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I1.  Ogolna charakterystyka dzialalnosci naukowej

Moja dziatalno$¢ naukowa dotyczy szeroko pojetych badan nad wptywem zwigzkow
biologicznie aktywnych na molekularne procesy zachodzace w komoérkach prawidtowych
1 nowotworowych. Moje prace naukowe sg badaniami interdyscyplinarnymi,
wykorzystujacymi wiedzg¢ oraz metody badawcze z zakresu biologii molekularnej, biochemii,
mikrobiologii, immunologii, bromatologii, toksykologii, farmakologii i farmakognozji,
a podejmowane przeze mnie zagadnienia dotycza zardwno procesOw zachodzacych
w komorkach mikroorganizméw, jak i w komodrkach wyzszych eukariontéw. Celem moich
badan jest poznanie molekularnych mechanizméw oddzialywania w komorkach,
syntetycznych i1 naturalnych zwigzkéw chemicznych oraz mozliwo$¢ wykorzystania tych
procesOw w projektowaniu nowoczesnych podej$¢ terapeutycznych.

Zainteresowanie naukami matematyczno-przyrodniczymi rozwijatam juz w szkole
sredniej w ramach fakultetu matematyczno-fizycznego. W trakcie nauki szkolnej zdobytam
I miejsce w Olimpiadzie Wiedzy Ekologicznej na szczeblu wojewoddzkim, a swoja pasje
dotyczaca zrozumienia mechanizmow regulujacych procesy przyrodnicze rozwijatam dalej
podczas studiow na Wydziale Chemii UJ, kierunku Ochrona Srodowiska. W czasie studiow
licencjackich 1 magisterskich uczestniczytam w licznych praktykach, szkoleniach i stazach,
dzigki ktorym zdobytam praktyczng wiedze i przygotowanie do pracy naukowej. Tematyka
mojej pracy licencjackiej dotyczyta badan nad rolg i funkcja mikroorganizméw osadu
czynnego w procesach biologicznego oczyszczania $ciekow. Zainteresowanie biochemig
mikroorganizméw oraz wykorzystaniem w biotechnologii, modyfikowanych szczepoéw
drobnoustrojow, kontynuowatam w trakcie realizacji pracy magisterskiej. W roku 1999
zostalam stypendystka Studium Doktoranckiego w Collegium Medicum UlJ, prace doktorska
realizowalam pod kierunkiem prof. Jerzego Jaskiewicza w Zakladzie Analityki
Biochemicznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ. Gloéwny temat badawczy, ktorym zajetam
si¢ w tym czasie, dotyczyl wptywu zwigzkéw bioaktywnych pochodzenia ro$linnego na
metabolizm komorek eukariotycznych, w szczegodlnosci na regulacje¢ tordw przemian
weglowodanéw 1 lipidow. Ponadto uzyskalam szeroka wiedze i umiejetnosci praktyczne
w zakresie metod badawczych i technik stosowanych w biochemii klinicznej i biologii
molekularnej. Wyniki moich badan staly si¢ podstawa do wspotpracy z I Uniwersytetem
w Bordeaux, dotyczacej badania wilasciwosci zwigzkow bioaktywnych izolowanych
Z czerwonego wina 1 prezentowane byty na licznych miedzynarodowych konferencjach. Prace
doktorska obronitam z wyrdznieniem w roku 2004 r. Zostalam rowniez zatrudniona
w Zakladzie Analityki Biochemicznej, poczatkowo na etacie asystenta, a potem adiunkta.
Swoje zainteresowania naukowe 1 warsztat badawczy poszerzytam dzigki udzialowi
w specjalistycznych stazach 1 szkoleniach oraz dzigki wyjazdom zagranicznym,
w szczegolnosci wspolpracy z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwersytetu w Bonn, gdzie
w 2006 roku przebywalam jako stypendystka programu wymiany akademickiej Leonardo
da Vinci, a w 2007 roku - w ramach stypendium dla kadry akademickiej DAAD. W czasie
zatrudnienia na Wydziale Farmaceutycznym UJCM bylam zaangazowana we wspoOlprace
z innymi jednostkami tego Wydziatu, Wydziatu Lekarskiego U] CM, Wydziatu Biochemii,
Biofizyki 1 Biotechnologii UJ, Wydziatu Chemii UJ oraz partnerami zagranicznymi (Izrael,
Portugalia, Niemcy, Szwajcaria, Wielka Brytania), jak rowniez z przemystem. Podjeta
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wspolpraca naukowa znalazta wyraz w realizacji wspdlnych projektow naukowych oraz
publikacji 1 doniesien zjazdowych.

Obecnie jestem zatrudniona w Zakladzie Bromatologii WF UJ CM, a prowadzone
przeze mnie badania zwigzane sg z analizg oddzialywania bioaktywnych sktadnikow diety
1 pierwiastkOw na procesy komorkowe. W szczegdlnosci, moje zainteresowania skupiajg sie
wokot poznania wptywu zwiazkow pozyskanych z roslin krzyzowych oraz pseudozboz na
biatka regulujace przebieg procesow metabolicznych i $ciezek sygnatowych w komorkach.
W oparciu 0 modele eksperymentalne in vitro poszukuje mechanizméw oddziatywania tych
zwigzkow na komorki prawidtowe i nowotworowe, na poziomie molekularnym. Ponadto
zajmuje si¢ badaniem wptywu zywnosci fortyfikowanej pierwiastkami na procesy proliferacji,
regeneracji oraz mechanizmy apoptozy w komorkach prawidtowych i nowotworowych.
W pracach eksperymentalnych stosuje m.in. techniki analizy ekspresji genow, immunobloting
1 cytometri¢ przeptywowa. Uzyskatam finansowanie ze §rodkéw Komitetu Badafh Naukowych
na realizacje wlasnego projektu zatytulowanego ,,Badania molekularnego mechanizmu
dziatania wybranych polifenoli na aktywnos¢ kinazy kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej (PDH) w zaleznosci dawka-efekt”. Poza badaniami nutrigenomicznymi,
W swojej pracy zajmuje si¢ analiza aktywnos$ci biologicznej lekow i kandydatoéw na leki
w modelu in vitro. W tym zakresie uczestniczytam w realizacji projektow: ,,Opracowanie
innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
— schizofrenii, depresji, leku” wspotfinansowanego przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju w ramach programu Inicjatywa Technologiczna I oraz ,,Kompleksy wanadu —
innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy” finansowanego przez Europejski
Fundusz Rozwoju Regionalnego (projekt POIG). Jestem wspottworca patentu dotyczacego
sposobu wytwarzania nowego zwigzku koordynacyjnego wanadu(IV) o specyficznej
aktywnosci przeciwnowotworowej. Wspotpracuje rowniez w zakresie molekularnych badan
nad funkcja 1 regulacjg aktywnosci receptorow, zarowno w komorkach zréznicowanych, jak
1 progenitorowych oraz macierzystych. Bior¢ udziat w realizacji projektow dotyczacych
charakterystyki molekularnej oraz metabolizmu, ludzkich, indukowanych pluripotencjalnych
komorek macierzystych, w celu wykorzystania potencjatu biologicznego tych komorek do
regeneracji tkanek. Istotng czg$¢ mojej pracy zawodowej stanowi praca ze studentami
i pomoc w rozwijaniu naukowych pasji w ramach kota naukowego Biologii Molekularnej,
a takze opieka nad studentami zagranicznymi oraz doktorantami.

Aktualnie mdj caty dorobek naukowy obejmuje 101 pozycji. Sktada si¢ na niego 41
publikacji  naukowych, w tym 23 pelnotekstowych publikacji  oryginalnych
angielskojezycznych, w recenzowanych czasopismach posiadajacych impact factor (oraz
2 prace pogladowe), 18 recenzowanych prac w czasopismach bez IF oraz polskie zgloszenie
patentowe. Jestem autorem 60 doniesien i1 komunikatéw zjazdowych, z czego 34
mie¢dzynarodowych, 26 krajowych. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania IF publikacji
recenzowanych wynosi 58,73, co odpowiada 680 punktom w klasyfikacji MNiSW. Catkowita
liczba cytowan wynosi 200, a indeks Hirscha jest rowny 9.
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I11.  Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

1. Tytul osiagniecia naukowego

Przedmiotem przedstawionego do oceny osiggni¢cia naukowego, bedacego podstawa
ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego, jest monotematyczny cykl 5 publikacji (H-1 —
H-5) zatytulowany: ,,Wplyw metforminy i kwasu kawowego na reprogramowanie
metaboliczne ludzkich komérek raka szyjki macicy (RSM)”. Obejmuje on 4 oryginalne
(H1-H4), pelnotekstowe prace oraz 1 artykul pogladowy (H5). Prace opublikowano
w anglojezycznych, recenzowanych czasopismach naukowych o zasiegu migdzynarodowym.
Zgodnie z analizg bibliometryczna, taczny wspotczynnik IF cyklu publikacji wynosi 18,025,
a odpowiadajgca mu punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 160 pkt.
We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

Wykaz prac stanowiacych podstawe habilitacji

H1. Tyszka-Czochara M., Bukowska-Strakova K., Kocemba-Pilarczyk K.A., Majka
M. Caffeic Acid Targets AMPK Signaling and Regulates Tricarboxylic Acid Cycle
Anaplerosis while Metformin Downregulates HIF-1a-Induced Glycolytic Enzymes in Human
Cervical Squamous Cell Carcinoma Lines. Nutrients, 2018, 10, 1-21

IF =4,196 MNiSW=35

H2. Tyszka-Czochara M., Bukowska-Strakova K, Majka M. Metformin and caffeic
acid regulate metabolic reprogramming in human cervical carcinoma SiHa/HTB-35 cells and
augment anticancer activity of Cisplatin via cell cycle regulation. Food and Chemical
Toxicology, 2017, 106(Pt A), 260-272.

IF = 3,977 MNiSW=40

H3. Tyszka-Czochara M., Konieczny P, Majka M. Caffeic acid expands anti-tumor
effect of Metformin in human metastatic cervical carcinoma HTB-34 cells: implications
of AMPK activation and impairment of fatty acids de novo biosynthesis. International Journal
of Molecular Science, 2017, 18, 1-16.

IF = 3,687 MNiSW=30

H4. Tyszka-Czochara M. Lasota M., Majka M. Caffeic acid and Metformin inhibit
invasive phenotype induced by TGF-B1 in C-4l and HTB-35/SiHa human cervical squamous
carcinoma cells by acting on different molecular targets. International Journal of Molecular
Science, 2018, 19, 1-19.

IF = 3,687 MNiSW=30
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H5. Tyszka-Czochara M., Konieczny P, Majka M. Recent advances in the role
of AMP-activated protein kinase in metabolic reprogramming of metastatic cancer cells:
targeting cellular bioenergetics and biosynthetic pathways for anti-tumor treatment. Journal
of Physiology and Pharmacology, 2018, 69 (3), 337-349.

IF =2,478 MNiSW=25

2. Omowienie celu naukowego ww. prac

Jedng z glownych cech odrdzniajagcych komoérke nowotworowa od prawidtowej jest
zmiana regulacji procesOw metabolicznych. Metabolizm komoérek nowotworowych jest
bardziej autonomiczny i pozostaje pod mniejszym wplywem czynnikow zewnetrznych, niz
w przypadku komorek prawidtowych, a zwigzki wysokoenergetyczne w nowotworach
syntetyzowane sa gtownie w procesie glikolizy. W wyniku transformacji nowotworowe;j
[w komorce dochodzi do szeregu charakterystycznych zmian, okreslanych mianem
reprogramowania metabolicznego (ang. ,,metabolic reprogramming”). Wiadomo, ze
reprogramowanie metaboliczne moze nadawa¢ komorkom nowotworowym przewage
adaptacyjna nad komoérkami prawidtowymi, szczegdlnie w trudnych warunkach
srodowiskowych, umozliwia¢ ich przetrwanie i, co szczegolnie wazne, rozprzestrzenianie si¢
w organizmie. Obecnie trwaja intensywne poszukiwania selektywnych ,,molekularnych
celéow” dla terapii przeciwnowotworowych 2z uwzglednieniem mechanizmow
regulujacych procesy metaboliczne w komorkach nowotworowych, a w szczegdlnosci
procesy mitochondrialne. Dlatego tez celem prac przedstawionych w punkcie [11.1
autoreferatu, byto zbadanie czy meformina i kwas kawowy moga wywieraé regulacyjny
wplyw na reprogramowanie metaboliczne komorek raka szyjki macicy (RSM).
Przeprowadzone badania, w efekcie ktorych powstat cykl sktadajacy si¢ na moje osiagniecie
habilitacyjne, pozwolily na zbadanie, czy poprzez regulacj¢ przemian energetycznych,
biosyntez oraz zwigzanych z nimi procesow komorkowych; metformina i kwas kawowy
moga hamowa¢ proliferacj¢ komorek raka szyjki macicy i kierowac je na droge Smierci
apoptotycznej. Celem eksperymentéw byto réwniez ustalenie, czy badane zwiazki
chemiczne mogq wspiera¢ cytotoksyczne dzialanie cisplatyny na komorki RSM oraz
wskazanie mechanizméw regulujacych te procesy. Dodatkowo, badania mialy na celu
ustalenie czy dziatanie metforminy i kwasu kawowego jest specyficzne (selektywne)
wzgledem komorek nowotworowych. Uzyskane wyniki moga pomdc w poznaniu procesow
molekularnych i wyznaczeniu molekularnych celéw dla strategii w leczeniu RSM,
charakteryzujacych si¢ wysoka efektywnos$cia i selektywnos$cia dzialania. Badania nad
regulacja molekularnych mechanizméw metabolicznych realizowano w modelu in vitro
z zastosowaniem linii ludzkich komorek raka szyjki macicy o rdéznym fenotypie,
z uwzglednieniem réznych stopni klinicznego zaawansowania nowotworu.

