnizeniem poziomu GSH w poréwnaniu do komorek kontrolnych. Nie
zaobserwowano istotnego spadku poziomu GSH w pordéwnaniu do komorek traktowanych
samg doksorubicyng w stgzeniach ICso i 0,51Cso (Ryc. 7.25.A. i Ryc. 7.26.A.). Podobnie,
w przypadku komorek linii HepG2, wszystkie trzy zwigzki badane w polaczeniu
z doksorubicyng spowodowaty zmniejszenie poziomu GSH (Ryc. 7.25.B. i Ryc. 7.26.B.), ale
tylko potaczenie z doksorubicyng w stezeniu IC50 wywotato istotny statystycznie spadek
poziomu GSH w poréwnaniu do komorek kontrolnych (Ryc. 7.25.B.).
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Ryc. 7.25. Poziom GSH w komorkach linii Huh-7 i HepG2 traktowanych glimepirydem (Glim),
indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben) w stezeniu ICso w kombinacji
z doksorubicyng (DOX) w stezeniu ICso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono
jako srednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow(*p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001 wzgledem kontroli)
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Ryc. 7.26. Poziom GSH w komorkach linii Huh-7 i HepG2 traktowanych glimepirydem (Glim),
indometacyng (Indo) i benserazydem (Ben) w stezeniu ICsp w kombinacji
z doksorubicyna (DOX) w stezeniu 0,51Cso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono
jako $rednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentéw(*p < 0,05, **p < 0,01,

*#%p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.5. Identyfikacja rodzaju Smierci komorki

7.5.1. Analiza aktywnosci kaspazy -3, -9, -8

Kaspazy to rodzina proteaz cysteinowych odgrywajacych kluczowa role
w programowanej $mierci komorki - apoptozie. W badaniu oceniano pro-apoptotyczne
wlasciwos$ci glimepirydu, indometacyny i benserazydu oraz ich kombinacji z doksorubicyna
w komorkach nowotworowych linii Huh-7 1 HepG2. Celem badania byto réwniez ustalenie
specyficznych $ciezek programowanej $mierci komorki zaangazowanych w apoptozg. W tym
celu przeanalizowano aktywnos¢ kaspaz inicjujacych-8 i -9 oraz kaspazy efektorowej-3.

Wyniki przedstawiono na rycinie 7.27-7.32. W badaniu warto$¢ fluorescencji lub absorbancji
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(w zaleznosci od zastosowanej metody pomiaru) kontroli, komorek nie traktowanych badanym

zwigzkiem, przyjeto za 100%.

7.5.1.1. Analiza aktywnoSci kaspazy -3, -9, -8 w komérkach linii Huh-7 oraz linii HepG2

inkubowanych z glimepirydem, indometacyna lub benserazydem

Przedstawione na rycinie 7.27. i 7.28. wyniki wskazuja, ze glimepiryd, indometacyna
lub benserazyd prowadzity do zwigkszenia aktywnosci kaspazy-3 i -9 w obu badanych liniach
komorkowych. Glimepiryd powodowat wzrost aktywnos$ci kaspazy-3 i -9 0 68,18% i 20,38%
w komorkach linii Huh-7 (Ryc. 7.27), natomiast w komorkach linii HepG2 wzrost wynosit
odpowiednio 0 12,6% i 16,56% (Ryc. 7.28.). Benserazyd i indometacyna zwigkszaty aktywno$¢
kaspazy-3 odpowiednio o 159,03% i 66,39% oraz aktywnos¢ kaspazy-9 0 23,56%
i 17,83% w komorkach linii Huh-7 (Ryc. 7.27). W komorkach linii HepG2 benserazyd
1 indometacyna nie zwickszaty aktywnos$ci kaspazy-3, ale aktywno$¢ kaspazy-9 wzrosta

012,73% i 17,19% (Ryc. 7.28.).
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Ryc. 7.27. Zmiany aktywnoS$ci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii Huh-7 traktowanych
glimepirydem, indometacyng lub benserazydem w stezeniu ICso przez 72 godziny.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow

(*p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).
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Ryc. 7.28. Zmiany aktywnos$ci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii HepG2 traktowanych
glimepirydem, indometacyng lub benserazydem w stezeniu ICsg przez 72 godziny.
Wyniki przedstawiono jako Srednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow

(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.5.1.2. Analiza aktywnosci kaspazy -3, -9, -8 w komorkach linii Huh-7 oraz linii HepG2
inkubowanych z glimepirydem, indometacyna lub benserazydem w kombinacji

z doksorubicynag

W  komérkach linii Huh-7 poddanych dzialaniu kombinacji glimepirydu
z doksorubicyng w stezeniu ICso, aktywno$¢ kaspazy-3 i -9 wzrosta odpowiednio o 141,7%
i 38,85% (Ryc. 7.29.). Natomiast przy stezeniu 0,51Csg doksorubicyny wzrost aktywnosci
kaspazy-3 i -9 wynosit odpowiednio 84,83% 138,85% (Ryc. 7.31.). W przypadku komorek linii
HepG2, potaczenie glimepirydu z doksorubicyna w stgzeniu ICso indukowato wzrost
aktywnosci kaspazy-3 i -9 odpowiednio o 31,53% i 34,39% (Ryc. 7.30.). Natomiast przy
stezeniu 0,5ICso doksorubicyny wzrost aktywno$ci kaspazy-3 i1 -9 wynosit odpowiednio
15,72% 1 31,21% (Ryc. 7.31.).
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Benserazyd w skojarzeniu z doksorubicyng w stezeniu ICso powodowal wzrost
aktywnosci kaspazy-3 i -9 odpowiednio 0 146,3% i 48,4% (Ryc. 7.29), podczas gdy polaczenie
benserazydu z doksorubicyng w stgzeniu 0,5ICso prowadzitlo do wzrostu aktywnosci
kaspazy-3i-9 0 110,9% i 48,4% w komorkach linii Huh-7 (Ryc. 7.31.). W przypadku komorek
linii HepG2 benserazyd w skojarzeniu z doksorubicyna w stezeniu ICso powodowal wzrost
aktywnosci kaspazy-9 0 50,96% (Ryc. 7.30.), a w potaczeniu z doksorubicyng w stezeniu
0,51Cs0 dochodzito do wzrostu 0 46,47% (Ryc. 7.32.).

Wyniki wskazuja, ze indometacyna w potaczeniu z doksorubicyng zaroOwno w st¢zeniu
ICso, jak i 0,51Cso, znaczaco zwickszata aktywnos$¢ kaspazy-3 i -9 w komorkach linii Huh-7,
o czym $wiadczy wzrost odpowiednio 0 110,9% i 36,94% (Ryc. 7.29) w stezeniu ICsp Oraz
wzrost 0 62,92% 1 36,94% w stezeniu 0,5ICso (Ryc. 7.31.). W komorkach linii HepG2
indometacyna w skojarzeniu z doksorubicyng w stezeniu ICso powodowata znaczny wzrost
aktywnosci kaspazy-3 i -9 0 82,55% i 36,9% (Ryc. 7.30.), natomiast potaczenie w stezeniu
0,51Cs0 powodowato wzrost aktywnosci tylko kaspazy-9 0 41,4% (Ryc. 7.32.).
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Ryc. 7.29. Zmiany aktywnoS$ci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii Huh-7 traktowanych
glimepirydem, indometacyng lub benserazydem w stezeniu ICso w kombinacji
z doksorubicyng (DOX) stezeniu ICso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono
jako srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01,
*E#%p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ##p < 0,01, #H#p < 0,001 wzgledem

doksorubicyny w stezeniu ICsp).

102



3001

200

Aktywnos¢ kaspaz
(% kontroli)

*kk

*kk

HepG2

*kk

*kk

100- n
0

%

S

QQQ

% DD DO DOV

’Zr ,\/’b' ,\/’b ,\/‘Zr
L LLL
G (FFE (FEF

SZTF (P
SIS SLILL
T

= Glimepiryd+IC5oDOX
E3 Indometacyna+IC5oDOX

B3 Benserazyd+IGoDOX
3 IC5oDOX

Ryc. 7.30. Zmiany aktywnos$ci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii HepG2 traktowanych

glimepirydem, indometacyng lub benserazydem w stgzeniu ICso w kombinacji
z doksorubicyng (DOX) stezeniu ICso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono

jako $rednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentéw (***p < 0,001 wzgledem

kontroli, ###p < 0,001 wzglgdem doksorubicyny w st¢zeniu ICso).
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Ryc. 7.31. Zmiany aktywnoS$ci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii Huh-7 traktowanych

glimepirydem, indometacyng lub benserazydem w stezeniu ICso w kombinacji
z doksorubicyng (DOX) stezeniu 0,51Cso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono
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jako $rednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw (*p < 0,05, **p < 0,01,
*#%p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 wzgledem
Doksorubicyny w stezeniu 0,51Cso).
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Ryc. 7.32. Zmiany aktywnosci kaspazy-3, -9 i -8 w komorkach linii HepG2 traktowanych
glimepirydem , indometacyng lub benserazydem w stezeniu ICso W kombinacji
z doksorubicyng (DOX) stezeniu 0,51Cso przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono
jako $rednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01,

*#%p < 0,001 wzgledem kontroli).

7.5.2. Zmiany wewnatrzkomérkowego poziomu Ca?* w komérkach linii Huh-7 i HepG2

Wapn jest kluczowym przekaznikiem informacji w komoérkach i nadzoruje wiele funkcji
komoérkowych, w tym proces $mierci komorki. Stezenie wapnia zmienia si¢ w rdéznych
obszarach komoérkowych, a w cytoplazmie pozostaje na stosunkowo niskim poziomie, co
zapewnia skuteczng sygnalizacje wewnatrzkomoérkowa oraz ogranicza potencjalne efekty

cytotoksyczne.

Przeprowadzono analize zmian poziomu Ca?* w komérkach linii Huh-7 i HepG2

traktowanych glimepirydem, indometacyng lub benserazydem samodzielnie lub w polaczeniu
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z doksorubicyna. Do pomiaru poziomu Ca®* wykorzystano sonde fluorescencyjng Fluo-3-AM.