Dla realizacji gléwnego celu badan sformutowano cele szczegotowe, wsrod ktorych
wyroézniono:

. ocen¢ wptywu metforminy oraz kwasu kawowego na metabolizm mitochondrialny,
w tym na regulacj¢ cyklu kwaséw trikarboksylowych (ang. tricarboxylic acids cycle,
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TCA cycle) i przemian substratow energetycznych w komoérkach nowotworowych,
takze na bioenergetyke komorek RSM, ze szczegdlnym uwzglednieniem efektow
regulowanych dziataniem kinazy aktywowanej przez 5'-monofosforan adenozyny
(AMPK),

. okreslenie potencjalu metforminy oraz kwasu kawowego do generowania Stresu
oksydacyjnego w mitochondriach i wywolywania $mierci apoptotycznej komorek -
zaleznej od metabolizmu,

. poznanie wplywu metforminy oraz kwasu kawowego na regulacje syntezy de novo
kwasow tluszczowych w komorkach RSM,

o zbadanie wptywu metforminy oraz kwasu kawowego na biatka regulatorowe glikolizy
oraz okreslenie wptywu badanych zwigzkéw na poziom ekspresji wybranych
onkogenow, kontrolujacych aktywnos¢ bialek i enzyméw regulujacych fenotyp
metaboliczny komérek RSM, w warunkach zmiennej dostgpnosci tlenu
w mikro$rodowisku (normoksji i hipoks;ji),

. zbadanie wptywu metforminy oraz kwasu kawowego na zmiang fenotypu komorek
i ich zdolnos¢ do migracji w procesie indukowanego przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (ang. Epithelial-to-Mesenchymal Transition, EMT) w komorkach

RSM,

. okreslenie potencjatu metforminy oraz kwasu kawowego do wzmacniania dzialania
przeciwnowotworowego cisplatyny, poprzez regulacje cyklu komérkowego
w komorkach RSM,

o zbadanie, czy laczne zastosowanie metforminy, kwasu kawowego oraz cisplatyny;
wywota silniejszy efekt antyproliferacyjny na komoérki RSM niz zastosowanie tych
zwigzkow 0sobno lub jako ko-terapie,

o zbadanie, na ile aktywno$¢ metforminy i kwasu kawowego jest specyficzna wzgledem
komorek nowotworowych w kokulturze z ludzkimi komodrkami prawidlowymi,
w obecnosci fibroblastow,

o charakterystyka efektu antyproliferacyjnego metforminy, kwasu kawowego
i cisplatyny wzgledem komoérek nowotworowych w kokulturze z ludzkimi
komérkami prawidlowymi (fibroblastami).

2.1 Wprowadzenie w tematyke badawczg

Rak szyjki macicy (RSM) jest jednym z najczgsciej wystepujacych nowotworéow
u kobiet. Szczegdlnie wysoka zapadalno$¢ stwierdzono w populacjach krajow rozwijajacych
si¢ [1,2]. Obecnie wiadomo, ze najistotniejszym czynnikiem sprzyjajacym rozwojowi
neoplazji komorek nablonka szyjki macicy, jest infekcja szczepami z grupy wysokiego
ryzyka, wirusami brodawczaka ludzkiego (ang. Human Papilloma Virus, HPV) [3,4].
Ekspresja onkogenow wirusowych w komorkach cerwikalnych, prowadzi do zaburzenia
przebiegu cyklu komorkowego i1 rozregulowania $ciezek sygnatowych, co moze skutkowaé
progresja procesu kancerogenezy i nasilong proliferacja komodrek neoplastycznych, do ktorej
przyczynia si¢ dodatkowo ostabienie mechanizmoéow kontrolujacych apoptoze [4]. Powszechne
stosowanie cytologicznych badan przesiewowych oraz wprowadzenie szczepien przeciwko
HPV, w wigkszo$ci krajow rozwinigtych umozliwia rozpoznanie choroby we wczesnym jej
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stadium 1 w konsekwencji powoduje zmniejszenie czestosci wystepowania inwazyjnego
RSM. Z drugiej strony, obecnie dostgpne szczepionki chronig przed zachorowaniem jedynie
w 70% przypadkow [5]. W konsekwencji, $miertelno$¢ z powodu zaawansowanego raka
szyjki macicy na $wiecie jest nadal wysoka [6], a rokowanie przezycia jednego roku
u pacjentek w zaawansowanym stadium raka nie przekracza 20 procent [7]. Wiadomo, ze
przezywalnoS$¢ $cisle zalezy od stopnia zaawansowania nowotworu i zdolnosci komorek guza
do inwazji 1 metastazy (tworzenia przerzutow). Pomimo zastosowania powyzszych,
intensywnych metod prewencji (badania przesiewowe, szczepienia), $miertelnos¢ z powodu
RSM w Polsce nadal nalezy do najwyzszych w Europie [8].

Obecnie, standardowa terapia RSM obejmuje chemioterapi¢, najczgsciej z uzyciem
cytostatyku - cisplatyny (cis-diaminadichloroplatyna(ll)). Wprowadzenie okreslonej
procedury leczenia zalezy od stopnia zaawansowania nowotworu; u pacjentek z pdzno
zdiagnozowanym nowotworem lub ze stwierdzong wznowa, protokoty leczenia przewiduja
taczne stosowanie cisplatyny z 5-fluorouracylem (5-FU). Cisplatyna jest powszechnie
stosowanym u ludzi chemioterapeutykiem, lek ten znalazl zastosowanie kliniczne rowniez
w terapiach innych nowotworow, w tym raka pgcherza moczowego, ptuc, jajnikow i jader,
a takze nowotwordéw glowy 1 szyi [9]. Po przedostaniu si¢ do komorki, cisplatyna wywoluje
uszkodzenie struktury DNA, zahamowanie syntezy materialu genetycznego oraz podziatéw
mitotycznych. Molekularny mechanizm cytotoksycznego oddzialywania cisplatyny
w komorce obejmuje przede wszystkim wywotanie stresu oksydacyjnego, zwigzanego
z nadprodukcja wolnych rodnikéw tlenowych - reaktywnych form tlenu (RFT) (ang.
Reactive Oxygen Species, ROS), zatrzymaniem cyklu komoérkowego i podziatow
mitotycznych, zahamowaniem ekspresji protoonkogendéw i biatek regulatorowych apoptozy,
co ostatecznie prowadzi do $mierci komorki [10]. Jak wykazano, stres oksydacyjny
wywotany w komorce dziataniem cisplatyny wpltywa w Szczegdlnosci na procesy
mitochondrialne, czego wynikiem jest utrata funkcji biologicznych i $mier¢ komoérkowa,
wywotana mechanizmami niezaleznymi od uszkodzen w strukturze DNA. Niestety, leczenie
z uzyciem cisplatyny charakteryzuje si¢ wysoka toksycznosciag w stosunku do komorek
prawidlowych; glownymi efektami niepozadanymi w organizmie cztowieka moze by¢
cigzka neurotoksyczno$¢ oraz hepatotoksyczno$é, nefrotoksyczno$é¢, uszkodzenia komorek
mig$nia sercowego i komorek krwiotworczych [11]. Opornosé na leczenie cytostatykami
oraz nawrot choroby, to gtowne problemy terapii przeciwnowotworowych w leczeniu RSM;
ocenia si¢, ze moga one wystgpowaé nawet u potowy chorych [7]. W celu przeciwdziatania
tym komplikacjom czesto wykorzystuje si¢ taczenie kilku strategii przeciwnowotworowych,
ktore dziatajg skuteczniej, jesli sa zaaplikowane pacjentowi jednoczesnie lub w ustalonej
sekwencji. Cisplatyna stosowana jest w kombinacji z innymi lekami, takimi jak etopozyd,
winorelbina, topotektan, paklitaksel, gemcytabina i irinotekan. Terapie chorych
z zaawansowanymi stopniami klinicznymi RSM, obejmuja takze skojarzenie leczenia
cisplatyna z interwencjami chirurgicznymi oraz/lub radioterapig, w ramach terapii
adjuwantowej. Uwzgledniajac dynamike wzrostu komorek nowotworowych, stosuje sie¢
chemioterapi¢ neoadjuwantowg, polegajaca na leczeniu cytostatykiem, ktéore moze
poprzedza¢ radioterapi¢ i/ lub zabiegi chirurgiczne. Mozna tez lgczy¢é chemioterapie
z radioterapig. Wykazano, ze w przypadku nowotwordow szyjki macicy, na wczesnych etapach
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choroby, zastosowanie standardowych rozwigzan terapeutycznych moze znaczgco przedtuzy¢
zycie pacjentek a nawet catkowicie wyeliminowaé¢ nawro6t choroby. Natomiast rokowania dla
chorych w zaawansowanym stadium RSM sa duzo gorsze. W szczeg6lnosci dla tej grupy,
niezbedne jest poszukiwanie nowych, bardziej skutecznych rozwigzan [3,11,9,12]. Wyniki
najnowszych badan nad zastosowaniem strategii terapeutycznych w leczeniu RSM u ludzi,
zostaly obszernie przedstawione przez Kumara i wsp. [11]. Opornosé na leczenie
cytostatykiem, znaczaco pogarsza wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na inny zastosowany
czynnik terapeutyczny. Co gorsza, proces oporno$ci na lek czesto rozwija si¢ w oparciu, nie
0 jeden mechanizm, lecz angazuje wiele Sciezek. W obrebie heterogennego guza, Czesto
wystepuja obok siebie komoérki o réznej charakterystyce, cechach genetycznych i, co si¢
z tym wigze, roznej wrazliwo$ci na leczenie. Komorki guza moga zmienié¢ fenotyp
na migracyjny i przerzutowa¢ do innych tkanek w organizmie. Wtedy problem opornosci
na stosowane leczenie nabiera szczegdlnej wagi [10].

Uwzgledniajac  przyczyny niepowodzen terapii stosowanych obecnie w walce
z nowotworami oraz konieczno$¢ poprawy efektywnosci leczenia, zachodzi potrzeba nowego,
szerszego spojrzenia na problem i poszukiwania innowacyjnych strategii, opartych
0 mechanizmy specyficzne dla komorek nowotworowych. Obecnie podejmowane sg proby
kombinowanych terapii niszczacych nowotwory, w ktorych stosowane sa zwigzki
chemiczne dziatajace synergistycznie. Inne podejscie, zaktada celowanie w dwa lub wiecej
niezaleznych mechanizmoéw, ktore uwrazliwiajac komorki nowotworowe na dziatanie lekow
przeciwnowotworowych, czynig zwalczanie choroby nowotworowej bardziej skutecznym.
Biorac pod uwagge fakt, Ze jedna z podstawowych cech komorek nowotworowych jest tatwosé¢
rozwijania kompensacyjnych $ciezek sygnalowych, drugie podejscie wydaje si¢ by¢
szczegblnie uzasadnionym [13,14]. Aby przeciwdziata¢ rozwojowi opornosci na cytostatyki
oraz ich wysokiej toksyczno$ci w organizmie czlowieka, zwrdcono si¢ w strong takich terapii
kombinowanych 1 adjuwantowych, w ktorych oprdcz cytostatykow stosuje sie takze leki oraz
substancje pochodzenia naturalnego, wykazujace dzialanie regulacyjne na okreslone
procesy komérkowe [15]. Dlatego tez, artykuly opublikowane ostatnio w wiodacych
czasopismach, istotng wage przyktadaja do wskazywania potencjalnych, specyficznych,
molekularnych celow dla precyzyjnych, kombinowanych terapii przeciwnowotworowych.
Wiele badan klinicznych juz potwierdzito skutecznos¢ takich rozwigzan. W tym kontekscie,
szczegblnie  istotne jest poznanie molekularnych  mechanizméw  regulujacych
reprogramowanie komérek RSM, w tym wewngtrzkomorkowych S$ciezek sygnalowych,
mitochondrialnych toréw metabolicznych i procesow bioenergetycznych, zachodzacych
w komorce nowotworowej [16,17]. Prezentowane w niniejszym autoreferacie wyniki badan
wlgczajg si¢ w nurt nowoczesnych prac nad poszukiwaniem ,,punktéw uchwytu” (ang.
Ltargets”’) dla efektywnych farmakologicznych terapii przeciwnowotworowych,
uwzgledniajacych regulacje proceséw metabolicznych o krytycznym znaczeniu dla
funkcjonowania komorki i specyficznych dla komoérek nowotworowych [18,19].