Wyniki przedstawiono na rycinach 7.33-7.35.

7.5.2.1. Wplyw  glimepirydu, indometacyny lub benserazydu na poziom

wewnatrzkomérkowego Ca?*

Wyniki przedstawione na Ryc. 31. wyraznie pokazuja, ze badane zwiazki zwicksza
ty poziom wewnatrzkomorkowego wapnia w obu liniach komorkowych nowotworu watroby.
W linii komoérkowej linii Huh-7, po inkubacji z badanymi zwigzkami w stezeniach ICsp,
najwyzszy wzrost poziomu jondéw wapnia obserwowano w komorkach traktowanych
benserazydem (366,7%) (Ryc. 7.33.A). Podobnie w przypadku linii komoérkowej linii HepG2,

najwyzszy poziom wapnia obserwowany byl po potraktowaniu komorek benserazydem

w stezeniu ICso (316,93%) (Ryc. 7.33.B).
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Ryc. 7.33. Wplyw glimepirydu, indometacyny i benserazydu w stezeniu ICso na
wewnatrzkomoérkowy poziom Ca?* w komoérkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B).
Komorki inkubowano ze zwigzkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono

jako srednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, ***p < 0,001

wzgledem kontroli).
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7.5.2.2. Wplyw  glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w polaczeniu

z doksorubicyna na poziom wewnatrzkomérkowego Ca?*

Po 72-godzinnej inkubacji zaobserwowano wzrost poziomu wapnia w obu liniach
komorkowych, ktore byty traktowane kombinacja glimepirydu, indometacyny lub benserazydu

z doksorubicyng o stgzeniu ICso i 0,51Csp.

Najwiekszy wzrost poziomu Ca?* zanotowano w przypadku benserazydu w potaczeniu
z doksorubicyng w stezeniu ICsg, co spowodowato wzrost o 407,91% w komorkach linii
Huh-7 (Ryc. 7.34.A) i 404,46% w komorkach linii HepG2 (Ryc. 7.34.B.). To polaczenie
spowodowato podobnie znaczacy wzrost poziomu wapnia przy stezeniu 0,5ICsg
doksorubicyny, co skutkowato wzrostem o 373,63% w komorkach linii Huh-7 (Ryc. 7.35.A.)
1322,2% w komorkach linii HepG2 (Ryc. 7.35.B.).
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Ryc. 7.34. Wpltyw glimepirydu (Glim), indometacyny (Indo) i benserazydu (Ben) w stezeniu
ICs0 w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu ICso na wewnatrzkomorkowy
poziom Ca?** w komoérkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B). Komérki inkubowano ze
zwigzkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentéw (*p < 0,05, ***p < 0,001 wzgledem kontroli,
##p < 0,01, ###p < 0,001 wzgledem doksorubicyny w stezeniu ICsp).
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Ryc. 7.35. Wplyw glimepirydu (Glim), indometacyny (Indo) i benserazydu (Ben) w stezeniu

ICso w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu  0,51Csop  na
wewnatrzkomoérkowy poziom Ca?* w komérkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B).
Komorki inkubowano ze zwigzkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako
srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (**p < 0,01, ***p < 0,001

wzgledem kontroli, ###p < 0,001 wzgledem doksorubicyny w stezeniu 0,51Cso).

7.5.3. Analiza faz cyklu komérkowego

Y

celu dokladniejszego scharakteryzowania dziatania badanych zwigzkow,

przeprowadzono analiz¢ cyklu komoérkowego. Profile rozkladu faz cyklu komoérkowego dla

linii komorkowych HepG2 1 Huh-7, traktowanych zwigzkami przedstawiono w tabeli 5 oraz

tabeli 6. Komorki inkubowano przez 72 godziny, po tym czasie wykonywano pomiar rozktadu

faz cyklu komorkowego.

7.5.3.1.Wplyw glimepirydu, indometacyny lub benserazydu na rozklad faz cyklu

komodrkowego

Wyniki analizy cytometrycznej cyklu komoérkowego wskazuja, ze badane zwigzki

(glimepiryd, indometacyna i1 benserazyd) wywoluja wzrost odsetka komorek w populacji

subG1 w komorkach linii HepG2 i Huh-7 (Tabela 5.) .
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W komorkach HepG2 i Huh-7 inkubowanych z glimepirydem, benserazydem lub
indometacyng zaobserwowano zaburzenia przebiegu cyklu komérkowego, co przejawialo si¢
wzrostem odsetka komorek w fazie subGl. Najwyzszy odsetek komorek w fazie subGl
(komorki apoptotyczne) obserwowano w komorkach linii HepG2 po inkubacji z glimepirydem
w stezeniu 1Csp, ktory wynidst 40,13%. W komorkach HepG2 po zastosowaniu glimepirydu,
benserazydu lub indometacyny nie obserwowano wzrostu odsetka komoérek w fazie S oraz fazie
G2/M (Tabela 5B). Natomiast w komorkach linii Huh-7, najwyzszy wzrost komoérek w fazie
subG1 (8,85%) zaobserwowano po zastosowaniu benserazydu. Po zastosowaniu indometacyny
zaobserwowano istotnie wyzszy odsetek komorek Huh-7 w fazie S (10,29%) oraz fazie G2/M
(13,33%) (Tabela 5A).
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Tabela 5. Analiza rozktadu faz cyklu komorkowego w komorkach linii Huh-7 (A)oraz linii HepG2 (B) po inkubacji ze stezeniem ICso badanych

zwigzkow. Komorki utrwalano i barwiono jodkiem propidyny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SD z trzech niezaleznych

eksperymentow. Poziom istotnosci statystycznej oznaczono gwiazdkami (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgl¢dem kontroli) lub

skrétem "ns" dla réznic nieistotnych statystycznie.

Zwigzek

Kontrola

Glimepiryd
Indometacyna

Benserazyd

Zwiazek

Kontrola
Glimepiryd
Indometacyna

Benserazyd

subG1
Poziom
X+ SD istotnosci
statystycznej
0,58 £0,5 =
5,83 +0,44 falaled
8,71 +£0,11 kel
8,85+1,09 faleled
subG1
Poziom
X+ SD istotnosci
statystycznej
1,29 £0,35 -
40,13 £ 6,13 falahed
30,63 = 6,36 falaie
31,1 £4,96 faleled

(A) Huh-7
Gl
Poziom
X+ SD istotnosci
statystycznej
82,6 £1,91 -
84,53+ 2,57 Frk
65,1 £3,48 Fkk
77,7 +2,13 el
(B) HepG2
Gl
Poziom
X+ SD istotnosci
statystycznej
72,53 £2,82 -
46,1 £ 3,47 falelad
58,43 £ 4,77 kel
44,1 +2,6 el

X+SD

5,55 +0,51

3,01 +041
10,29 + 1,52
3,38+ 0,51

X+SD

10,11 £0,41
8,76 £ 4,67
2,5+ 0,86
8,41+ 0,5

Poziom
istotnosci

statystycznej

ns

*

ns

Poziom
istotnosci
statystycznej

ns

**

ns

G2/M
Poziom
X+ SD istotnosci
statystycznej
10,15 +0,27 =
5,72+1,25 el
13,33+0,51 *
8,71+0,11 ns
G2/M
Poziom
X+ SD istotnoSci
statystycznej
15,53 +£3,47 -
422 +1,89 falekad
7,91 +1,16 **
14,47 + 1,22 ns
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7.5.3.2. Wplyw  glimepirydu, indometacyny lub benserazydu w polaczeniu

Z doksorubicyng na rozklad faz cyklu komorkowego

Po 72 godzinach inkubacji obserwowano wzrost odsetka komorek w populacji subG1
w obu liniach komérkowych po traktowaniu kombinacja glimepirydu, indometacyny lub

benserazydu z doksorubicyng o stezeniu ICso.

Najwigkszy wzrost zaobserwowano w przypadku glimepirydu w potaczeniu
z doksorubicyng o stezeniu ICsg, co skutkowato wzrostem do okoto 30,47% w komorkach linii

Huh-7 (Tabela 6A) 1 69,55% w komorkach linii HepG2 (Tabela 6B).

Zastosowanie potaczenia indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng rowniez
skutkowato wzrostem populacji komoérek w fazie subGl. Dla linii komérkowej Huh-7,
polaczenie indometacyny z doksorubicyng wywotlalo wzrost do okoto 15,7%, a potaczenie
benserazydu z doksorubicyng spowodowato wzrost do okoto 19% (Tabela 6A). Natomiast dla
linii komorkowej HepG2, indometacyna w kombinacji z doksorubicyng wywotata wzrost do
54,8%, a benserazyd w potaczeniu z doksorubicyng do okoto 50,2% (Tabela 6B). W obu
liniach komoérkowych po zastosowaniu potaczenia benserazydu z doksorubicyng obserwowany
byl wzrost odsetka komorek w fazie G2/M odpowiednio do okoto 11,8% 1 17,23% odpowiednio
dla linii komérkowej Huh-7 1 HepG2 w poréwnaniu do kontroli (Tabela 6).
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Tabela 6. Analiza rozktadu faz cyklu komérkowego w komorkach linii Huh-7 (A) oraz linii HepG2 (B) po inkubacji ze stgzeniem ICso badanych
zwigzkéw w kombinacji z doksorubicyng w stezeniu ICsg lub 0,51Cso. Komorki utrwalano i barwiono jodkiem propidyny. Wyniki
przedstawiono jako $rednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow. Poziom istotnosci statystycznej oznaczono gwiazdkami
(*p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 wzgledem doksorubicyny w stezeniu 1Cso
lub 0,51Csp) lub skrotem "ns" dla r6znic nieistotnych statystycznie.