Metformina (1,1-dimetylobiguanid) jest pochodng biguanidu, lekiem generycznym
uzywanym powszechnie w leczeniu cukrzycy Il typu u ludzi. Wyniki ostatnio
przeprowadzonych badan klinicznych dotyczacych przeciwstarzeniowego oddziatywania
metforminy u ludzi, byty przedmiotem wielu dyskusji [20]. W szeregu badan wykazano, ze
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ten wysoko-azotowy, maloczasteczkowy zwigzek chemiczny (ang. ,,small molecule™)
wykazuje wielokierunkowy wpltyw na organizm czlowieka [21]. Metformina wzbudzita
ogromne zainteresowanie wséréd badaczy, kiedy wykazano, ze w grupie diabetykow
leczonych biguanidem; zapadalno$¢ na mnowotwory jest nizsza niz wsréd pacjentow
przyjmujacej inne leki. Przeciwnowotworowe dziatanie metforminy u ludzi, zasugerowane na
podstawie wynikow obserwacji epidemiologicznych, potwierdzity rowniez badania kliniczne
[22,23,24]. Obecnie trwaja intensywne prace nad poznaniem mechanizméw wpltywu tego leku
na komorki nowotworowe; wiele efektow oddziatywania metforminy czeka na wyjasnienie
[25]. Wykazano, ze metformina hamuje proliferacj¢ wielu linii neoplastycznych, w tym raka
piersi, prostaty, jelita grubego i nowotworow gornego odcinka przewodu pokarmowego [26].
Ponadto, lek ten wykazuje in vitro efekt antyproliferacyjny na endometrialne komorki
nowotworowe, poprzez regulacj¢ ich cyklu i jednoczesng aktywacje procesoOw autofagii
I apoptozy [27]. Podejmowano rowniez proby zastosowania metforminy do wspierania
dziatania lekow przeciwnowotworowych. Wykazano, ze zastosowanie biguanidu
jednocze$nie z tamoksyfenem obniza efektywng dawke cytostatyku, hamujacego wzrost
komorek nowotworu piersi [28]. Do tej pory opisano kilka molekularnych mechanizmow,
ktore mogg warunkowaé przeciwnowotworowa aktywnos$¢ metforminy. Dowiedziono, ze lek
hamuje pierwszy z czterech kompleksow tancucha transportu elektronow w mitochondriach,
co skutkuje obnizeniem tempa syntezy adenozyno-5'-trifosforanu (ATP) i w konsekwencji
powoduje zmiany w przebiegu wielu torow wewnatrzkomorkowej biosyntezy [29]. Tego
rodzaju cele biologiczne oddziatywania metforminy zostaly szeroko przedstawione przez
Ikhlas’a i Ahmad’a [25] oraz przez Viollet’a i wsp. [21]. Obecnie, wigkszos¢ wynikéw badan
wskazuje, ze mechanizmem o kluczowym znaczeniu dla przeciwnowotworowej aktywnosci
metforminy w komorce jest regulacja funkcji kinazy aktywowanej przez 5'AMP (ang.
5'AMP-activated protein kinase, AMPK). AMPK jest biatkiem o kluczowym znaczeniu dla
utrzymania homeostazy przemian energetycznych w komorkach organizmu cztowieka
1 adaptacji do zmieniajgcych si¢ warunkow Srodowiskowych. Wysokie stezenie 5’AMP w
komorce aktywuje AMPK, a kréotkoterminowa regulacja aktywnosci biatka AMPK nastepuje
na drodze fosforylacji podjednostki a [30]. Stwierdzono nasilong aktywno$¢ AMPK
w warunkach stresu zwigzanego z niedostatkiem substratow energetycznych, chociaz
czynnikami indukujacymi moze by¢ takze niedotlenienie (hypoksja) oraz dysfunkcja
mitochondriow [31]. W wielu badaniach wykazano, ze $ciezki sygnatlowe regulowane przez
AMPK moga odgrywaé istotng role w hamowaniu procesu nowotworzenia i progresji
nowotworu [32]. Stwierdzono, ze w komorkach raka, aktywacja AMPK skutkuje
zatrzymaniem cyklu komorkowego, stabilizacja biatek regulatorowych cyklu p21WAFl
i p27C'P1 oraz biatka p53. U czlowieka to ostatnie biatko jest produktem genu supresorowego
TP53 [26]. Dodatkowo, AMPK hamuje $ciezki syntez o kluczowym znaczeniu dla wzrostu
komorek nowotworowych, w tym syntezy biatek, poprzez regulacje aktywnosci kompleksu 1
kinazy mTOR, (ang. mechanistic target of rapamycin complex-1, mTORC1). Precyzyjna,
wzajemna regulacja pomigdzy funkcja AMPK, mTORC1, kinazy bialkowej B (ang. Protein
kinase B, AKT) i czynnikiem transkrypcyjnym FOXO (ang. FOX (Forkhead box) protein,
FOXO), warunkuje utrzymanie homeostazy w komorce w warunkach stresu metabolicznego.
Co wigcej, AMPK ogrywa gtéwna rolg¢ w regulacji sieci sygnalowej 1 warunkuje mozliwosci
przetrwania 1 proliferacji komorki. Jednoczesne oddzialywanie na catg sie¢ aktywnosci
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AMPK/mTOR/AKT, zamiast na pojedyncze $ciezki, jest bardziej skuteczne w pokonywaniu
opornosci na stres oksydacyjny w komoérkach nowotworowych. Tego rodzaju podejscie
terapeutyczne jest obecnie testowane w probach klinicznych [17,33,34,35]. W artykule H5
podjeto szerzej tematyke roli AMPK i innych biatek regulatorowych w nowotworach oraz
mozliwoséci wykorzystania wzajemnych zaleznosci miedzy funkcjami bialek w przebiegu
terapii przeciwnowotworowych (H5, Fig 1).

Wiele zwigzkow chemicznych pochodzenia roslinnego aktywnie modyfikuje dziatanie
AMPK w komorkach nowotworowych, zardwno poprzez mechanizmy krétko-, jak i dtugo-
terminowe [36,37,38], a regulacja funkcji AMPK jest jednym z istotnych mechanizmow
warunkujacych chemioprewencyjne i przeciwnowotworowe wilasciwosci wielu zwigzkow
chemicznych pochodzenia roslinnego [31,39]. Ostatnie badania wykazaty, ze kwas kawowy
(kwas 3,4-dihydroksycynamonowy) jest aktywatorem AMPK i ze zwiazek ten moze
oddziatywa¢ w komodrce nowotworowej poprzez S$ciezki sygnatowe kontrolowane przez
AMPK [40,41]. Kwas kawowy jest pochodng kwasu 4-hydroksycynamonowego, podobnie
jak kwas ferulowy (kwas 3-metoksy-4-hydroksy-cynamonowy). Znaczacym zrodlem kwasu
kawowego w produktach roslinnych jest kwas chlorogenowy, ktorego czasteczka jest estrem
kwasu kawowego i kwasu (-)-chinowego [42]. Kwas kawowy moze hamowaé wzrost
komorek nowotworowych, co ujawnily eksperymenty w hodowlach komoérek raka piersi
[43], ludzkich stransformowanych keratynocytow [44], zlosliwych nowotworow watroby
pochodzenia nabtonkowego [45] oraz komorek gruczolakoraka jelita grubego [46,47].
Wykazano supresyjne oddziatywanie pochodnych kwasu kawowego na ludzkie komorki
nowotworowe jelita grubego; w badaniach in vitro oraz in vivo. Mechanizm oddziatywania
obejmowatl regulacj¢ $ciezek zaleznych od AMPK, kinazy 3-fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositide 3-kinase, P13-K) i kinazy AKT [40,48].

Wyniki przeprowadzonych ostatnio badan dowodza, Ze nie tylko metformina
[49,50,28], ale takze kwas kawowy [51,52,53] moze wspotdziataé z cytoststykami w indukcji
Smierci komorkowej 1 w ten sposob wspiera¢ terapie przeciwnowotworowe. Wiadomo,
ze fitozwigzki moga uszkadza¢ komorki nowotworowe, jednak, z reguly, w stopniu
niewystarczajacym do zainicjowania $mierci komoérki [38]. Natomiast zastosowanie terapii
ztozonej; z udziatem lekow syntetycznych 1 fitozwigzkow, moze zwickszy¢ wrazliwosé
komorek na stosowang chemioterapi¢ i pozwoli¢ na zastosowanie nizszej, efektywnej dawki
leku. Obecnie podejmowane s3 proby zastosowania takiej strategii uwrazliwiania
(ang. ‘“chemosensitization”) komorek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykow,
w celu przeciwdzialania rozwojowi opornosci na terapie, zmniejszania toksycznego dziatania
leku oraz uszkadzania komoérek prawidtowych podczas leczenia [15]. Kwas kawowy [52]
i jego pochodne [54] zostaly zastosowane jako terapia adjuwantowa przed leczeniem
cisplatyna; w celu zwigkszenia cytotoksycznego efektu leku na komorki nowotworowe,
a takze dla wzmocnienia oddziatywania tamoksyfenu [55]. Ahn i wsp. wykazali, ze kwas
kawowy moze poprawia¢ efekt terapeutyczny doksorubicyny w opornej linii komorek
ludzkiego raka piersi MCF-7/Dox. Kwas fenolowy zwickszal selektywnos¢ dziatania,
co wykazano na liniach komoérek nowotworowych opornych na cytostatyki w poréwnaniu
z hodowla kontrolng komodrek [53]. Kombinowana strategia zwalczania nowotworow,
z zastosowaniem syntetycznych zwiazkéw maloczasteczkowych lub substancji

12



Autoreferat Matgorzata Tyszka-Czochara

pochodzenia naturalnego wydaje si¢ by¢ szczegélnie uzasadniong, poniewaz zwigzki
te moga wspieraé¢ dzialanie lekow cytostatycznych jako adjuwanty o szerokim spektrum
aktywnos$ci wewnatrzkomorkowej, na ktorg sktadaja si¢ indukcja apoptozy, wplyw
na przebieg cyklu komorkowego, hamowanie $ciezek przekazywania sygnatu, pobudzanie
procesu réznicowania, hamowanie ekspresji onkogendéw, pobudzanie ekspresji genow
supresorowych, inhibicja procesu angiogenezy oraz potencjalu inwazyjnego komorek
nowotworowych [20,25,56]. Obecnie, ogromne zainteresowanie budzi perspektywa
zastosowania maloczasteczkowych zwigzkow  syntetycznych, takze substancji
pochodzenia roslinnego, w terapiach celowanych, regulujacych wewnatrzkomorkowe
procesy biosyntezy oraz prowadzace do generowania energii [14,57,58].

2.2 Model badawczy
Efekty niepozadane stosowania metforminy i kwasu kawowego u ludzi.

Rozwazajac zasadno$¢ wyboru do niniejszych badan metforminy i kwasu kawowego
oraz majac na wzgledzie mozliwo$¢ przysztego zastosowania tych zwiazkéw do wspierania
terapii przeciwnowotworowych u ludzi, nalezy podkresli¢, ze generalnie zwiazki te sa dos¢
dobrze tolerowane. Efekty stosowania metforminy w dtugim okresie czasu zostaty niezwykle
starannie przebadane w populacji ludzkiej. Kwas kawowy jest uznanym sktadnikiem diety
cztowieka. Jednym z dziatan niepozadanych biguanidow (metforminy, fenforminy) jest
wzmozona synteza mleczanu w komodrkach. Wykazano, ze stosowanie fenforminy
(1-(diaminometylideno)-2-(2-fenyloetylo)guanidyny) moze wigza¢ si¢ z ryzykiem
wystapienia kwasicy mleczanowej u pacjentow. Ryzyko wystgpienia tych powiklan jest
znacznie wigksze w przypadku fenforminy, niz metforminy. Obecnie nie zaleca si¢
stosowania fenforminy jako leku. Biorac pod uwage ryzyko wystapienia kwasicy
mleczanowej, przeciwwskazaniem do stosowania metforminy u pacjentow sa stwierdzone
choroby nerek. Obecnie ocenia sig, ze jesli u pacjenta zdiagnozowano jedynie niewielkie
dysfunkcje, mozna podawa¢ metforming, przy wiasciwym monitorowaniu funkcji nerek
[59,60]. Natomiast coraz wigcej wynikow badan potwierdza, ze zaréwno metformina, jak
i kwas kawowy, charakteryzuja si¢ korzystnym wplywem na organizm ssakow. Ostatnio
wykazano kardioprotekcyjne dziatanie metforminy u ludzi [59] oraz aktywnos¢ tego leku
w procesach powodujacych wydtuzanie zZycia u ssakow, co spotkato si¢ z szerokim
zainteresowaniem [61]. Biorgc pod uwage powszechne zainteresowanie zastosowaniem
w lecznictwie metforminy oraz zwigzkéw pochodzenia roslinnego, zachodzi potrzeba
specjalistycznych badan nad oddzialywaniem tych zwiazkow, rowniez na poziomie
molekularnym. Metformina i kwas kawowy sa zwigzkami dostepnymi, ich produkcja
nie generuje wysokich kosztow, co urealnia ich ewentualne wykorzystanie w dostgpnych
terapiach. Szczegdlnie wazne wydaje si¢ zastosowanie tych preparatow jako adjuwantow
w kategoriach terapeutycznych zwigzanych ze zwalczaniem chordéb o wysokich wskaznikach
Smiertelnosci, wsrod ktorych lokuje si¢ ciagle RSM.