(A) Huh-7
subG1 Gl S G2/M
Poziom Poziom Poziom Poziom
Zwigzek istotnosci X+ SD istotnoSci X+ SD istotnoSci X+ SD istotnosci
statystycznej statystycznej statystycznej statystycznej
Kontrola 0,58 +£0,5 - 82,6 £1,91 = 5,55 +0,51 - 10,15 +0,27 =
Glimepiryd +
30,4745,15 Frk ns 51,5343,46 Frk ns 8,82 £0,56 ns ns 6,21+0,26 el HitH
DOX
Indometacyna +
15,7+1,39 falail #Hi 64,7+2,61 falaie ns 9,07+ 0,91 ns ns 9,84+0,73 ns #
DOX
Benserazyd +
19+0,67 falalad ns 60,53+1,14 falaled ns 7,81 +1,23 ns ns 11,8+1,23 ns HitH
DOX
DOX 19,3344 Fkk 58,47+4,33 Fkk 7,37 + 3,63 ns 14,57+1,86 Fkk
(B) HepG2
subG1 Gl S G2/M
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Poziom Poziom Poziom Poziom
Zwigzek X+ SD istotnoSci X+ SD istotnoSci X+ SD istotnoSci X+SD istotnoSci
statystycznej statystycznej statystycznej statystycznej
Kontrola 1,29 +0,35 - 72,53 +2,82 - 10,11 +£0,41 - 15,53 £3,47 -
Glimepiryd +
69,5542,76 faleied it 18+1,01 faleied ns 3,59 +0,57 * ns 8,02+ 1,19 *x it
DOX
Indometacyna +
54,8+2,26 Fkk ns 29,1743,23  *** it 6,88+ 2,23 ns ns 598+0,92  *** Hit
DOX
Benserazyd + 17,23 +
50,2+2,36 falalad ns 19,37+0,8 falalad ns 7,21 £0,5 ns ns ns i
DOX 1,16
ROX 44,77+1,11 i 14,13+0,38 i 1,99 +,031 o 31,2+ 1,91 e
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7.5.4. Analiza procesu autofagii

Autofagia odnosi si¢ do procesu zamykania organelli, biatek 1 lipidow
w dwumembranowych pecherzykach wewnatrz komorki (autofagosomach), ktorych
zawartos$c¢ jest nastepnie dostarczana do lizosomu w celu degradacji. W przeciwienstwie do
nekrozy i apoptozy, autofagia jest przede wszystkim mechanizmem przetrwania, ktory

reguluje jakos¢ 1 1los¢ wewnatrzkomorkowych biatek 1 organelli.

W celu oceny zdolnosci do indukcji procesu autofagii przez glimepiryd,
indometacyne i benserazyd oraz ich kombinacji z doksorubicyng w komorkach linii Huh-7
1 HepG2 wykorzystano technike barwienia monodansylokadaweryng (MDC).
Monodansylokadaweryna jest zwigzkiem fluorescencyjnym dzigki reszcie dansylowej
sprzgzonej z kadaweryng i gromadzi si¢ w kwasnych autofagosomach. Wyniki

przedstawiono na rycinach 7.36-7.39.

7.5.4.1. Indukcja procesu autofagii przez glimepiryd, indometacyne lub benserazyd w
komérkach linii Huh-7 i HepG2

Wyniki przedstawione na rycinie 7.36. wskazuja, ze zwigzki maja zdolnos¢
indukowania procesu autofagii w komoérkach linii HepG2. Najwickszy wzrost odsetka
intensywno$ci  procesu autofagii zaobserwowano po zastosowaniu benserazydu
(Huh-7 - 147,5%; HepG2 - 161,71%). Jednakze, nie stwierdzono zmian istotnych
statystycznie po zastosowaniu glimepirydu i indometacyny w komorkach linii Huh-7
(Ryc. 7.36.A.). W przypadku komorek linii HepG2, zastosowanie wszystkich trzech
inhibitoréw HKII nie wykazato istotnych statystycznie zmian (Ryc. 7.36.B.).
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Ryc. 7.36. Zawartos¢ MDC w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B) traktowanych
glimepirydem, indometacyna lub benserazydem w st¢zeniu ICso. Komorki
inkubowano ze zwiazkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako
srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05 wzgledem

kontroli).

7.5.4.2. Indukcja procesu autofagii przez glimepiryd, indometacyne¢ lub benserazyd w

kombinacji z doksorubicyna w komérkach linii Huh-7 i HepG2

Zaobserwowano istotny wzrost intensywnosci fluorescencji
monodansylokadaweryny w komorkach linii Huh-7 po zastosowaniu kombinacji
glimepirydu (147,23%) lub benserazydu (151,17%) z doksorubicynag w st¢zeniu ICso
(Ryc. 7.37.A.). Jednakze, kombinacja doksorubicyny w stezeniu ICso z badanymi zwigzkami
(glimepiryd, indometacyna lub benserazyd) nie powodowata istotnych zmian w komorkach
linii HepG2 (Ryc. 7.37.B.).
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Wyniki przedstawione na rycinie 7.38B. wskazujg, ze kombinacja glimepirydu
(147,23%) lub benserazydu (151,17%) z doksorubicyng w stezeniu 0,51Cso jest zdolna do
indukowania procesu autofagii w komorkach linii HepG2. Warto jednak podkresli¢, ze
otrzymane wyniki z oceny procesu autofagii w komorkach linii Huh-7 i linit HepG2 nie sa

istotne statystycznie (Ryc. 7.38.).
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Ryc. 7.37. Zawartos¢ MDC w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B) traktowanych
glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) i benserazydem (Ben) w stezeniu
ICs0 w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu ICso. Komoérki inkubowano
ze zwigzkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako $rednia £ SD

z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05 wzgledem kontroli).
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Ryc. 7.38. Zawartos¢ MDC w komorkach linii Huh-7 (A) i HepG2 (B) traktowanych
glimepirydem (Glim), indometacyna (Indo) i benserazydem (Ben) w stezeniu
ICso w kombinacji z doksorubicyng (DOX) stezeniu 0,51Cso. Komorki
inkubowano ze zwigzkami przez 72 godziny. Wyniki przedstawiono jako
srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow (*p < 0,05, **p < 0,01,
*#%p < 0,001 wzgledem kontroli, #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 wzgledem
doksorubicyny w stezeniu 0,51Cso).
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8. Dyskusja

Wiele lat temu, wraz z odkryciem dodatkowych cech nowotworu
(przeprogramowanie metabolizmu  energetycznego), terapia przeciwnowotworowa
wkroczyla w nowa ere. Ze wzgledu na fundamentalne réznice metaboliczne migdzy
komoérkami prawidlowymi i nowotworowymi celowanie w zmodyfikowany metabolizm
komorek zaczeto uznawac za potencjalny sposob osiggniecia selektywnosci terapeutycznej
(Darvin i in. 2018). Jednak postepy terapeutyczne w zakresic metabolizmu sg znacznie
skromniejsze, czesciowo ze wzgledu na niuanse w rozszyfrowaniu ztozonych 1 wzajemnie
powigzanych szlakéw metabolicznych. Co wigcej, dynamiczny metaboliczny kontakt
pomiedzy komodrkami nowotworowymi, a mikro$rodowiskiem guza, czy tez z uktadem
odpornosciowym, dodaje kolejne warstwy ztozono$ci do modulowania metabolizmu (Jung
i Le 2021, Wang i in. 2022). Niemniej jednak, poczyniono znaczne postepy w kierunku
Klinicznego zastosowania modulatoréw metabolizmu, co mozna przypisa¢ ogromnym
wysitkom naukowcow, ktorych celem jest poznanie zawito$ci metabolizmu nowotwordow

i identyfikacji zwigzkow o korzystnych profilach farmakokinetycznych (Li i in. 2020).

W prawdzie w badaniach przedklinicznych wykazano skuteczno$¢ lekow
ukierunkowanych na enzymy metabolizmu glukozy, ale ich kliniczne przetozenie pozostaje
jak dotad ograniczone. Ogolnie rzecz biorac, istniejg trzy gtdéwne ograniczenia w rozwoju
terapii ukierunkowanych na enzymy metabolizmu glukozy (Zhou i in. 2022). Po pierwsze,
kluczowym wyzwaniem w opracowywaniu drobnoczasteczkowych inhibitoroéw jest fakt, ze
wigkszo$¢ enzymow metabolizmu glukozy wystgpuje w wielu izoformach, a struktury
réznych izoform sg bardzo podobne (Granchi i in. 2013, Liu i in. 2022). Niska selektywno$¢
lekow prowadzi do wystapienia dziatah niepozadanych. Ponadto, zwigzki te moga
powodowa¢ kompensacyjng aktywacje innych izoform w guzie, zmniejszajac tym samym

skuteczno$¢ tych srodkow (Fulda i in. 2010, Zhang i in. 2022).
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Chociaz rozwdj inhibitor6w metabolizmu byl/jest pelen wyzwan i rozczarowan,
w ostatnim czasie udato si¢ osiagnaé znaczny postep, tym bardziej, ze odkryto skuteczne
kombinacje lekéw. Potaczenie tych inhibitoréw z innymi lekami przeciwnowotworowymi
moze wykaza¢ wzmocnione dziatanie przeciwnowotworowe. Coraz wigcej dowodow
wskazuje, ze glikoliza tlenowa nie tylko promuje proliferacj¢ komérek nowotworowych, ale
jest rowniez zwigzana z opornos$cig na chemioterapi¢ (Woo i in. 2015). Dlatego leki
ukierunkowane na glikolize moga stanowi¢ wartosciowe uzupelienie chemioterapii.
Wydaje si¢, ze mechanizm, w ktérym to nast¢puje, polega na tym, ze inhibitory glikolizy
pozbawiaja komoérki nowotworowe doptywu energii, zmniejszajac tym samym opornos¢
komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki. Chociaz zaden pojedynczy modulator
metabolizmu glukozy nie jest obecnie stosowany jako schemat leczenia pierwszego rzutu,
to polaczenie modulatorow metabolizmu glukozy z konwencjonalnymi lekami

przeciwnowotworowymi moze sta¢ si¢ obiecujagcg strategig leczenia nowotwordéw (AKins
i in. 2018, Chelakkot i in. 2023).

Niniejsze badania miaty na celu identyfikacje potencjalnych inhibitorow heksokinazy
I1 (HKII) - kluczowego enzymu w szlaku glikolitycznym, ktory ulega nadekspresji w wielu
typach nowotworéw. Za pomocg badan in silico, wybrano grupe zwigzkoéw
o wilasciwosciach hamujacych aktywno$¢ HKII i1 oceniono ich aktywnos$¢ biologiczna

w warunkach in vitro.

Zespot BioHPC z Katolickiego Uniwersytetu San Antonio UCAM w Murcii
przeprowadzil badania komputerowe (in silico), ktore umozliwily wyodrgbnienie
najbardziej obiecujacych substancji, jako potencjalnych inhibitorow HKII do dalszych
badan biologicznych. Wybrane zwigzki zostaly nastepnie zSyntetyzowane oraz

udostepnione przez zesp6t z Politechniki Slaskiej w Gliwicach.
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W pierwszym etapie przeprowadzono badania przesiewowe majace na celu
okreslenie zdolnosci wybranych substancji do inhibicji HKII na czystym enzymie (warunki
in solution), wraz z rdéwnolegly analizg zwigzkow opisywanych przez literature jako
inhibitory HKII (2-deoksyglukoza, 3-bromopirogronian, metformina) (Meng i in. 2022, Rai
1in. 2019, Repasi in. 2022). Przebadano 16 zwigzkoéw bedacymi potencjalnymi inhibitorami
HKII, z ktérych wytoniono 3 substancje - glimepiryd, indometacyng i benserazyd - ktore
poddawano dalszym analizom. Ogromnym atutem badanych zwigzkéw jest fakt, ze sg

stosowanymi Kklinicznie lekami:

e BENSERAZYD w potaczeniu z L-DOPA jest lekiem stosowanymi w leczeniu
choroby Parkinsona.

e INDOMETACYNA jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym,

e GLIMEPIRYD jest lekiem przeciwcukrzycowym.

Aktywnos¢ biologiczng badanych zwigzkow oceniano w wielu obszarach, obejmujacych
ich zdolno$¢ do hamowania aktywnosci HKII zarowno w komorce (in vitro), jak
i w roztworze (in solution), cytotoksycznos¢, wptyw na cytotoksycznos¢ lekow
przeciwnowotworowych (doksorubicyny) oraz zdolno$¢ do indukowania stresu

oksydacyjnego i $mierci komorki.

W trakcie badan nad potencjalnymi inhibitorami HKII napotkano jednak wiele
trudno$ci, w tym problem tworzenia przez nie agregatow. Agregaty te sktadajg si¢ z wielu
malych czasteczek w roztworze wodnym i sg problemem dla badaczy zajmujacych si¢
opracowywaniem lekéw. Koloidy o rozmiarach od 50 do 500 nm tworza si¢ spontanicznie
i w sposob odwracalny w buforze, co jest regulowane przez krytyczne st¢zenie agregacji
(CAC). Po utworzeniu koloidu, biatka adsorbuja si¢ na jego powierzchni, co powoduje

czesSciowa denaturacje i niespecyficzng inhibicje (McGovern i in. 2003).

Wykazano, ze zjawisko tworzenia koloidow jest gtownym zroédtem wynikow
fatszywie pozytywnych w badaniach przesiewowych i testach wirtualnych. Ponadto,
tworzenie agregatow nie jest ograniczone do badanych czasteczek, ale jest wspolna cecha

wielu czgsteczek organicznych, odczynnikow, a nawet zatwierdzonych lekow.
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Tworzenie si¢ agregatow przez potencjalne inhibitory moze nie tylko ogranicza¢ ich
skuteczno$¢, ale takze prowadzi¢ do blednej interpretacji wynikéw w ukladach
biologicznych. W szczegdlnosci, inhibitory matoczasteczkowe ulegajgc agregacji, moga
zaktoca¢ badania aktywnos$ci enzymow poprzez niespecyficzne hamowanie aktywnos$ci
enzymow lub powodowanie sztucznej inhibicji z powodu tworzenia si¢ agregatow enzymow

z inhibitorami (Owen i in. 2012).

Aby rozwigza¢ ten problem, podjeto proby zidentyfikowania odpowiedniego
rozpuszczalnika, ktory nie tylko zapobiegnie tworzeniu si¢ agregatow, ale rowniez nie
bedzie szkodliwy dla komorek. Dzigki badaniom przeprowadzonym przez Owensa i jego
zespot (2012), ustalono, ze DMSO w stezeniu 0,1% oraz Tween-80 w stezeniu 0,025% jako
rozpuszczalniki nie powodujg tworzenia si¢ agregatow, a takze nie wykazuja toksycznos$ci
dla wybranych linii komoérkowych (Owen i in. 2012). W zwiazku z powyzszym
rozpuszczalniki te zostaty wykorzystane w dalszych badaniach do oceny potencjalnych
inhibitorow HKII.

W warunkach laboratoryjnych i w badaniach przesiewowych roztwory lekow sa
przygotowywane gléwnie w DMSO, ktéry jest postrzegany jako "uniwersalny
rozpuszczalnik” zdolny do rozpuszczania wigkszosci matych czasteczek w wysokich
stezeniach (nawet do 100 mM). DMSO zawiera atom siarki, co pozwala mu na koordynacje
z kompleksami platyny, wypierajac ligandy 1 zmieniajac struktur¢ kompleksow. Jednakze,
kolejnym wyzwaniem napotykanym w trakcie badan jest fakt, ze zmiana struktury
komplekséw moze spowodowac ich niestabilnos¢ w DMSO, co z kolei wplywa na ich

aktywnos¢ biologiczna.

Massart 1 inni (1993) po raz pierwszy doniesli, ze DMSO zmniejsza cytotoksycznos¢
cisplatyny wobec hodowanych tyreocytow. Niemniej jednak, cisplatyna i inne kompleksy
platyny sa czesto rozpuszczane w DMSO w dos$wiadczeniach biologicznych, a nawet
roztwory cisplatyny w DMSO byly wykorzystywane w warunkach klinicznych (Massart
I in. 1993). Takie postgpowanie moze wynika¢ z braku zrozumienia wptywu DMSO na

aktywnos$¢ kompleksoéw platyny w biologii nowotworow.
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Zastosowanie DMSO z dodatkiem Tween-80 jako rozpuszczalnika wigzato sig
z pewnym mankamentem w badaniach nad potencjalnymi inhibitorami HKII, wprowadzajac
pewne ograniczenia i utrudniajac weryfikacje efektu synergistycznego miedzy inhibitorami
HKII a cisplatyng. Takie wyzwania sg istotne w kontek$cie planowanego leku, ktory niestety
nie zostal ostatecznie wprowadzony ze wzgledu na fakt, ze DMSO z dodatkiem Tween-80
moze utrudnia¢ interpretacje wynikdéw i by¢ przyczyng braku jednoznacznych dowodéw na
synergistyczne dziatanie tych substancji. Swiadczy to o tym jak kluczowy jest wybor

odpowiedniego rozpuszczalnika w przypadku eksperymentow z udziatem komplekséw

platyny.

W celu wuzyskania bardziej kompleksowego obrazu wpltywu glimepirydu,
indometacyny i benserazydu na aktywno$¢ HKII przeprowadzono badania na enzymie
wyizolowanym z komorek (Huh-7 i HepG2), jak i enzymie komercyjnym w warunkach

in solution.

Wedhug literatury, stezenie inhibitora, ktoére wykazuje znaczace, cho¢ niecatkowite,
hamowanie aktywnosci enzymu, zazwyczaj wystepuje w zakresie stezen mikromolarnych,
a ICso (stezenie inhibitora, ktore wywotuje polowiczne dziatanie hamujace na dang strukture
biologiczng) oscyluje okoto 10 uM (Aljamal i Badawneh 2017). Wyniki otrzymane
W niniejszej pracy wykazaty, ze glimepiryd, indometacyna i benserazyd hamujg aktywnos$¢

heksokinazy 11 w warunkach in solution oraz w komorce.

Chociaz dziatanie hamujace glimepirydu na HKII nie bylo wczesniej opisywane,
wyniki tych badan pokazuja, ze dochodzi do zahamowania aktywnos$ci enzymu zaréwno

w roztworze, jak 1 w komorkach.

Badania nad inhibicja enzymu w roztworze i w komdrkach, wykazaty, ze
indometacyna hamuje aktywnos$¢ heksokinazy Il (HKII). Jednak badania przeprowadzone
przez Aljamala i Badawneh (2017) wykazaly, ze indometacyna wiaze si¢ rowniez
z heksokinaza | (HKI), inng izoforma heksokinazy, ktora ulega ekspresji miedzy innymi
w erytrocytach. Autorzy doniesli, Ze indometacyna zmniejszyla aktywnos¢ HKI o 15%
w erytrocytach (Aljamal i Badawneh 2017). Sugeruje to, ze indometacyna moze mie¢ niskg

selektywno$¢ wzgledem heksokinazy Il.
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Benserazyd jest zwigzkiem, ktoéry w ostatnim czasie opisany zostat jako potencjalny
inhibitor heksokinazy Il (HKII), kluczowego enzymu w glikolizie. Li i in. (2017) podali, ze
benserazyd hamowat HKII o 50% w st¢zeniu 5,52 uM, ale Zhou i in. (2020) wykazali, ze
benserazyd wigze si¢ bezposrednio z kinazg pirogronianowg M2 (PKM2), innym enzymem
glikolitycznym i zmniejsza jej aktywnos¢, hamujac w ten sposob wzrost komoérek czerniaka
(Li i in. 2017, Zhou i in. 2020). W niniejszej pracy wykazano, ze benserazyd hamuje
zarowno aktywnos¢ HKIlI w komoérkach nowotworu watrobowokomoérkowego Huh-7
i HepG2, jak i aktywnos¢ enzymu HKII w roztworze. Jednakze dane literaturowe sugeruja,
ze benserazyd moze mie¢ roéwniez powinowactwo do innych bialek, co moze wptywac na

wyniki uzyskane w badaniach.