Eksperymentalny model komorkowy
Przedmiotem badan, ktorych wyniki zostaty opublikowane w artykutach stanowigcych

podstawe habilitacji, byto poznanie wptywu badanych zwigzkéw na procesy metaboliczne
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w komorkach raka szyjki macicy. W badaniach zastosowano model in vitro z uzyciem linii
komorkowych, dedykowany powszechnie w badaniu molekularnych mechanizmow dziatania
lekow. Nalezy jednak pamigtac, ze w warunkach in vivo kazdy nowotwoér charakteryzuje sie
indywidualnymi cechami, w zaleznosci od pochodzenia tkankowego i stopnia
zaawansowania. Komorki wspottworzace guz cechuje czgsto znaczna heterogennosé
morfologiczna, funkcjonalna, a takze metaboliczna [14,18]. Coraz wiecej dowodow wskazuje
na konieczno$¢ racjonalnego planowania terapii i poszukiwania molekularnych celow
poprawiajacych skuteczno$¢, szczegdlnie z uwzglednieniem cech indywidualnych komorki
nowotworowej. Stosownie do tych zatozen, w badaniach bedgcych podstawg habilitacji
wykorzystano model in vitro z uwzglgdnieniem fenotypu ludzkich komoérek cerwikalnych
i jednoczesnie brano pod uwagg stadium rozwoju nowotworu, zdiagnozowane u dawcy
komorek. W badaniach wykorzystano komoérki pochodzace z guza in situ (linia epitelialnych
komorek C4-1, numer identyfikacyjny American Type Culture Collection, ATCC: CRL1594)
[62] oraz komorki o fenotypie migracyjnym z cechami ztosliwosci (linia komorek SiHa,
numer identyfikacyjny ATCC: HTB-35). Zarbwno w komoérkach C4-1, jak i HTB-35/SiHa
wykryto sekwencje DNA dla onkogenow HPV. Linia HTB-35 zawiera zintegrowany genom
HPV typu 16, w komoérkach C4-I stwierdzono obecno$¢ sekwencji DNA wirusa HPV typu 18
[63]. Doktadne badania ekspresji profilu genetycznego, przeprowadzone przez Carlsona
I wsp. [64] ujawnily, ze wsérod linii komoérkowych ATCC poddanych testom, linia C4-l
wykazywata najwyzszy stopien korelacji z komérkami nowotworéw pochodzacych z biopsji
od pacjentek. Z kolei, regulacja $ciezek apoptotycznych w linii HTB-35/SiHa byta blizsza
procesom przebiegajacym w komorkach nowotworowych nabtonka szyjki macicy [64]. Obie
linie, C4-1 i HTB-35, wykazuja cechy charakterystyczne dla raka plaskonablonkowego
(ang. squamous cell cancer) i zostaly wytypowane do eksperymentow, ze wzgledu na fakt,
ze ten rodzaj nowotworu stanowi ponad 80% przypadkéw RSM u pacjentek [2,38].

Dodatkowo, dla celoéw porownawczych, w badaniach uzyto komoérek HTB-34 (numer
identyfikacyjny ATCC: MS751), izolowanych z guza wtérnego po metastazie. Komorki te
zostaly pozyskane z wezta chlonnego [63]. Zastosowanie dodatkowej linii raka
ptaskonablonkowego, wywodzacego si¢ z nowotworu szyjki macicy bylo uzasadnione,
bowiem linia HTB-34 wykazuje fenotyp epitelialny. Wykazano, ze w komoérkach tych doszto
do implementacji programu EMT, a po przerzucie do wezta chlonnego doszto do przejscia
mezenchymalno - epitelialnego (ang. Mesenchymal-to-Epithelial Transition, MET)
1 zasiedlenia w tkance. W eksperymentach wykorzystano komorki ludzkie pochodzace
z kolekcji ATCC, po uprzednim sprawdzeniu ich cech indywidualnych [64] oraz
autentycznosci (wedtug listy Cross-Contaminated or Misidentified Cell Lines, opublikowanej
przez International Cell Line Authentication Committee, ICLAC) [63]. W eksperymentach,
opisanych w artykule H2, zastosowano tez lini¢ ludzkich prawidlowych fibroblastow (linia
komorek BJ, numer identyfikacyjny ATCC: CRL-2522) oraz zmodyfikowang lini¢ komorek
HTB-35 (w artykule H2 oznaczonej jako linia SiHa GFP™). Opis szczegotowych warunkéw
tych eksperymentow przedstawiono w dalszej czeSci autoreferatu. Charakterystyka fenotypu
linii komorkowych 1 ich zdolno$ci do migracji w procesie przejscia epitelialno-
mezenchymalnego byla przedmiotem analiz, ktorych wyniki zaprezentowano w artykule H4,
natomiast badania w warunkach hipoksji, opisano w artykule H1 i H4.
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Wybor dawek metforminy i kwasu kawowego zastosowanych w eksperymentach.

Badania wpltywu metforminy oraz kwasu kawowego na metabolizm komorek
nowotworowych poprzedzono wykonaniem testow aktywnos$ci antyproliferacyjnej tych
zwigzkow. Do analiz zastosowano test MTT (z uzyciem bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
2,5-difenylotetrazoliowego), a oznaczenie wykonano po 24 godzinnej inkubacji kazdej linii
komorkowe] z szeregiem rozcienczen badanego zwigzku chemicznego. Wyniki badan dla
komorek C-41 zaprezentowano w artykule H1 (Fig Al A,B), dla linii HTB-35 w artykule H2
(Fig 1G,H), a dla linii HTB-34 w artykule H3 (Fig 1 A,B). W kolejnych eksperymentach
badano efekty oddzialywania metforminy na komoérki RSM w stezeniu 10 mM/L, a kwasu
kawowego w stezeniu 100 uM/L. Stezenia badanych zwigzkéw wybrano na podstawie ich
aktywnosci antyproliferacyjnej, ustalonej dla wszystkich badanych linii komoérkowych; dla
celow porownawczych stosowano takie same dawki we wszystkich eksperymentach. Nalezy
podkresli¢, ze podobne stgzenia zwigzkéw byly stosowane w badaniach z zastosowaniem
modeli komoérkowych, réwniez przez innych autoréw [na przyktad 44,65,66]. Poniewaz
celem eksperymentow bylo rowniez zbadanie, jaki wptyw na komorki nowotworowe wywiera
taczne zastosowanie obu badanych zwigzkéw, w kazdym eksperymencie stosowano
mieszaning 10 mM/L metforminy i 100 uM/L kwasu kawowego.

Nalezy podkresli¢, ze celem eksperymentéw bylo badanie wptywu zwigzkéw na
mechanizmy regulujace metabolizm w réznigcych si¢ od siebie fenotypem komorkach
RSM, a nie zalezno$ci efektu biologicznego od dawki. Jak wykazano w badaniach
zaprezentowanych w artykule H2 (Fig 1 A-F), zarowno metformina, jak i kwas kawowy
wykazywatly selektywng toksyczno$¢ wzgledem komorek nowotworowych, dla stezeh obu
zwigzkow, zastosowanych w eksperymentach. Nie stwierdzono efektu hamujacego w hodowli
komorek prawidtowych.

Biodostepnos¢ metforminy i kwasu kawowego oraz perspektywy ich
wykorzystania u ludzi.

Glownym problemem w zastosowaniu zwigzkow pochodzenia ros$linnego u ludzi jest
z reguly ich niska biodostepnosé, co ogranicza mozliwos$¢ ich klinicznego wykorzystania
[38,67,68,69]. Gtownie z tego powodu, wiekszo$¢ przeprowadzonych dotad badan wykazata
niskg aktywnos$¢ w zakresie hamowania wzrostu guzow, przez monoterapie z zastosowaniem
zwigzkow roslinnych in vivo u ludzi [70]. Podejmujgc badania, brano pod uwage fakt
ograniczone] biodostgpnosci kwasu kawowego u ludzi. Nalezy zaznaczy¢, ze w surowicy
krwi ludzkiej, osiagnigcie stezenia zwigzku na poziomie 100 pM/L jest niemozliwe, nawet
przy dodatkowej, intensywnej suplementacji tym kwasem fenolowym [67,69,71]. Jednakze
specyficzna lokalizacja raka szyjki macicy, pozwala na domiejscowe zastosowanie zwigzku
bioaktywnego w stosunkowo wysokich stezeniach. Zagadnienie to przedyskutowano
w artykutach H1 i H3). Jak donosi S. Tyring [72]; Amerykanska Agencja ds. Lekow
i Zywnosci (ang. US Food and Drug Administration, FDA) dopuscita do uzytku preparat
zawierajacy katechiny do stosowania miejscowego o dzialaniu przeciwwirusowym,
skierowanym przeciwko wirusowi HPV-16. Dodatkowo, jak wykazaly badania Murad’a
i wsp. [46], kwas kawowy jest transportowany do komodrek nowotworowych.
W prezentowanych badaniach, metformina zostala uzyta w st¢zeniach milimolowych,
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podczas, gdy S$rednie stezenie tego leku u pacjentdow z cukrzyca typu II po zazyciu
jednorazowej, doustnej dawki terapeutycznej, jest znacznie nizsze [73]. Jednak
zaobserwowano, ze st¢zenie metforminy w macierzy mitochondrialnej w komdrce moze by¢
nawet 1000 razy wyzsze niz przecigtny poziom leku w surowicy ludzkiej krwi [74].
W oparciu o dostgpne dane literaturowe mozna zatem przyjac, ze biodostepno$¢ nie bedzie
czynnikiem ograniczajagcym mozliwo$¢ zastosowania obu zwigzkéw w terapiach RSM.

3.  Szczegélowe omowienie osiggnietych wynikéw oraz ich znaczenia
z uwzglednieniem aspektéw nowosci naukowej

Na osiggni¢cie habilitacyjne sktada si¢ monotematyczny cykl publikacji H1-H5.
Wyniki badan opisane w publikacjach nawigzuja do sformutowanego w p. Ill.1 gtownego
celu oraz wymienionych nastepujacych celow szczegoétowych (pkt. 1-7):

e ocena wplywu metforminy oraz kwasu kawowego na metabolizm mitochondrialny,
w tym na regulacje cyklu kwaséw trikarboksylowych (ang. tricarboxylic acids
cycle, TCA cycle) i przemian substratéw energetycznych w komorkach
nowotworowych oraz na bioenergetyke komorek RSM, ze szczegélnym
uwzglednieniem efektéw regulowanych przez AMPK (publikacje H1, H2, H3, H5)

Zmieniony metabolizm nadaje komoérkom nowotworowym nowe cechy warunkujace
ich przewage nad komoérkami prawidtowymi, przede wszystkim dostarczajac energii
niezbednej do intensywnej proliferacji [75]. Komorki nowotworowe niezwykle sprawnie
przystosowuja swoje funkcje do szybkiego wzrostu, migracji i zasiedlania nowych tkanek.
Jednym z procesow, ktore warunkujg takg adaptacyjng przewage komorek nowotworowych
nad prawidtowymi, zroznicowanymi komorkami tkanek, z ktorych pochodzi nowotwor, jest
,efekt Warburga” (ang. “Warburg effect”) [76]. Zjawisko to polega na aktywacji toru
glikolizy do mleczanu, przy jednoczesnej dostepnosci w $rodowisku tlenu [77]. Wolno-
proliferujace, zréznicowane komorki zdrowych tkanek (tzw. ,komoérki spoczynkowe”,
ang. ,quiescent cells”) pozyskuja energie 1 intermediaty do syntez, glownie
z  mitochondrialnych, oksydatywnych przemian. Metabolizm nowotworéw z reguly
charakteryzuje intensywna glikoliza, charakterystyczna dla komorek bardzo aktywnie
proliferujacych. Preferowanie przez komoérki nowotworowe tlenowej glikolizy, do niedawna
wyjasniano uposledzeniem funkcji mitochondriéw 1 oksydatywnej fosforylacji (OXPHOS),
jednak wyniki najnowszych badan sugeruja, ze wigkszo$¢ komorek nowotworowych
charakteryzuje si¢ funkcjonalnymi mitochondriami, co wigcej, aktywne sa tu mitochondrialne
reakcje anaplerotyczne, dostarczajace intermediatow niezbgednych do nasilonych syntez.
W szybko proliferujacych komorkach nowotworowych cykl kwaséw trikarboksylowych
(cykl Krebsa, ang. ,tricarboxylic acids cycle”, TCA cycle) umozliwia generowanie sity
redukcyjnej (synteza zredukowanego fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego,
NADPH) oraz kofaktorow reakcji biochemicznych, np. zredukowanego dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADH). Na metaboliczny fenotyp komoérek nowotworowych,
sktada si¢ takze aktywacja torow anabolicznych, co umozliwia sprawng syntez¢ nowych
sktadnikow komorkowych 1 intensywne podzialy. Co wigcej, proces oksydatywnej
fosforylacji w mitochondriach, moze w znaczacym stopniu zabezpieczaé zapotrzebowanie
komorek nowotworowych na energi¢ [78]. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze w niektorych
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komorkach nowotworowych; mitochondrialne reakcje OXPHOS sa preferencyjnie

wykorzystywane do syntezy czasteczek ATP, odgrywajac zasadnicza role w przetrwaniu
komorek. Eksperymenty Rodriguez-Enriquez i wsp. [79] oraz Moreno-Sanchez i wsp. [80]
wykazaly, ze rowniez w komoérkach RSM proces oksydatywnej fosforylacji jest aktywny.
Wyniki badan przedstawionych w pracach H1-H3 réwniez wskazujg na mitochondrialne tory
metaboliczne jako funkcjonalne w badanych liniach komoérkowych C4-1, HTB-35 oraz
HTB-34. Ich przebieg moze by¢ regulowany dziataniem metforminy i kwasu kawowego.
Dlatego, realizujagc pierwszy cel szczegotowy, poszukiwano odpowiedzi na pytanie, czy
w przebiegu mitochondrialnych $ciezek metabolicznych w komorkach RSM, mozna

zidentyfikowa¢ punkty uchwytu dla hamowania proliferacji RSM za pomoca metforminy
i kwasu kawowego.
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Rycina 1. Wptyw metforminy i kwasu kawowego na zasilanie cyklu kwasoéw trikarboksylowych (TCA)

oraz syntez¢ de novo kwasow tluszczowych w komoérkach RSM. Schemat przedstawia efekty oddziatywania
zwigzkéw na gléwne procesy regulujace tlenowy metabolizm mitochondrialny: dekarboksylacje pirogronianu
do acetylo-CoA (poprzez aktywacje kompleksu PDH), wigczanie glutaminy do przemian cyklu TCA (poprzez
regulacje ekspresji GLS), odtwarzanie puli pirogronianu oraz zredukowanych czasteczek NADPH do syntezy
kwasow ttuszczowych, regulowane przez enzym ME]1, syntez¢ mitochondrialnych RFT i aktywacj¢ zaleznej od
metabolizmu $mierci komorkowej na drodze apoptozy, zahamowanie biosyntezy kwasow tluszczowych poprzez
inhibicje ekspresji czynnika transkrypcyjnego SREBPIc i jego biatek efektorowych (ACLY, FAS, ELOVL6
i SCDI1). Najwazniejsze skutki oddzialywania zwigzkéw na biatka regulatorowe i procesy komorkowe

zaznaczono strzatkami, gdzie 1 oznacza aktywacj¢, | hamowanie) (Ryc.5 z artykulu H5, objasnienia skrotow
w tekscie).
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Coraz wigcej danych wskazuje, ze pobudzenie torow mitochondrialnych oddychania
komorkowego, moze czyni¢ komoérki nowotworowe bardziej wrazliwymi na okres$lone
czynniki. Regulacja zasilania cyklu kwasow trikarboksylowych substratami energetycznymi,
takimi jak glukoza i glutamina, odgrywa ogromng rol¢ w utrzymaniu aktywnych proceséw
biosyntez i generowania energii [81]. Kompleks Dehydrogenazy Pirogronianowej (PDH)
jest enzymem odgrywajacym istotng rol¢ w kontroli przemian glukozy w komorce. PDH,
katalizujgc reakcje oksydatywnej dekarboksylacji produktu glikolizy - pirogronianu
do acetylo-CoA, zasila cykl TCA w substrat (Rycina 1). Aktywnos¢ kompleksu PDH jest
precyzyjnie regulowana poprzez modyfikacj¢ kowalencyjng z wudzialem Kinazy
Dehydrogenazy Pirogronianowej (PDK). Wyniki opublikowanych badan wskazuja,
ze zwigkszenie tempa mitochondrialnego metabolizmu poprzez aktywacj¢ kompleksu PDH,
moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym interwencji przeciwnowotworowych. Ostatnio
wiele uwagi poswigcono badaniu przeciwnowotworowej aktywnosci farmakologicznych
inhibitorow PDK, takich jak dichlorooctan (ang. Dichloroacetate, DCA) [82,83,84,85].
Zastosowanie DCA w modelu ludzkich komoérek raka szyjki macicy HeLa, wywotato
uczynnienie kompleksu PDH i zahamowanie glikolizy; co skutkowalo masowg $miercig tych
komoérek [86]. Podobnie, DCA hamowal wzrost komorek glioblastomy, co wykazano
w modelu ex vivo [87,88]. Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢, wykazang w badaniach in vitro,
oraz w modelach zwierzecych z ksenograftami ludzkich komoérek nowotworowych; DCA
skierowano do badan klinicznych w leczeniu choréb nowotworowych piersi oraz phuc
o potencjale metastatycznym. DCA stosunkowo tatwo przekracza barierg krew-moézg, dlatego
badania kliniczne prowadzono na grupie chorych ze ztos§liwym guzem moézgu [13]. Niestety,
wyniki badan klinicznych ujawnily réwniez wysoka toksyczno$¢ dichlorooctanu u ludzi;
z tego powodu czg¢$¢ eksperymentow zakonczono juz na etapie II fazy [18]. Wyniki
otrzymane z wykorzystaniem epitelialnych komorek raka szyjki macicy C-4l, zaprezentowane
w pracy H1 (Fig 2 A,B), pokazuja, ze kwas kawowy moze by¢ efektywnym inhibitorem
PDK. Poprzez zahamowanie aktywnosci PDK, zwigzek ten spowodowat wzrost aktywnosci
kompleksu PDH i udroznienie przeptywu pirogronianu do cyklu TCA (HS5, Fig. 5). Podobne
oddziatywanie kwasu kawowego zaobserwowano w epitelialnych komorkach HTB-34 (H3,
Fig 2 B). Z kolei, jak wykazano w pracy H2 (Fig 2 A,B); metformina reguluje aktywno$¢
PDK w metastatycznych komoérkach HTB-35. Badania nad molekularnym mechanizmem
oddziatywania zwigzku, zaprezentowane w pracy H1, ujawnity, ze dodatkowo lek ten wptywa
hamujaco na ekspresje izoenzymu PDK1 - specyficznego dla komorek nowotworowych
i kontrolowanego przez czynnik transkrypcyjny indukowany niedotlenieniem HIFla
(ang. Hypoxia-inducible factor-1a) [89]. Co ciekawe, w warunkach niedotlenienia, ktore
czesto wystepuja we wnetrzu guza, efekt hamowania ekspresji genu PDK1 przez metforming
byt jeszcze silniejszy (H1, Fig 6B). Taka aktywno$¢ metforminy moze miec¢ istotne znaczenie
praktyczne, poniewaz w poszukiwaniu inhibitorow PDK, szczegdlny nacisk ktadzie sie
na znalezienie zwigzku specyficznie hamujacego dany izoenzym, by unikngé efektow
ubocznych terapii in vivo. Utrzymanie si¢ aktywno$ci zwigzku w okreslonych warunkach,
takich jak hipoksja, stanowi niezwykle korzystny efekt [13,90]. Wykazano, ze wyciszenie
genu kodujacego PDK3 w komorkach raka szyjki macicy Hela, z uzyciem specyficznie
zaprojektowanych krotkich, interferencyjnych fragmentow RNA (ang. short interference
RNA, siRNA), moze modulowac¢ przebieg $ciezek metabolicznych, szczegdlnie w warunkach
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niedotlenienia, oraz ogranicza¢ oporno$¢ na dzialanie cisplatyny [91]. WyniKi
zaprezentowane w artykutach H1, H2 i H3 wykazaty, ze zarowno metforming, jak i kwas
kawowy charakteryzuje potencjal do regulowania aktywnosci PDK. Mechanizm tego
oddziatywania jest zalezny od fenotypu komorek nowotworowych oraz wptywu warunkow
mikrosrodowiska.

W warunkach zahamowanego naplywu pirogronianu z cytoplazmatycznego toru
glikolizy do mitochondriow, cykl TCA w komoérkach nowotworowych moze by¢ zasilany
w dodatkowe substraty energetyczne, takie jak glutamina. Obok zwigkszonego katabolizmu
glukozy, takze podwyzszone zuzycie glutaminy stanowi wazng cechg¢ adaptacyjna,
warunkujaca utrzymanie odpowiedniego poziomu biosyntez oraz generowanie zwigzkow
wysokoenergetycznych w komodrce nowotworowej [81]. W warunkach wzmozonej
proliferacji, nadekspresja enzymu - Glutaminazy (ang. Glutaminase, GLS) pozwala komorce
nowotworowej na podtrzymanie aktywno$ci cyklu TCA na odpowiednim poziomie [92].
Hamowanie aktywno$ci enzymu ogranicza wzrost komorek nowotworowych [93].
W badaniach przedstawionych w artykule H2 (Fig 2A) wykazano, ze ekspozycja komorek
raka szyjki macicy HTB-35 na dzialanie metforminy, spowodowata zahamowanie ekspresji
GLS, co z kolei skutkowalo ograniczeniem zasilania anabolicznych toréw mitochondrialnych,
niezbednych dla syntezy makromolekut (Szczegélnie lipidow 1 bialek). Wyniki
eksperymentow wykonanych na linii komorek prawidtowych fibroblastow ujawnity, ze efekt
ten byt specyficzny dla komoérek nowotworowych, poniewaz inkubacja z metforming
nie wptyneta na poziom ekspresji genu dla GLS w hodowli fibroblastoéw, co wykazano
z zastosowaniem immunoblotingu (H2, Fig 2A). Do tej pory niewiele wiadomo, poprzez jakie
mechanizmy, biguanidy moga wptywaé¢ na cykl TCA w nowotworach. Badania Janzer’a
I wsp. [94] wykazaly, ze metformina hamuje synteze intermediatow cyklu TCA w komorkach
macierzystych, pochodzacych z nowotworu piersi. Inkubacja z meforming nie wptyneta
jednak na ekspresje GLS [94]. Badania przedstawione w artykule H1 wykazaty, ze kwas
kawowy posiada zdolnos¢ hamowania ekspresji GLS w linii C-4l, co stanowi pierwsze
doniesienie o regulacyjnym wptywie tego zwiazku na ekspresj¢ GLS w komoérkach RSM (H1,
Fig 1A). Ograniczenie ekspresji GLS moze mie¢ zatem istotne znaczenie dla skutecznosci
niektorych terapii, poniewaz wiele komdrek nowotworowych wykazuje uzaleznienie wzrostu
od obecnosci glutaminy w $rodowisku. Ograniczenie mozliwosci zasilania cyklu TCA
glutaming, moze mie¢ istotne znaczenie i wpltywa¢ na wynik leczenia [95]. Wyniki
eksperymentow z zastosowaniem inkubacji z metforming i kwasem kawowym, wykonanych
na linii HTB-34 nie wykazaly znamiennego statystycznie wpltywu tych zwigzkéw
na ekspresje GLS (H3, Fig 2B). Mozna przypuszczac, ze w tej linii dostgpnos¢ substratu dla
cyklu TCA regulowana jest jedynie poprzez aktywnos$¢ kompleksu PDH.