Bioragc pod uwage kluczowa role¢ HKIl w metabolizmie i apoptozie komorek
nowotworowych, mozna przypuszczaé, ze potaczenie inhibitora HKII z istniejacymi
chemioterapeutykami moze zwickszy¢ wrazliwo$¢ tych komorek. W celu oceny
cytotoksyczno$ci badanych zwiazkéw oraz ich kombinacji z doksorubicyng i doboru

odpowiednich stezen do dalszej analizy, przeprowadzono test przezywalnosci MTT.

W badaniu przeprowadzonym na komoérkach linii Huh-7 i HepG2 zbadano
wlasciwosci cytotoksyczne glimepirydu, indometacyny i benserazydu oraz ich wptyw na
cytotoksycznos¢ doksorubicyny. Wyniki wykazaty, ze wszystkie trzy zwiagzki zmniejszyty
liczbe zywych komorek. Glimepiryd sklasyfikowany jako sulfonylomocznik trzeciej
generacji, jest doustnym lekiem przeciwcukrzycowym stosowanym w leczeniu cukrzycy
typu 2 (Basit i in. 2012). Wptyw glimepirydu na nowotwory jest kontrowersyjny. Badania
wykazaty, ze glimepiryd nie zwigksza ogdlnego ryzyka zachorowania na raka, podczas gdy
niektore badania wskazywaly, ze glimepiryd zwigksza ryzyko zachorowania na raka jelita
grubego i raka watrobowokomodrkowego u pacjentéw z cukrzyca typu 2 (Chang i in. 2012,
Shin i in. 2020). Badania przeprowadzone przez Zhan i zespot (2022) pokazuja, ze
monoterapia glimepirydem powoduje zwigkszenie liczby cytotoksycznych limfocytow T
I hamuje wzrost guza okreznicy. Jednakze glimepiryd zmniejsza efekt terapeutyczny
inhibitora immunologicznego punktu kontrolnego anty-PD1 na wzrost guza CT26.
Monoterapia glimepirydem lub anty-PD1 nie wykazywata wptywu na wzrost czerniaka,

podczas gdy w przypadku raka jelita grubego jest inaczej. Jednak polaczenie glimepirydu
122



I anty-PD1 znaczaco ograniczalo wzrost czerniaka. Wyniki te wskazuja, ze wplyw
glimepirydu na poszczego6lne nowotwory jest zréznicowany (Zhan i in. 2022). Natomiast
w mysim modelu glejaka wielopostaciowego (GBM) polaczenie radioterapii 1 glimepirydu
znaczgco zmniejszyto wzrost GBM i poprawito przezywalnos¢ w ortotopowym mysim

modelu ksenoprzeszczepu GBM (Kang i in. 2021).

W niniejszej pracy przeprowadzono wst¢pne badania efektoéw i mechanizmoéw
dziatania glimepirydu na komoérki nowotworu watroby. Wyniki eksperymentéw in vitro
wykazaly, ze glimepiryd hamowal proliferacj¢ linii komorkowych nowotworu watroby
(Huh-7 i HepG2). Ponadto, zaobserwowano wyrazny efekt synergistyczny, gdy glimepiryd

polaczono z doksorubicyng w obu liniach komaérkowych.

W przypadku potaczenia indometacyny lub benserazydu z doksorubicyng, nie
stwierdzono zwigkszenia cytotoksyczno$ci antracykliny w komorkach HepG2. Jednak
badania przeprowadzone przez Ye i wsp. wykazaty, ze indometacyna moze uwrazliwia¢
komorki ludzkiego raka watrobowokomorkowego HepG2 na doksorubicyng poprzez
znaczne zwigkszenie wewnatrzkomorkowej akumulacji i retencji doksorubicyny (Ye i in.
2011). Z kolei wahania pomigdzy dzialaniem antagonistycznym i synergistycznym

obserwowano w linii komérkowej Huh-7, gdy benserazyd byt stosowany z doksorubicyna.

Powszechnie uwaza si¢, ze toksyczno$¢ doksorubicyny jest skorelowana ze
zdolnoscig tego zwigzku do generowania reaktywnych form tlenu (RFT), ktére oddziatuja
z blonami komoérkowymi, biatkami i DNA (Kciuk i in. 2023). W komorkach
nowotworowych zwiekszony stres oksydacyjny stwarza wigksze zapotrzebowanie na
czynniki redukujace i stymuluje metabolizm glukozy (Coleman i in. 2008). W rezultacie
metabolizm glukozy jest Scisle zwigzany z obrong antyoksydacyjng. Jest to zgodne
z badaniami nad mechanizmem dziatania inhibitoréw glikolizy, gdzie powszechnie
obserwuje si¢ stres oksydacyjny komorkach poddanych ich dziataniu (Saed i in. 2011, Shutt
i in. 2010).

W pracy wykorzystano sondy fluorescencyjne HoDCF-DA oraz DAF-FM w celu
okreslenia wptywu glimepirydu, indometacyny badz benserazydu oraz ich kombinacji

z doksorubicyng na powstawanie RFT i RFA w komorkach.
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Zwiazki stosowane samodzielnie, jak i w polaczeniu z doksorubicyng powodowaty
wzrost poziomu reaktywnych form tlenu oraz azotu. Wyniki badan wykazaty, ze interakcja
pomiedzy doksorubicyng a glimepirydem, indometacyng badz benserazydem nie jest
prostym zsumowaniem stresu oksydacyjnego generowanego przez oba zwigzki. Wartym
uwagi jest fakt, ze kombinacja inhibitorow z doksorubicyna w st¢zeniu ICs oraz 0,51Csp nie
generowata wzrostu poziomu RFT i RFA w poréwnaniu z komdrkami potraktowanymi

jedynie sama doksorubicyna.

Heksokinaza Il (HKIl) moze pehi¢ rolg biatka ksigzycowego (podrozdziat 1.4).
Zgodnie z ta hipoteza, HKIl moze petni¢ funkcje wykraczajace poza fosforylacje glukozy
(Lu i Hunter 2018, Rodriguez-Saavedra i in. 2021). Poprzez bezposrednie zuzywanie
mitochondrialnego ATP, HKII moze zwigksza¢ wydajno$¢ transportu elektronow poprzez
kompleksy ETS i zmniejsza¢ prawdopodobienstwo, ze niesparowane elektrony beda
reagowac z tlenem macierzy mitochondrialnej w celu wytworzenia RFT (Da-Silva i in. 2004,
Lopez-Lazaro 2008). Podwyzszony stres oksydacyjny moze zaburzyé potencjal blony
mitochondrialnej 1 prawidlowe funkcjonowanie tancucha transportu elektronéw, co

prowadzi¢ moze do zaburzenia metabolizmu energetycznego i apoptozy komorek (Nguyen
I Pandey 2019, Perillo i in. 2020).

Do oceny catkowitej pojemnos$ci antyoksydacyjnej w komorkach Huh-7 i HepG2
wykorzystano metode spektrofotometryczng z TPTZ opierajaca si¢ na szybkiej redukcji
zelaza Fe(Ill) w kompleksie z TPTZ przez antyoksydanty obecne w badanym uktadzie,
tworzac zelazo Fe(II)-TPTZ o niebieskim zabarwieniu (Amarowicz i Pegg 2019).
Zaobserwowano ztozone interakcje na poziomie rOwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej, ktore
moga by¢ SciSle zwigzane z zaburzeniami metabolizmu energetycznego. Wyniki badan
wykazaty, ze komorki inkubowane z glimepirydem, indometacyng badz benserazydem oraz
ich kombinacja z doksorubicyna wykazywaly obnizong zdolno$¢ antyoksydacyjna
w porownaniu z komérkami nie poddanymi dziataniu tych zwiazkéw. Najwigkszy spadek
odnotowano po zastosowaniu samej doksorubicyny. Zmiany w wewnatrzkomorkowym
stanie redoks komorek traktowanych glimepirydem, indometacyng badz benserazydem oraz
ich kombinacja z doksorubicyng byly zwigzane z uszczupleniem ich catkowitej pojemnosci

antyoksydacyjne;j.
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Jednym z nastepstw prooksydacyjnego dzialania zwigzkoéw moze by¢ takze
zubozenie poziomu zredukowanego glutationu. Ten wewnatrzkomérkowy antyoksydant
tiolowy odbudowuje uszkodzone czasteczki poprzez donacje wodoru, redukcje H202
i nadtlenkéw lipidow oraz odgrywa wazng role w detoksykacji lekow (Chennuru i Saleem
2013, Zatorska i in. 2003). W konsekwencji reszty tiolowe glutationu reaguja z reaktywnymi
formami tlenu, co prowadzi do spadku stezenia jego zredukowanej formy. Wiele badan
potwierdza kluczowg role GSH w regulacji ekspresji genow i apoptozy (Circu i Aw 2008,
Musaogullari i in. 2020). Aktywno$¢ przeciwutleniajgca byta oceniana na podstawie
poziomu zredukowanego glutationu (GSH). W komorkach Huh-7 i HepG2 traktowanych
glimepirydem, indometacyng badz benserazydem oraz ich kombinacja z doksorubicyna
zaobserwowano spadek poziomu GSH. Przedstawione wyniki wskazywaty, ze komorki

prawdopodobnie utracity zdolnos¢ regeneracji glutationu i obrony antyoksydacyjnej.

Oprocz glukozy, glutamina jest kolejnym waznym substratem energetycznym,
stanowi istotne zrodto wegla 1 azotu dla komorki oraz jest istotnie zaangazowana w synteze
GSH. Posrednio moze by¢ rowniez zrodtem NADPH (Cluntun i in. 2017, Gong i in. 2022).
Oprocz zwigkszonego wykorzystania glukozy, zwigkszone zuzycie glutaminy jest druga
cecha charakterystyczng dla komoérek nowotworowych. Z tego powodu wskazane byloby
zbadanie, jak intensywnie komorki wykorzystuja glutaming w warunkach uposledzonego
metabolizmu glukozy i zwiazanej z tym uposledzonej obrony antyoksydacyjnej (niski
poziom GSH). Istnieje kilka sprzecznych doniesien na temat zdolno$ci komodrek
nowotworowych do wykorzystania glutaminy przy jednoczesnym zahamowaniu
metabolizmu glukozy (Fan i in. 2013, Wang i in. 2018, Zhang i in. 2017).

Mitochondria sg waznymi punktami kontrolnymi procesu apoptozy, poniewaz moga
uwalnia¢ kofaktory kaspaz. W istocie, wewnatrzkomorkowy szlak apoptotyczny zwigzany
jest z dysfunkcja mitochondriéw, w tym zmiang potencjatu btony mitochondrialnej (MMP),
zwigkszong produkcja reaktywnych form tlenu (RFT) 1 zmiang homeostazy

mitochondrialnego Ca?* (Fleury i in. 2002)
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Nie ulega watpliwosci, ze $mier¢ komorki nalezy do licznych funkcji komoérkowych,
na ktore Ca®* wywiera zlozona role regulacyjna. Od dawna wiadomo, ze w neuronach
i innych typach komoérek nieckontrolowany wzrost stezenia cytozolowego Ca®* moze
wywotywac apoptoze (Berridgei in. 2000, Demaurex i Distelhorst 2003, Rimessi i in. 2008).
Warto zaznaczy¢, ze Wzrost naptywu jonéw Ca®* do mitochondriéw moze prowadzié¢ do
pecznienia mitochondridow oraz przerwania lub pgknigcia blony zewngtrznej, co skutkuje

uwolnieniem mitochondrialnych czynnikoéw apoptotycznych do cytozolu (Pinton i in. 2008).

Kolejnym celem prezentowanych badan byto okreslenie wewnatrzkomérkowego
poziomu jondw wapnia oraz zmiany potencjatu btony mitochondrialnej. Badane w niniejszej
pracy potencjalne inhibitory HKII oraz ich kombinacje z doksorubicyna powodowaty
spadek potencjalu btony mitochondrialnej oraz wzrost poziomu jonéw wapnia w komodrkach

Huh-7 i HepG2.

Uwolnienie do cytozolu mitochondrialnych czynnikow apoptotycznych, takich jak
cytochrom c, odgrywa kluczowa rolg w inicjacji procesu apoptozy. Zachodzi ono zazwyczaj
po zaleznym od wapnia pe¢cznieniu mitochondriow 1 permeabilizacji btony
mitochondrialnej. Po uwolnieniu, cytochrom c¢ uczestniczy w tworzeniu kompleksu
bialkowego znanego jako apoptosom. Apoptosom jest odpowiedzialny za aktywacje¢
nieaktywnej pro-kaspazy-9, przeksztalcajac ja w aktywng kaspaze-9. Aktywowana
kaspaza-9 z kolei, aktywuje pro-kaspaze-3, co prowadzi do aktywacji efektorowej
kaspazy-3. Ta kaskada kaspaz prowadzi do fragmentacji kluczowych bialek i ostatecznej
$mierci komorki (Hussar 2022). Analize aktywnos$ci proteaz cysteinowych (kaspaz)
rozpoczeto od okreslenia poziomu aktywacji kaspaz: -8 i -9, zaangazowanych odpowiednio
w zewnetrzng 1 wewngtrzng $ciezke apoptozy. Uzyskane wyniki sugerujg, ze glimepiryd,
indometacyna i benserazyd samodzielnie, jak rowniez w polgczeniu z doksorubicyng moga
indukowa¢ zalezny od mitochondridow szlak apoptotyczny, ktory jest skorelowany

z aktywacja kaspazy-9.
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W przypadku glimepirydu Szymczak-Pajor wraz z zespotem wykazali, ze zwigzek
ten zwigkszal wewnatrzkomorkowy poziom wapnia oraz aktywno$¢ kaspazy-3
w komorkach raka trzustki 1.2B4 (Szymczak-Pajor i in. 2021). Badania, przeprowadzone
przez Zhang i zesp6t (2000), sugeruja, ze indometacyna jest w stanie hamowac proliferacje
komoérek 1 indukowaé apoptoze w sposob zalezny od stezenia i czasu, zarOwno
w pierwotnych komoérkach przewlektej biataczki szpikowej CML, jak i w komoérkach ostrej
biataczki szpikowej K562. Wyniki badan wskazujg, ze indometacyna obnizata ekspresj¢
MRNA antyapoptotycznego biatka Bcl-2. Dodatkowo, wyniki Western Blot potwierdzity,
ze indometacyna spowodowata obnizenie poziomu biatka Bcl-2 (Zhang i in. 2000). Kolejne
badanie wykazato, ze apoptoza komoérek CML indukowana przez indometacyn¢ byla
zwigzana z aktywacja kaspazy-3 lub kaspazy-8, przy jednoczesnym wzroscie poziomu

wewnatrzkomorkowego wapnia (Zhang i in. 2004).

Podczas gdy Li i zespot (2017) wykazali, korzystajac z cytometrii przepltywowe;j
(analiza eksternalizacji fosfatydyloseryny), ze benserazyd indukowal proces apoptozy.
Rownoczesnie, efekt indukowania apoptozy przez benserazyd zostal potwierdzony za
pomocg analizy Western Blot, ktora wykazata zmiang poziomu biatka Bcl-2 i Bax (Li i in.
2017).

W celu dokladniejszego zrozumienia molekularnych mechanizméw lezacych
u podstaw dziatania zwigzkow (glimepiryd, indometacyna i benserazyd) oraz ich kombinacji
z doksorubicyna, przeprowadzono badania dotyczace zmian komorkowych zwigzanych
z zatrzymaniem cyklu komorkowego. Analiza cytometryczna rozktadu faz cyklu
komoérkowego wykazata, Ze stosowanie badanych zwigzkéw (samodzielnie lub
w potaczeniu z doksorubicyng) spowodowato istotny wzrost frakcji komoérek nowotworu
watroby Huh-7 1 HepG2 w fazie subG1 cyklu komérkowego w porownaniu z komdrkami
kontrolnymi lub komoérkami traktowanymi jedynie doksorubicyna, co wskazuje na indukcje
zatrzymania cyklu komorkowego w subG1 przez te srodki. W obu liniach komérkowych
obserwowano rowniez wzrost frakcji komorek w fazie G2/M po zastosowaniu polaczenia
benserazydu z doksorubicyng, natomiast jedynie zastsowania indometacyny samodzielnie

obserwowano dodatkowo wzrost odsetka komorek w fazie S oraz fazie G2/M.
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Wykazano, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne, takie jak indometacyna, hamuja
proliferacje¢ i indukuja apoptoze¢ w ludzkich komoérkach nowotworu jelita grubego. Badania
Xu 1 Zhanga wykazaty, ze indometacyna hamuje proliferacj¢ komoérek nowotworu jelita
grubego poprzez zwigkszenie stosunku komoérek w fazie GO/G1, co prowadzito do apoptozy
(Xu i1 Zhang 2005). Nagromadzenie komoérek w fazie GO/G1 sugeruje, ze ulegly one
apoptotycznej $mierci komorkowej przed replikacjag DNA, opdzniajac progresje z fazy G1
do fazy S.

Stwierdzono, ze wiele zwigzkéw cytotoksycznych odgrywa wazng role
w zatrzymaniu cyklu komérkowego w punkcie kontrolnym G2/M (Ling i in. 1996, Stark
i Taylor 2004). Apoptoza (typ 1) i autofagia (typ II) to dwa glowne typy programowanej
$mierci komorki (PCD). Apoptoza, najczesciej definiowany typ PCD, jest kontrolowana
przez sygnaly wewnatrzkomorkowe i/lub zewnatrzkomodrkowe. W ciggu ostatnich trzech
dekad szlaki sygnatowe zaangazowane w apoptozg zostaly szeroko poznane w wielu
komorkach nowotworowych. W obliczu ograniczonej dostgpnos$ci energii komorki inicjuja
proces "samozjadania" okreslany mianem autofagii (Jiang i in. 2015). Autofagia jest
aktywowana 1 regulowana przez czynniki wywotujace stres w komorce, takie jak
niedotlenienie, reaktywne formy tlenu (RFT), stres osmotyczny i niedobor sktadnikow
odzywczych. Potencjalne mechanizmy molekularne pomigdzy tymi dwoma typami PCD
pozostaja nieuchwytne. W niektorych okolicznos$ciach autofagia moze indukowac apoptoze,
podczas gdy w innych uczestniczy w Sciezce prowadzacej do zahamowania apoptozy,
a w konsekwencji do zatrzymania procesu indukcji $mierci komoérki (Redza-Dutordoir

i Averill-Bates 2021, Wang i in. 2017).

Autofagia moze peli¢ w roznych warunkach zar6wno role supresyjna, jak
1 promujaca rozwoj nowotwordow. Degraduje ona uszkodzone mitochondria i inne organelle
komorkowe, aby utrzymaé przy zyciu komorki (Yun i Lee 2018). Co wigcej, autofagia
indukowana przez HKIIl zostala uznana za czynnik wplywajacy na oporno$¢ na

chemioterapi¢ w niektorych rodzajach nowotwordéw (Liu i in. 2019, Zhang i in. 2018).

Badajac ochronng role HKIlI Tan i Miyamoto odkryli, ze 2-deoksy-D-glukoza
(2-DG), analog glukozy, zmniejsza intensywno$¢ rozwoju procesu autofagii i zwicksza

smier¢ kardiomiocytow indukowang niedoborem glukozy. Spostrzezenie to sugeruje, ze
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HKII dziata stymulujaco na proces autofagii w przypadku braku glukozy, co zostato
dodatkowo poparte obserwacjami, ze autofagia indukowana niedoborem glukozy jest

ostabiona przez obnizenie ekspresji HKII (Tan i Miyamoto 2015).

W niniejszych badaniach indukcja procesu autofagii byla niewielka lub nie
wystepowata (po zastosowaniu samych zwigzkow w komoérkach Huh-7). Widoczny wzrost
procesu autofagii zaobserwowano po zastosowaniu kombinacji glimepirydu, indometacyny
badz benserazydu z doksorubicyng w stezeniu ICsp. Moze to sugerowac, ze uszkodzenia
wywotane przez badane zwiazki sg na tyle duze, ze proces autofagii nie jest w stanie ich

usung¢ i tym samym uchroni¢ komorki przed §miercia.