Wyniki badan zaprezentowanych w artykutach H1, H2 i H3 pokazuja, ze regulacja
aktywno$ci oraz poziomu ekspresji, enzymoéw zwigzanych z cyklem TCA, wplywa
na zahamowanie przemian intermediatow niezbednych dla reakcji biosyntezy zwigzkow
budulcowych, co w efekcie prowadzi do zablokowania proliferacji komorek nowotworowych.

Katabolizm glukozy do mleczanu, dostarcza komérkom nowotworowym mniej energii
pochodzacej z wysokoenergetycznych wigzan w czasteczce ATP, w pordwnaniu do energii
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generowanej w procesie mitochondrialnej oksydatywnej fosforylacji. Komorki ,,uzaleznione”
od glikolizy muszg pobiera¢ duze ilosci monocukru ze $rodowiska, by sprostaé tak
ogromnemu zapotrzebowaniu. W komodrkach nowotworowych proces ten kontroluja
receptory GLUT (receptory solute carrier family 2 member, receptory SLC2A), biatka
btonowe, transportujace glukoze do komorki, ktorych aktywno$¢ warunkuje wydajnosé
tlenowej glikolizy. W komorkach nowotworowych czesto dochodzi do nadekspres;ji
specyficznych przenosnikow dla glukozy, z rodziny GLUT, w szczegdlnosci GLUTI1
(ang. solute carrier family 2 member 1,SLC2A1) i GLUT3 (ang. solute carrier family 2
member 3, SLC2A3), a zwickszony transport glukozy do komorki zasila tory katabolizmu
tego cukru. Ze wzgledu na fakt, ze stata K, dla receptorow GLUT1 i GLUT3
(charakterystycznych dla komoérek nowotworowych), jest niska i odpowiada stezeniu 0k
ImM/L, komoérki nowotworowe moga pobiera¢ glukoz¢ z krwi, nawet przy obnizonym
stezeniu cukru w krwioobiegu [14,18]. W pracy H3 wykazano, ze inkubacja komorek
HTB-34 z kwasem kawowym, skutkowala zahamowaniem ekspresji receptora GLUTI
(H3, Fig 2B) i zmniejszeniem pobierania glukozy przez komorki hodowli (H3, Fig 2C).
Co ciekawe, wyniki badan wskazuja, ze kwas kawowy moze obniza¢ wydzielanie mleczanu
z komorek HTB-34, ktorego poziom jest podwyzszony przez metforming (H3, Fig 2C).
Podobny efekt zaobserwowano w hodowli komoérek HTB-35 (H2, Fig 2C). Jak juz
wspomniano, kwasica ketonowa jest glownym efektem ubocznym terapii metforming.
Statystycznie istotne obnizenie wydzielania mleczanu po zastosowaniu kwasu kawowego
wykazano zarowno w hodowli komorek prawidtowych, jak i nowotworowych (H2, Fig 2C).

Zahamowanie przez kwas kawowy nadmiernej syntezy mleczanu w komorkach
eksponowanych na dziatanie metforminy, jest szczegdlnie ciekawym aspektem dziatania
kwasu, stwarzajagcym perspektywe jego terapeutycznego zastosowania. Badania nad tym
efektem bedg kontynuowane w modelach in vivo. Testowane zwigzki, zardéwno kwas
kawowy, jak i metformina, obnizaly w sposob statystycznie istotny, ekspresj¢ receptora
GLUT3 w linii HTB-35 (H1, Fig 6B), zar6wno w warunkach normoksji, jaki i niedotlenienia
(hipoks;ji).

Procesy metaboliczne w komorkach podlegaja S$cislej regulacji  warunkujace;j
dostosowanie si¢ komorki do aktualnych wymogéw $rodowiska, przede wszystkim
dostgpnosci  skladnikéw  odzywczych. Prawidlowe funkcjonowanie mechanizmow
regulatorowych ma krytyczne znaczenie dla przetrwania komorek w warunkach stresu
metabolicznego. Ostatnio, wiele uwagi po$wiecono badaniom roli kinazy aktywowanej
przez 5'-monofosforan adenozyny (AMPK) w przemianach biosyntetycznych
I energetycznych w komorkach [96]. Badania nad funkcja AMPK ujawnity, ze enzym ten,
aktywowany wzrastajacym st¢zeniem AMP w komorce, odgrywa kluczowa role w adaptacji
metabolizmu do zmian $rodowiskowych, w konsekwencji przetrwania komorki w warunkach
stresu energetycznego. Pobudzenie aktywnosci AMPK przez serynowo-treoninowa kinaze 11
(ang. Liver Kinase Bl, LKB1), prowadzi do hamowania $ciezek anabolicznych oraz
do aktywacji alternatywnych przemian metabolicznych, zapewniajacych utrzymanie
w komorce stezenia ATP na odpowiednim poziomie. AMPK aktywowana jest na drodze
fosforylacji, w odpowiedzi nie tylko na niedostatek substratow energetycznych, ale takze
na czynniki takie jak niedotlenienie i zaburzenie funkcji mitochondriow [26]. Ze wzgledu
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na centralng role, jaka AMPK odgrywa w regulacji przebiegu S$ciezek sygnalowych
1 metabolicznych w komoérkach, zwrdcono szczegdlng uwage na oddziatywanie tego biatka
w komorkach nowotworowych [26,31]. Obecnie intensywnie badany jest przebieg Sciezek
sygnalowych kontrolowanych przez ten enzym. Podejmowane sa proby zastosowania
regulacji AMPK, zarowno w chemioprewencji, jak 1 w nowych terapiach
przeciwnowotworowych. W wielu przeprowadzonych ostatnio eksperymentach wykazano,
ze AMPK, poprzez regulacje ekspresji bialek efektorowych i wplyw na liczne $ciezki
sygnatowe, moze odgrywac istotng rol¢ w hamowaniu progresji niektérych nowotwordéw [97].
Wykazano, ze AMPK odgrywa kluczowag role¢ w procesie réznicowania komorek linii
mieloidalnej, a poprzez aktywacje osi LKB1/AMPK mozna zahamowaé postgp progresji
ztosliwych nowotworéw szpiku [98]. Z kolei badania Chen’a i wsp. [99] ujawnity,
ze wyciszenie aktywnosci AMPK w ludzkich komodrkach raka trzustki, skutkuje
zwickszeniem inwazyjnosci i potencjatlu metastatycznego tych komorek. Stwierdzono, ze
w transformujagcych si¢ komorkach, aktywacja AMPK skutkuje zatrzymaniem syntezy
lipidow, rRNA 1 biatek. Hamowanie toréw syntezy bialek zachodzi gléwnie poprzez supresje
biatka mMTORCI1. Aktywacja AMPK moze takze skutkowa¢ inhibicja proceséw
wewnatrzkomorkowych regulowanych przez serynowo-treoninowg kinazg AKT, ktora
w komorkach nowotworowych czgsto ulega nadekspresji [35]. Metaboliczne skutki interakcji
pomigdzy AMPK, mTORCI1 i kinaza AKT, oraz mozliwos¢ wykorzystania wzajemnej
regulacji tych bialek w warunkach rdéznej dostgpnosci substratéw energetycznych;
ich znaczenie w terapiach przeciwnowotworowych, oméwiono w pracy H5 (H5 Fig 3).

Z drugiej jednak strony, aktywacja proceséw regulowanych przez AMPK moze dziata¢
pro-przezyciowo W przypadku niektorych nowotworow; jak wykazaly niezalezne badania
Popovics’a i wsp. [100] oraz Park’a i wsp. [101], przeprowadzone na hodowlach komorek
raka prostaty. Takze w innych komoérkach neoplastycznych, wykazano, ze o ile
w poczatkowej fazie nowotworzenia, aktywacja AMPK moze dziata¢ supresyjnie na rozwdj
guza, to w zaawansowanym stadium wzrostu nowotworu, molekularny mechanizm
oddziatywania AMPK na komorke, staje si¢ bardziej zlozony. Wyniki badan sugeruja,
ze wewnatrzkomérkowe przemiany, spowodowane aktywacja AMPK, moga by¢
charakterystyczne, nie tylko dla stadium rozwoju nowotworu, ale réwniez tkankowo -
specyficzne [102]. Dlatego, jak podkreslono w konkluzjach artykutu H5, proste manipulacje
aktywnoS$cig enzymu, czesto nie odnoszg pozadanego efektu terapeutycznego. Potrzebne jest
raczej zrozumienie powigzan; tla metabolicznego ze specyficznym profilem genetycznym
i tkankowym, oraz pochodzeniem okreslonych komorek nowotworowych. W niestabilnych
genetycznie komorkach nowotworowych moze dochodzi¢ do mutacji w genach kodujacych
biatka aktywatorow lub efektorow AMPK. Wykazano, ze w RSM moga czegsto wystepowac
mutacje somatyczne w genie kodujacym kinaz¢ LKBI1, co prowadzi do dysfunkcji tego
biatka, np. w komorkach C4-1. Moze tez doj$¢ do calkowitego braku ekspresji kinazy LKB1,
kontrolujacej funkcje AMPK - co wykazano technika Western blot na linii HTB-35 [103].
W takim przypadku, niemozliwa jest eliminacja komorek nowotworowych na drodze
klasycznej aktywacji osi LKB1/AMPK. Badania Xiao i wsp. [65] wykazaly, ze ekspozycja
komorek RSM z prawidtowg ekspresja LKB1, na metforming - skutkuje efektywna indukcja
Smierci komorkowej. Pojawia si¢ zatem istotne pytanie, czy istnieje inny mechanizm,
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poprzez ktory metformina i inne zwigzki matoczasteczkowe, moga hamowac przezywalnos¢
komorek nowotworu szyjki macicy z defektem ekspresji biatka LKBI1. Zgodnie
z najnowszymi doniesieniami [104], komorki z defektem LKB1 mogg by¢ bardziej podatne na
stan stresu energetycznego. Fakt ten stwarza mozliwo$¢ wykorzystania matoczasteczkowych
zwigzkow w celowanych terapiach, w ktorych $mier¢ komoérek nowotworowych,
nastepowataby w wyniku zaburzenia homeostazy energetycznej. Badania przedstawione
w artykule H1, potwierdzaja, ze metformina i kwas kawowy mogg wykazywacé takie
wiasciwosci, poniewaz w komoérkach C4-1; kwas kawowy powodowat nagty spadek stezenia
ATP i to wiasnie ten mechanizm, a nie klasyczna aktywacja osi LKB1/AMPK, skutkowata
spadkiem proliferacji i $miercig komorek. Co wigcej, wykazano, ze jednoczesne zastosowanie
kwasu kawowego i metforminy - obnizalo st¢zenie ATP w hodowli komoérek C4-I,
efektywniej niz kazdy zwigzek zastosowany osobno (Fig.4B). Wyniki kolejnych
eksperymentow potwierdzity gwaltowny spadek stgzenia ATP w komoérkach HTB-35
po 24 godzinnej inkubacji z metforming, co jest zgodne z wynikami Parkera i wsp. [105],
przeprowadzonymi w hodowlach niedrobnokomorkowego raka ptuca (NDRP) z defektem
LKB1. Na tej linii wykazano, ze komorki sg wrazliwe na stres metaboliczny, wywotany
dziataniem fenforminy. Kwas kawowy hamowal rowniez proliferacj¢ komorek HTB-34
(H3, Fig 1C), w ktorych, podobnie do pozostatych linii uzytych w eksperymentach,
stwierdzono defekt genu LKB1 [65].

WhnioskKi z tej czeSci badan

1. Metformina i kwas kawowy oddziatujg na biatka kontrolujgce zasilanie cyklu
TCA w substraty - glukoze i glutamine. Efekt wptywu badanych zwigzkoéw
na enzymy regulatorowe cyklu Krebsa jest specyficzny wzgledem fenotypu
komorek nowotworowych, poniewaz metformina powoduje supresj¢ enzymow
PDK i GLS w linii komoérek raka szyjki macicy HTB-35 o agresywnym
fenotypie, a kwas kawowy powoduje inhibicje tych celow molekularnych w linii
epitelialnych komérek RSM C4-1.

2. Inkubacja komorek C4-1 z kwasem kawowym hamuje zasilanie cyklu TCA
na dwa niezalezne sposoby; poprzez blokowanie aktywnosci kompleksu PDH
oraz ekspresji genu dla GLS.

3. W epitelialnej linii C4-1 kwas kawowy ogranicza pobieranie glukozy
do komorek, przez zahamowanie ekspresji receptora GLUT1.

4. Metformina wykazuje opisywany w literaturze efekt pobudzenia wydzielania
mleczanu przez komorki, a kwas kawowy hamuje ten proces w komorkach
C4-1 -eksponowanych na oba zwigzki.

5. Badane zwiagzki hamuja ekspresj¢ transportera GLUT3 w linii komorek HTB-35,
ograniczajac w ten sposob zasilanie komorek w glukoze. Efekt ten obserwowany
jest zarbwno w warunkach hipoksji, jak i normoksji.