W badaniach naukowych kompleksowe przeprogramowanie metabolizmu glukozy
w komorkach nowotworowych, zwlaszcza w komorkach raka watrobowokomoérkowego
(HCC), stanowi wazny obszar zainteresowania. W tych komodrkach obserwuje si¢
wylaczenie ekspresji niektorych enzymoéw niezbednych dla prawidlowego funkcjonowania
hepatocytow, ale nie dla komorek HCC. Jednocze$nie, komorki nowotworowe wykazuja
wzmozong ekspresje enzymow umozliwiajacych przyspieszony metabolizm glukozy. Takie
metaboliczne rozréznienie migdzy komorkami HCC a hepatocytami stwarza mozliwos$ci

selektywnego ukierunkowania na komoérki nowotworowe (DeWaal i in. 2018).

W wielu badaniach potwierdzono wysoki poziom ekspresji HKIl w roznych
nowotworowych liniach komorkowych (Mathupala i in. 2006, Wolf i in. 2011).
W niniejszym badaniu przeprowadzono poréwnanie poziomu HKII migdzy komodrkami
nowotworu watrobowokomorkowego Huh-7 1 HepG2, a rowniez prawidlowymi komoérkami
linit HMEC-1. Analiza poziomu heksokinazy Il przy uzyciu techniki Western blot wykazata
istotnie wyzszy poziom w komorkach HCC (raka watrobowokomoérkowego) niz
w komorkach prawidlowych. Warto podkresli¢, ze w komorkach linii Huh-7

zaobserwowano jeszcze wyzszy poziom HKII niz w komarkach linii HepG2.

Otrzymane wyniki mozna przetozy¢ na kontekst badan przeprowadzonych przez
Schicht i wspotpracownikéw (2022). W ich badaniach scharakteryzowano profile
metaboliczne pierwotnych ludzkich komorek raka watrobowokomoérkowego (PHC), linii

komoérkowych raka watrobowokomérkowego (HCL) oraz pierwotnych ludzkich
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hepatocytow (PHH), w celu zrozumienia r6znic w ich stopniach réznicowania. Okazuje sie,
ze poziom HKII byt niski w komorkach PHC i HCC-PHH (izolowanych z probek
chirurgicznych od pacjentéw z rakiem watrobowokomoérkowym), podczas gdy w liniach
komoérkowych HepG2 i Huh-7 poziom ten byt znaczgco podwyzszony. Interesujgcym jest
réwniez fakt, ze poziom heksokinazy Il byl wyzszy w komorkach linii Huh-7 niz
w komorkach linii HepG2. Wszystko to sugeruje, ze istnieje zréznicowany poziom ekspres;ji
HKIIl w zaleznos$ci od linii komodrek raka watrobowokomorkowego, co moze wpltywaé na

ich metabolizm i r6znicowanie (Schicht i in. 2022).

Muller i inni juz w 1994 roku doniesli, ze inkubacja szczurzych komorek trzustki
RINmSF i1 komorek thuszczowych z glimepirydem zmniejszata poziom glukokinazy
zwigzane] z mitochondriami 1 mitochondrialng poryng (VDAC) do okoto 50-30%. Dane te
sugeruja, ze glimepiryd, ktory hamuje regulowany przez ATP kanat potasowy w komorkach
B, moze mie¢ dodatkowo wewnatrzkomorkowe miejsce dziatania w komorkach wysepek
Langerhansa i adipocytow na poziomie regulacji wigzania glukokinazy z VDAC (Muller
i in. 1994).

Jak zaznaczono wczesniej, wiele prac wykazato ksigzycowa role HKII w ochronie
przed apoptoza. Wigzac si¢ z mitochondrialnym VDAC, blokuje ona przejs$cie waznych dla
szlaku apoptotycznego biatek, takich jak Bax i Bak, utrwalajac swoja antyapoptotyczng rolg
(Pastorino i in. 2002). Ponadto, nadekspresja heksokinazy Il wydaje si¢ zmniejszac
indukowang stresem oksydacyjnym akumulacje mitochondrialnego Bax, co prowadzi do
przypuszczenia, ze heksokinaza i Bax moga konkurowaé¢ o wspdlne miejsca wigzania
w mitochondriach (Gall i in. 2011). Antyapoptotyczny efekt heksokinazy Il jest zgodny
z obserwowang w wielu typach nowotworow podwyzszong aktywnoscig heksokinazy Il
(Mathupala i in. 2006). Pastorino i inni badali wptyw indometacyny oraz jej kombinacji
z klotrimazolem na translokacje biatka proapoptycznego Bax do mitochondriéw podczas
apoptozy, gdzie posredniczy ono w uwalnianiu bialek z przestrzeni migdzybtonowej, w tym
cytochromu c¢. Zaobserwowali oni, ze traktowanie komorek raka szyjki macicy Hela
indometacyng powodowalo niewielkie wigzanie Bax do mitochondriéw. Otrzymane przez
nich wyniki implikuja, Ze indometacyna w niewielkim stopniu powodowata odlaczanie

HKIl od blony mitochondrialnej. Natomiast w komoérkach preinkubowanych
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z klotrimazolem, a nastgpnie poddanych dziataniu indometacyny, nastapit wyrazny wzrost
wigzania Bax we frakcji mitochondrialnej, co sugeruje odtaczenie HKIIl od zewngtrznej
btony mitochondrialnej (Pastorino i in. 2002). Natomiast Li i zespot w swoich badaniach
nad benserazydem wykorzystujgc badania in silco wykazali, ze benserazyd konkuruje
z glukoza o miejsce wigzace w heksokinazie I, nie odtaczajac jej od btony mitochondrialne;j

(Liiin. 2017).

Podsumowujac, wyniki badan wykazaty, ze glimepiryd, indometacyna i benserazyd
zmniejszaty aktywno$¢ heksokinazy Il w roztworze oraz w komorkach linii Huh-7 i HepG2.
Jednak wedlug danych literaturowych indometacyna i benserazyd moga nie by¢
specyficznymi inhibitorami HKII. Zaréwno doksorubicyna, jak i badane inhibitory, gdy byty
stosowane samodzielnie jak i w kombinacji indukowaty stres oksydacyjny w liniach
komoérkowych Huh-7 i HepG2, prowadzac do =zmniejszenia poziomu GSH

i catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego.

Nalezy jednak doktadniej zbada¢ mechanizm synergistycznego dziatania pomiedzy
glimepirydem i doksorubicyng w celu potencjalnego wykorzystania inhibitorow glikolizy
do uwrazliwienia komoérek nowotworowych na dziatanie tego chemioterapeutyku, tym
bardziej, ze obserwowany synergizm dziatania przeciwnowotworowego moze nie by¢

zwigzany ze stresem oksydacyjnym.
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9. Analiza SWOT w konteks$cie zastosowania inhibitorow HKIlI w leczeniu

nowotworow

Analiza SWOT to wszechstronna metoda, ktéra moze by¢ stosowana nie tylko
w biznesie, ale takze w r6znych dziedzinach naukowych. Nazwa pochodzi od pierwszych

liter stow:

e strengths (mocne strony),
e Weaknesses (stabe strony),
e opportunities (szanse),

o threats (zagrozenia).

Dzigki tej metodzie mozna doktadnie oceni¢ sytuacje, zidentyfikowa¢ mocne i stabe
strony, szanse i zagrozenia oraz wypracowa¢ odpowiednie strategie dziatania. Analiza
SWOT pomaga w ustaleniu odpowiednich strategii dzialania, takich jak redukcja zagrozen
lub wykorzystanie szans, eliminacja stabych stron i wzmacnianie mocnych stron. Pozwala
to na wypracowanie najbardziej efektywnych rozwigzan i minimalizuje ryzyko

niepowodzenia.

W przypadku niniejszej pracy doktorskiej, analiza SWOT pomogla w identyfikacji
silnych 1 stabych stron pracy, szans i zagrozen zwigzanych z tematem badawczym. Silnymi
stronami moga by¢ np. aktywnos$¢ biologiczna badanych zwiazkéw, ich stosowanie
kliniczne oraz potencjalne zastosowanie w leczeniu nowotworow. Stabe strony natomiast
mogg obejmowaé np. ograniczenia wynikajagce z badan in vitro, brak selektywnos$ci
zwigzkow w stosunku do innych izoform heksokinazy lub potencjalne problemy
z tworzeniem agregatow. Wsrdd szans mozna wymieni¢ np. potencjalne dalsze badania nad
sposobami leczenia nowotworow watroby 1 innych typoéw nowotworow, a takze badania nad
zastosowaniem inhibitorow HKII w potaczeniu z chemioterapeutykami w celu zwigkszenia
wrazliwosci komorek nowotworowych. Zagrozeniem moze by¢ natomiast potencjalne
wystapienie dziatan niepozadanych lub ryzyko interakcji z innymi juz stosowanymi lekami

(Ryc. 9.1).
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A_NE STRONY \

W badaniach wykazano aktywnosé
biologiczng zwiazkow (glimepiryd,
indometacyna i benserazyd) w wielu
obszarach, w tym hamowanie
aktywnosci HKII w roztworze jak i w
komorkach, cytotoksycznos¢, wplyw
na cytotoksyczno$é lekow
przeciwnowotworowych
(doksorubicyna),  indukcje  stresu
oksydacyjnego i smier¢ komorki.
*Zwiazki badane w pracy sa juz
stosowanymi klinicznie lekami, co

moze ulatwi¢ ich  potencjalne
zastosowanie w leczeniu
OWOtWOrow.

@ANSE \

*Wyniki przedstawione w pracy moga
stanowi¢ podstawe do dalszych badan
nad potencjalnymi sposobami leczenia
nowotworu watroby i innych typow
Nnowotworow.

*Badania moga stanowi¢ podstawe do
przysztych badan nad zastosowaniem
inhibitorow  HKIl ~w  potaczeniu
z chemioterapeutykami w  celu
zwigkszenia wrazliwosci  komorek
nowotworowych.

SEABE STRONY

+ Badania zostaty przeprowadzone
w warunkach in vitro, a nie zostaly
przetestowane in  vivo, €O moze
wprowadzaé pewne ograniczenia
W uogdlnianiu wynikow.