6. Linie komorkowe RSM, w ktorych prowadzono badania, charakteryzowaly si¢
defektem ekspresji LKB-1. Inkubacja z badanymi zwigzkami powodowata stres
energetyczny i to wilasnie ten mechanizm, a nie klasyczna aktywacja osi
LKB1/AMPK, prowadzil do $mierci komérek eksponowanych na metformine
I kwas kawowy.
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7. Metformina efektywnie hamowata syntez¢ ATP w komoérkach HTB-35, a kwas
kawowy - w linii C4-1.

8. Zastosowanie Ilacznie; metforminy i kwasu kawowego, zwickszato stres
energetyczny w komorkach RSM w poréwnaniu do kazdego zwigzku
zastosowanego pojedynczo.

Aspekty nowosci i znaczenie badan

Obecnie trwaja intensywne prace nad zastosowaniem syntetycznych i naturalnych
modulatoréw metabolizmu mitochondrialnego w przeciwnowotworowych strategiach
terapeutycznych. W prezentowanych artykutach, po raz pierwszy wykazano, ze kwas
kawowy moze by¢ efektywnym inhibitorem PDK i GLS w komoérkach RSM o epitelialnym
fenotypie, natomiast metformina hamuje ekspresj¢ tych enzyméw w linii nowotworowe;j
o fenotypie agresywnym. Zaobserwowano, ze kwas kawowy hamuje kwasice mleczanowg
wywolang dziataniem metforminy. Badania wykazaly, Ze oba badane zwiazki
matoczasteczkowe, wywotywaty w komorkach nowotworowych stan stresu energetycznego.
To wlasnie ten mechanizm, a nie pobudzenie klasycznej Sciezki sygnalowej zaleznej
od AMPK, wywiera efekt hamujacy na przezycie komérek nowotworowych w RSM.

e okreslenie potencjalu metforminy oraz kwasu kawowego do generowania stresu

oksydacyjnego w mitochondriach i wywolywania Smierci apoptotycznej komorek,
zaleznej od metabolizmu (publikacje H1, H2, H3, H5)

Funkcjonowanie i przetrwanie przerzutujagcych komoérek nowotworowych, pozostaje
pod wptywem czynnikOw zewnatrz- oraz wewnatrz- komorkowych. Podczas, gdy do
pierwszej grupy nalezy przede wszystkim dostepnos¢ sktadnikéw pokarmowych oraz tlenu,
wérod czynnikoOw wewnetrznych, istotng role odgrywaja produkty ekspresji zmutowanych
onkogenéw i stopien zrdznicowania komorek. W inwazyjnych, przerzutujacych komoérkach
nowotworowych, w szczegélnosci precyzyjna regulacja toré6w biosyntez makromolekut
zwigzanych z cyklem TCA oraz generowanie energii z wysokoenergetycznych wigzan ATP,
odgrywaja zasadnicza rolg. Znaczenie tych przemian metabolicznych przedyskutowano
szerzej w artykule H5. Wymienione przemiany biochemiczne sg istotne dla zachowania
homeostazy 1 przetrwania komorek, speiniajac role metabolicznych punktoéw kontrolnych
[106]. Nalezy podkresli¢, ze wewnatrz guzéw mamy czesto do czynienia ze slabym
ukrwieniem. Jednak w tych warunkach stopien natlenowania pozwala komodrkom
nowotworowym na aktywacj¢ przemian mitochondrialnych i tancucha transportu elektronéw
dla pozyskania energii do syntezy ATP [88]. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze zasilanie
glikolizy lub przemian mitochondrialnych, w zaleznosci od aktualnych potrzeb, pozwala tym
komoérkom na unikanie stresu oksydacyjnego. ,,Metaboliczna plastyczno$¢”, polegajaca
na balansowaniu pomigdzy torami biochemicznymi, skutkuje unikaniem eliminacji komorek
na drodze apoptozy lub anoikis [79,107,108]. W pewnym zakresie, komorki nowotworowe
moga precyzyjnie regulowaé natezenie przemian oksydacyjno-redukcyjnych. Jednak
zaburzenie regulacji przemian metabolicznych, moze prowadzi¢ do nadprodukcji
mitochondrialnych reaktywnych form tlenu (RFT), ktorych stezenie moze wzrosng¢ na tyle,
by sta¢ si¢ toksyczne dla komodrki nowotworowej. Zostaja wtedy uruchomione liczne
mechanizmy, prowadzace do aktywacji apoptozy i, w konsekwencji - do $mierci komorkowej
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(H5, Ryc. 4). Wiele dowodow wskazuje, ze w komorkach nowotworowych, ktore maja
funkcjonalne  mitochondria, generowanie = wolnych rodnikbw w  przemianach
mitochondrialnych i wywolywanie stresu oksydacyjnego, mozna wykorzysta¢
w celowanych terapiach [17].

Dlatego tez, celem prezentowanych prac byto zbadanie, czy regulacja przebiegu
mitochondrialnych procesow metabolicznych, dzialaniem metforminy oraz kwasu kawowego,
moze skutkowa¢ nadmiernym uwalnianiem RFT w mitochondriach.

Niezaleznie przeprowadzone badania, z zastosowaniem wielu linii komoérkowych,
wskazujag na silne wlasciwosci proapoptotyczne; zaréwno metforminy, jak i kwasu
kawowego. Wykazano, ze kwas kawowy indukuje programowang $mier¢ linii komorek
ludzkiego gruczolakoraka piersi [109]. Ostatnie badania w grupie pacjentek cierpigcych
na przerost endometrium i zesp6t policystycznych jajnikéw (ang. Polycystic Ovary Syndrome,
PCOS) ujawnily, ze metformina moze normalizowa¢ komodrkowy metabolizm glukozy,
a nawet pobudza¢ mitochondrialng $ciezke apoptozy [110]. Niedawno opublikowane wyniki
eksperymentow, ujawnily takze wzrost stgzenia RFT w komoérkach ludzkiego gruczolakoraka
zotadka [111] oraz ztosliwego nowotworu szyjki macicy HeLa [112] - wywotane dziataniem
metforminy, prowadzity do aktywacji Sciezek apoptotycznych i do $mierci komorek.

Dlatego, bioragc pod uwage wczesniej uzyskane wyniki badan wtasnych, z ktérych
wynika, ze metformina i kwas kawowy regulujg aktywno$¢ mitochondrialnych punktow
kontrolnych w komodrkach HTB-35 i C-4l - nastepny ectap badan, miat na celu ustalenie,
czy nadprodukcja wolnych rodnikow w mitochondriach moze wywolywa¢ programowang
Smier¢ tych komorek.

Dotychczas opracowano szereg technik do ilosciowego badania procesu apoptozy,
jednak najbardziej precyzyjng jest cytometria przeplywowa, ktorg w prezentowanych
badaniach zastosowano do oceny potencjatu metforminy i kwasu kawowego do wywolywania
apoptozy. Zastosowana analiza, wykorzystujaca sorter komorkowy z pomiarem fluorescencji
(ang. Fluorescence-Activated Cell Sorter, FACS) pozwala na weryfikacj¢ efektu w kazdej
komorce poddanej dzialaniu badanych zwigzkoéw 1 ustalenie, jaki procent populacji komoérek
wykazuje cechy charakterystyczne dla apoptozy oraz nekrozy [113]. Barwniki
fluorescencyjne zastosowane w badaniach - aneksyna V i homodimer etydyny Il (EthD-I11),
pozwolity na precyzyjne, ilosciowe okreslenie frakcji komoérek apoptotycznych
i nekrotycznych. Podobnie, technike¢ cytometrii przeptywowej z  barwnikiem
fluorescencyjnym (MitoSox) zastosowano do oznaczania wolnych rodnikow, generowanych
w mitochondriach komoérek eksponowanych na dziatanie badanych zwigzkow.

Jak juz wspomniano poprzednio, matoczasteczkowy zwiazek, jakim jest dichlorooctan
(DCA), aktywuje apoptoze, W wyniku pobudzenia przemian mitochondrialnych, polegajacych
na zahamowaniu funkcji PDK i aktywacji tancucha oddechowego [84,85,114]. Choi i wsp.
[86], donosza, ze ekspozycja komorek raka szyjki macicy HelL.a na DCA skutkowato nasilong
produkcja RFT i, w konsekwencji, apoptotyczna S$miercig tych komorek. Zgodnie
z danymi eksperymentalnymi, przedstawionymi przez innych autoréw, badania
przeprowadzone w linii komorek C-41, eksponowanych na kwas kawowy, wykazaly,
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ze aktywacja kompleksu PDH, skutkujaca intensywnym zasilaniem cyklu TCA
w pirogronian; rowniez w tym przypadku doprowadzita do nadprodukcji mitochondrialnych
RFT (H1, Fig 3A), a wywotany w ten sposob stres oksydacyjny powodowat $mieré¢ komorek
(H1, Fig 3B). Podobny efekt dziatania kwasu kawowego, wykazano w testowanej, epitelialnej
linii RSM, HTB-34. Wyniki eksperymentéw zaprezentowano w artykule H3 (Fig 1F;
Fig 3 A,B). Co istotne, kwas kawowy wywotywatl $mier¢ na drodze apoptozy, a nie nekrozy.
Efekt ten stwierdzono, zar6wno w hodowli komorek C4-1 (H1, Fig 3B), jak i komorek
HTB-34 (H3, Fig 1F), poddanych ekspozycji na kwas kawowy. Oddzialywanie kwasu
kawowego na komoérki nowotworowe, prowadzace do ich programowanej $mierci, moze mie¢
istotne znaczenie, dla zastosowania tego zwigzku w terapiach przeciwnowotworowych.
W organizmie, apoptoza przebiega bez wywotlania reakcji zapalnej, w przeciwienstwie
do nekrozy. Ta ostatnia, poprzez aktywacj¢ kaskady czynnikow prozapalnych, moze
doprowadzi¢ do znacznych uszkodzen tkanek [106].

Whuyniki eksperymentow zaprezentowane w artykule H2 wykazaly jednoznacznie,
ze inkubacja komorek prawidlowych, zaréwno z kwasem kawowym, jak 1 z metformina,
nie podnosi stgzenia wolnych rodnikow w mitochondriach (Fig 3A,B). Zatem efekt
oddziatywania tych zwiazkéw jest specyficzny dla komorek nowotworowych.

Utrzymywanie rownowagi procesOw wolnorodnikowych w komorce realizowane jest
na dwa sposoby; po pierwsze - poprzez kontrole generowania RFT, po drugie - poprzez
regulacje systeméw komoérkowej ochrony, skierowanych przeciw wolnym rodnikom.
Znaczenie homeostazy wolnorodnikowej dla komérek nowotworowych, przedyskutowano
szerzej w artykule H5 (H5, Fig 4). Wykazano, ze komorki nowotworowe moga wyksztatcaé
bardzo efektywne sposoby ochrony przed stresem oksydacyjnym, utrzymujac stezenie RFT
w komorce ponizej progu wywotujacego Smieré komorek. Wraz z glebszym zrozumieniem
tych procesow; nowe strategie zwalczania komorek nowotworowych, zakladaja jednoczesne
celowanie, nie tylko w wywotywanie stresu oksydacyjnego, lecz takze w ostabienie systemow
ochrony wolnorodnikowej w komorce. Wrazliwos¢ komorek nowotworowych na terapie,
mozna Skutecznie wzmocni¢ na drodze farmakologicznego zahamowania regeneracji
czasteczek glutationu [115]. Redukcja czasteczek glutationu odbywa si¢ przy udziale
NADPH, a dostepnos¢ w komorce zredukowanej formy tego dinukleotydu odgrywa kluczowa
rolg w podtrzymywaniu ochrony przeciw RFT [116]. W warunkach stresu oksydacyjnego
komorka nowotworowa szybko zuzywa swoje zasoby NADPH, dlatego komorki
neoplastyczne charakteryzuja si¢ szczegélnie wydajnymi procesami odtwarzania
zredukowanej formy dinukleotydu, by mogly uniknaé¢ apoptozy. Celem eksperymentow,
ktérych wyniki przedstawiono w artykule H1, byto wykazanie, czy skutkiem oddziatywania
kwasu kawowego na metabolizm epitelialnych komoérek C4-I, oproécz wywolania stresu
oksydacyjnego w wyniku nadprodukcji mitochondrialnych RFT, moze by¢é réwniez
zaburzenie regeneracji czasteczek NADPH. Przeprowadzone badania wykazaty, ze kwas
kawowy oslabia potencjat przeciwulteniajagcy komorek, wiasnie poprzez taki mechanizm
(H1, Fig. 1B). Co wigcej, nasilona anapleroza glutaminy w cyklu TCA, jaka ma miejsce
w komorkach nowotworowych, moze umozliwia¢ redukcje NADP®, poniewaz reakcji
przeksztalcenia jabtczanu do pirogronianu, katalizowanej przez Enzym Jablczanowy 1
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(ang. Malic Enzyme 1, ME1), towarzyszy odtwarzanie czgsteczki zredukowanego
dinukleotydu (NADPH) (Rycina 1).