*Nie zostala zbadana selektywno$¢
zwiazkéw w stosunku do innych izoform
heksokinazy.

* Zwigzki testowane w pracy moga miec
problemy z tworzeniem agregatow, cO
moze ogranicza¢ ich skuteczno$c.

+ Badania przedstawione w pracy moga by¢

- /

ograniczone przez zastosowane metody

lub inne czynniki, takie jak wielko$¢
proby lub ograniczenia finansowania.
ﬁAGROZENIA \

*Zwiazki badane w pracy moga
wykazywa¢ dziatania niepozadane, ze
wzgledu na ich niska selektywno$é¢ do
HKII i potencjalne oddzialywanie na
inne bialka.

*Istnieje ryzyko interakcji z innymi
stosowanymi juz lekami, co moze
prowadzié do efektow
antagonistycznych, addytywnego lub
synergicznych, ktore nalezy doktadnie
zbada¢ przed zastosowaniem
w Klinice.

\_ /

Ryc. 9.1. Analiza SWOT przeprowadzonych w niniejszej pracy doktorskiej badan
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10. Whioski

Nadrzgdnym celem niniejszej pracy bylo przebadanie i wytonienie zwigzkow, ktore
finalnie mozna byloby wskaza¢, jako te, ktore spetniajg kryteria stawiane INHIBITOROM
heksokinazy Il. W ramach wykonanych prac badawczych dokonano wnikliwej oceny
oddziatywania z komorkami raka watrobowokomodrkowego (linia komoérkowa Huh-7
1 HepG2) trzech zwiazkow, czyli GLIMEPIRYDU, INDOMETACYNY oraz
BENSERAZYDU. Substancje te sg powszechnie uzywane w medycynie jako leki, co

uczynito je dodatkowo ciekawym obiektem badan w tej pracy.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna sformutowaé nastgpujace wnioski dotyczace

wlasciwosci i dziatania glimepirydu, indometacyny oraz benserazydu:

1. Hamujg aktywnos¢ heksokinazy Il (HKII),
2. Sa cytotoksyczne

3. Duziatlajg prooksydacyjnie

4. Wywoluja apoptoze

Analiza poziomu biatka HKIl przy uzyciu techniki Western Blot wykazata
zroznicowanie  poziomu  heksokinazy Il w  liniach  komoérkowych  raka
watrobowokomorkowego (Huh-7 z wyzszym poziomem i HepG2 z nizszym poziomem).
Przy czym wyniki potwierdzaja, ze w komorkach prawidtowych (HMEC-1) poziom tego

bialka jest na niskim poziomie.

Ponadto, udato si¢ udowodni¢, ze SYNERGIA pomiedzy glimepirydem
a doksorubicyna moze stanowi¢ podwaliny pod nowy schemat terapeutyczny.
W kontekscie potencjalnego wykorzystania glimepirydu w celu podniesienia wrazliwosci
komorek nowotworowych na doksorubicyn¢ oraz uwzgledniajac uzyskane wyniki (takie jak
inhibicja HKII, aktywnos$¢ cytotoksyczna, efekty prooksydacyjne oraz indukcja apoptozy),
warto zaznaczy¢, ze zgltoszona do opatentowania kombinacja glimepirydu z doksorubicyng
wskazuje obecnie na glimepiryd jako obiecujacy inhibitor HKII. Jednak konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan w celu glebszego opisania synergicznego oddziatywania
miedzy glimepirydem a doksorubicyng, co jest nieodzowne dla petnego zrozumienia
potencjalnych korzysci terapeutycznych ptynacych z potaczenia tych substancji.
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11. Streszczenie

Zrozumienie 1 wyjasnienie proceséw lezacych u podstaw metabolizmu w komorkach
nowotworowych stato si¢ celem wielu badan ukierunkowanych na znalezienie 1 opracowanie
nowych strategii przeciwnowotworowych. Jednym z wyzwan (rdwniez w niniejszej pracy)
stata si¢ proba zahamowania glikolizy poprzez wpltyw na jeden z jej enzymow — heksokinaze
Il (HKII), ktorego zwickszona ekspresja obserwowana jest powszechnie w komorkach
nowotworowych. W zwigzku z powyzszym przeprowadzono badania tej izoformy enzymu
w celu oceny przeciwnowotworowej aktywnosci ,,potencjalnych” inhibitoréw heksokinazy
Il (HKIT), wyselekcjonowanych technikami in silico, oraz wyboru najbardziej efektywnej
pochodnej (sposrod przebadanych) pod katem wykorzystania jej jako inhibitora HKII.
W pracy zweryfikowano hipotez¢ badawczg, ktéra zakladata, ze: nowe inhibitory
heksokinazy Il wykazujq dziatanie przeciwnowotworowe na drodze hamowania aktywnosci

HKII i/lub zwigkszajq indeks terapeutyczny znanych cytostatykow.

Powyzszg hipoteze¢ badawczg zweryfikowano na ludzkich liniach komoérkowych raka
watrobowokomoérkowego (HepG2 1 Huh-7), poddajac je dzialaniu glimepirydu,
indometacyny oraz benserazydu zard6wno samodzielnie, jak i w potaczeniu z doksorubicyna.
W celu oceny aktywnos$ci biologicznej badanych zwiazkow oraz ich kombinacji
z doksorubicyna, oceniano zdolno$¢ do hamowania aktywnosci HKIIl zaréwno w komorce
(invitro), jak i w roztworze (in solution), cytotoksycznos¢, wptyw na cytotoksycznos¢ lekow
przeciwnowotworowych (doksorubicyny) oraz zdolno$¢ do indukowania stresu

oksydacyjnego i $mierci komorki.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane zwiazki - benserazyd, indometacyna i glimpiryd:

v" hamujg aktywno$¢ HKIl w komorce, jak i w roztworze,

v' wplywajg na dzialanie cytotoksyczne doksorubicyny (efekt synergistyczny
w kombinacji z glimepirydem),

powoduja wzrost poziomu reaktywnych form tlenu oraz azotu,

powoduja spadek potencjatu mitochondrialnego (AW), catkowitego potencjatu,

antyoksydacyjnego komorek oraz poziomu zredukowanego glutationu,

AR NERNEEN

indukujg apoptoze na $ciezce mitochondrialnej,
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v zwiekszajg poziom wewnatrzkomoérkowego Ca?”,

<\

nie indukuja lub stabo indukuja proces autofagii,
v kombinacje glimepirydu, indometacyny badz benserazydu z doksorubicyng indukuja

proces autofagii.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze badane zwiazki - glimepiryd, indometacyna i benserazyd
- wykazujg zdolno$¢ do hamowania aktywno$ci heksokinazy Il (HKII). Interesujgcym
odkryciem jest synergistyczny efekt polaczenia glimepirydu z doksorubicyng, co sugeruje

potencjalne zastosowanie tego zwigzku jako modulatora cytotoksyczno$ci antracykliny.

Jednakze, aby wykorzysta¢ inhibitory glikolizy, takie jak glimepiryd, w celu
uwrazliwienia komoérek nowotworowych na dzialanie doksorubicyny, konieczne sg dalsze
badania. Wazne jest zrozumienie mechanizméw dzialania tych zwigzkow w potaczeniu
z doksorubicyng oraz ich wptywu na komodrki nowotworowe i prawidtowe. Podsumowujac,
przeprowadzone badania ukazuja znaczenie i mozliwos¢ ukierunkowania terapii na

metabolizm nowotwordw jako realng opcje terapeutyczna.
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12. Summary

Understanding and explaining the processes underlying metabolism in cancer cells
has become the goal of many studies aimed at finding and developing new anticancer
strategies. One of the challenges (including in the thesis) has been to try to inhibit glycolysis
by affecting one of its enzymes, hexokinase Il (HKII), whose increased expression is
observed in cancer cells. Accordingly, a study of this isoform of the enzyme was carried out
to evaluate the anticancer activity of 'potential’ inhibitors of hexokinase Il (HKII), selected
by in silico techniques, and to select the most effective derivative (among those tested) for
use as an HKII inhibitor. The study verified the research hypothesis, which was that: new
hexokinase Il inhibitors exhibit antitumor activity through inhibition of HKII activity and/or

increase the therapeutic index of known cytostatic agents.

The above research hypothesis was verified on human hepatocellular carcinoma cell
lines (HepG2 and Huh-7) by treating them with glimepiride, indomethacin and benserazide
alone and in combination with doxorubicin, incubated for 72 hours. To evaluate the
biological activity of the tested compounds and their combination with doxorubicin, the
ability to inhibit HKII activity both in the cell (in vitro) and in solution (in solution),
cytotoxicity, the effect on cytotoxicity of anticancer drugs (doxorubicin) and the ability to

induce oxidative stress and cell death were evaluated.

The results show that the tested compounds - benserazide, indomethacin and

glimepiride:

v"inhibit HKII activity in the cell as well as in solution,

v’ affect the cytotoxic effect of doxorubicin (synergistic effect in combination
with glimepiride),

v' cause an increase in the levels of reactive oxygen species and nitrogen,

v’ cause a decrease in mitochondrial potential (AW), total cellular antioxidant
potential and levels of reduced glutathione,

v induce apoptosis in the mitochondrial pathway,

<

increase intracellular Ca?* levels,

v do not induce or weakly induce the autophagy process,
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v combinations of glimepiride, indomethacin or benserazide with doxorubicin
induce the autophagy process.

In conclusion, the results obtained indicate that the tested compounds - glimepiride,
indomethacin and benserazide - show the ability to inhibit hexokinase Il (HKII) activity.
An interesting finding is the synergistic effect of combining glimepiride with doxorubicin,
which suggests the potential use of this compound as a modulator of anthracycline
cytotoxicity.

However, further research is needed to use glycolysis inhibitors, such as glimepiride,
to sensitize cancer cells to doxorubicin. It is important to understand the mechanisms of
action of these compounds in combination with doxorubicin and their effects on cancer cells
and normal cells. In conclusion, the research conducted demonstrates the importance and

possibility of targeting cancer metabolism as a viable therapeutic option.
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