Jak wspomniano, kwas kawowy, oprocz zahamowania zasilania cyklu TCA
w glutamine, spowodowal rowniez ostabienie transportu glukozy do komoérek RSM. Mozna
przypuszczaé, ze w warunkach ograniczonej podazy glukozy, regeneracja NADPH w szlaku
pentozofosforanowym (ang. Pentose Phosphate Pathway, PPP), moze by¢ niewystarczajaca
do zapewnienia takiej ilo$ci zredukowanej formy dinukleotydu, jaka jest niezbedna do
ochrony przed nadmiarem RFT [117]. Wyniki analiz Western blot przedstawionych
w artykule H1 wskazuja, ze w komorkach C4-1, kwas kawowy hamowat ekspresje, nie tylko
GLS, ale rowniez ME1 (H1, Fig. 1 A). W ten sposob kwas kawowy eliminowal komorki C4-1
(H1, Fig 3B), oddziatujac przez dwa mechanizmy; z jednej strony - powodujac stres
oksydacyjny (H1, Fig 3A), z drugiej - blokujac mozliwos¢ unormowania poziomu RFT,
poprzez zahamowanie regeneracji czasteczek NADPH w komorce (H1, Fig 1B).

W komoérkach HTB-35, metformina wykazata podobne dziatanie do kwasu kawowego -
hamujac ekspresje GLS oraz ME1 (H2, Fig. 2A). Jednak, podczas gdy kwas kawowy
najefektywniej pobudzat generowanie RFT w linii C4-1 (H1, Fig 3A), efekt wywolany przez
metforming w komoérkach HTB-35, byt zaledwie poréwnywalny do oddziatlywania kwasu
kawowego w tej linii (H2, Fig 3B). Jednoczesnie, ekspozycja komorek na metforming -
wywotala masowa apoptoz¢ komorek, w odroznieniu od efektu wywotanego przez kwas
kawowy (H2, Fig. 1D). Zasadnym wydawalo si¢ zatem przypuszczenie, ze meformina
wywoluje apoptoze w linii HTB-35, poprzez nieznany, dodatkowy mechanizm(y).
Rzeczywiscie - kolejne eksperymenty, zaprezentowane w artykule H1, pokazuja,
ze ekspozycja komorek na metforming, wywolata zmiang ekspresji bialek z rodziny Bcl-2
(ang. B-cell lymphoma protein family members), ktore odgrywajg istotng role w regulacji
mitochondrialnej Sciezki aktywacji apoptozy. Aktywacja biatka BAX prowadzi do zaktocenia
prawidlowego potencjalu btony mitochondrialnej 1 uruchomienia kaskady $mierci
komorkowej, podczas gdy biatko Bcl-2 jest supresorem apoptozy. Wzajemne oddziatywanie
biateck BAX i Bcl-2, ma kluczowe znaczenie dla regulacji kaskady apoptotycznej
W mitochondriach 1 uwazane jest za istotny punkt regulatorowy metabolizmu
mitochondrialnego [106]. Co wigcej, poprzez Sciezke zalezng od BAX/Bcl-2, moga byc
w komoérce nowotworowej uruchamiane mechanizmy kompensacyjne, hamujace apoptozg,
co odgrywa ogromng role w rozwoju opornosci na niektore terapie 1 przyczynia si¢
do znacznego obnizenia ich skutecznosci [88]. Analiza wynikow qPCR wykazata,
ze inkubacja komoérek HTB-35 z metforming zwigkszyta ilos¢ transkryptu BAX, a poziom
mRNA dla tego genu w komorkach poddanych hipoksji, byl znacznie wyzszy niz
w warunkach normoksji (H1 Fig. 7B). Co wigcej, w komoérkach HTB-35, metformina
jednoczesnie; hamowata ekspresje genu kodujacego BCL-2 - w hipoksji i w normoksji.
Badania Zhang’a i wsp. [34] wykazaly, ze w komoérkach nowotworowych metformina
powoduje znaczacy spadek ekspresji cykliny D1. Nadekspresja tego biatka w komorkach raka
ptaskonablonkowego, jest pozytywnie skorelowana z wystgpowaniem opornosci na dziatanie
chemioterapeutykow 1 ostabieniem mechanizméw proapoptotycznych [118]. Dane
zaprezentowane w artykule H1 wskazuja na hamowanie ekspresji genu CCND1 kodujacego
cykling D1 rowniez w agresywnych komorkach HTB-35, eksponowanych na metforming
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(H1 Fig. 7B). Mechanizm tego oddziatywania obejmowat takze inhibicj¢ ekspresji onkogenu
c-MYC, ktory kontroluje transkrypcje cykliny DI w komorkach nowotworowych. Mozna
zatem przypuszczaé, ze metformina aktywnie wzbudzata kaskad¢ $mierci w linii HTB-35
(H1 Fig. 7A), poniewaz oddzialywala przez kilka niezaleznych mechanizmow regulujacych
mitochondrialng apoptoz¢ - takich jak indukcja RFT, regulacja $Sciezki zaleznej od biatek
Bcl-2 oraz cykliny D1.

Nalezy podkresli¢, ze efekt proapoptotyczny; oddziatywania metforminy jak i kwasu
kawowego, zaobserwowano jedynie w komorkach nowotworowych, a ekspozycja
fibroblastow na dziatanie badanych zwiazkéw, nie spowodowata zadnych zmian -
co wykazano za pomocg analiz Western blot (H2 Fig 2A).

Whyniki badan dowodza, ze w okreslonych okolicznos$ciach aktywacja AMPK moze
przyczynia¢ si¢ do zwalczenia stresu oksydacyjnego w komodrkach nowotworowych
[119,120]. Problem ten, w odniesieniu do zastosowanego modelu eksperymentalnego,
zostanie przedyskutowany w nastepnym rozdziale.

WhnioskKi z tej czeSci badan

1. Ostatnie doniesienia sugeruja, ze jednoczesne kontrolowanie dwoch lub wiecej
mechanizmow proapoptotycznych zwigksza efektywnos¢ terapii
przeciwnowotworowych. Uzyskane wyniki badan, w szczegdlnosci nad oddzialywaniem
kwasu kawowego w linii komérek epitelialnych potwierdzajg, ze takie podejscie moze
skutkowac uzyskaniem lepszego efektu terapeutycznego.

2. Ekspozycja komorek C4-1 na kwas kawowy jednoczesnie aktywuje mitochondrialny
metabolizm, co wyzwala w komorkach stres oksydacyjny oraz powoduje zaburzenie
regeneracji NADPH w reakcji katalizowanej przez MEL.

3. Metformina, w hodowli komorek HTB-35, wykazuje efekt regulacyjny
na mitochondrialny metabolizm, co prowadzi do generowania RFT, jednak apoptoza jest
tu dodatkowo pobudzana przez aktywacj¢ ekspresji pro-apoptotycznego biatka BAX przy
jednoczesnym zahamowaniu ekspresji onkogenu c-MYC oraz genu CCND1 (kodujacego
cykline D1).

4. Metformina aktywuje apoptoze, nie tylko w warunkach normoksji, ale rowniez
podczas obnizonej dostepnosci tlenu (hipoksji).

5. Pro-apoptotyczne dzialanie metforminy i kwasu kawowego bylo specyficzne
jedynie dla komérek nowotworowych, zaden z tych zwigzkow nie wywotal stresu
oksydacyjnego ani nie wzbudzit apoptozy w komorkach prawidlowych fibroblastéw.

6. Nekrotycznej Smierci komérkowej moze towarzyszy¢ szereg efektow ubocznych,
takich jak nadmierna reakcja zapalna, natomiast apoptoza nie powoduje takich efektow.
Metformina i kwas kawowy wywotywaty §mier¢ komorek nowotworowych przez apoptoze,
co jest szczegllnie istotne rozwazajac mozliwos¢ zastosowania badanych zwiazkéw
w terapiach przeciwnowotworowych,

Aspekt nowosci i znaczenie badan

Apoptoza indukowana wolnymi rodnikami jest celowanym mechanizmem wielu
strategii terapeutycznych w leczeniu choréb nowotworowych. Jednak komorki raka
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wykazuja podwyzszona tolerancje na stres oksydacyjny, wynikajagca z aktywnych
systeméw ochrony. Dlatego tez ostatnie doniesienia podkre$laja, ze aby zminimalizowac
ryzyko aktywacji mechanizméow kompensacyjnych, efektywna strategia
przeciwnowotworowa powinna uwzglednia¢ oba te czynniki.

Prezentowane wyniki po raz pierwszy ujawnity, ze kwas kawowy hamuje regeneracje
czasteczek NADPH, przez inhibicje¢ enzymu MEL. Poprzez ten mechanizm dodatkowo
zostaja zaburzone komorkowe systemy ochrony przed wolnymi rodnikami w epitelialnych
komorkach RSM. Wyniki przeprowadzonych eksperymentow wskazaty, ze ME1 moze by¢
kolejnym (nowym), molekularnym celem wykorzystywanym do indukcji i/lub
wspierania eliminacji komoérek nowotworowych - na drodze apoptozy. Metformina
aktywuje apoptoze oddziatujac nie na jeden, lecz kilka molekularnych celéw.

e poznanie wplywu metforminy oraz kwasu kawowego na regulacje syntezy de novo
kwaséw thuszczowych w komorkach RSM (publikacje H1, H2, H3)

Komorki zlosliwych nowotwordéw ulegaja czestym podziatlom, a natgzone procesy
biosyntezy zapewniajg dostepnos¢ sktadnikow dla nowo powstajacych komorek potomnych.
Metabolizm tych komoérek charakteryzuje sie, przede wszystkim, jednoczesng aktywacja
reakcji syntezy de novo kwaséw thuszczowych (ang. fatty acids, FA) oraz toru glikolizy
[121]. Biosynteza kwasoéw tluszczowych dostarcza komponentow do budowy blon
komoérkowych oraz czasteczek sygnatowych, ktore pozwalaja komorce nowotworowej
na formowanie w btonach lipidowych tzw. raftow lipidowych, domen btony komorkowe;j,
poprzez ktore moga ulec wzmocnieniu sygnaly transdukcyjne, pobudzajace wzrost komorek
[122,123]. Przemiany mitochondrialne, a w szczegdlnosci cykl TCA, generujacy gtowny,
lipogenny substrat w komorce (cytrynian), walnie przyczyniaja si¢ do dostarczania
prekursorow dla syntezy FA [117]. Poniewaz kwas kawowy pobudza zasilanie cyklu TCA
szkieletami weglowymi w komorkach C4-1, a metformina wykazuje analogiczne
oddziatywanie w linii HTB-35; zasadne bylo sprawdzenie, czy zwiazki te moga rdwniez
wpltywac na proces syntezy lipidow. W artykutach H1, H2 i H3 opisano wyniki badan,
w ktorych wykorzystano technike immunoblotingu, do wykazania; czy metformina i kwas
kawowy reguluja ekspresje enzymow kontrolujacych tor biosyntezy FA. Dodatkowo,
za pomocg technik spektrofotometrycznych, zbadano zmiany zawarto$ci nienasyconych
kwasow tluszczowych (ang. unsaturated FA, unsat FA) w komorkach inkubowanych
z kazdym ze zwiazkoéw i oboma zwigzkami tacznie.

Eksperymenty wykazaty, ze ani ekspozycja komorek C4-1 (H1, Fig 5B) i HTB-34
(H3, Fig 4B) na kwas kawowy, ani linii HTB-35 na metforming (H2, Fig 4B);
nie spowodowata wzrostu zawartosci unsat FA w tych komodrkach. Przeciwnie, kwas
kawowy spowodowal istotny statystycznie spadek stezenia unsat FA w linii C4-l,
a metformina w linii HTB-35. Laczne zastosowanie obu badanych zwigzkow, powodowato
najwickszy spadek stezenia lipidow, we wszystkich testowanych liniach. Aby wyjasni¢
te szczegdlne zmiany w metabolomie komoérek, w kolejnym etapie zbadano; czy metformina
i kwas kawowy mogg wplywaé na ekspresj¢ czynnika transkrypcyjnego SREBP-1c
(ang. Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c, SREBP-1c). SREBP-1c jest biatkiem,
kontrolujacym ekspresje kolejnych enzymoéw syntezy de novo FA; Liazy ATP-cytrynianowej
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(ang. ATP Citrate Lyase, ACLY), Syntazy Kwaséw Thuszczowych (ang. Fatty Acid Synthase,
FAS) oraz Elongazy Kwaséw Thuszczowych 6 (ang. Fatty Acid Elongase 6, ELOVLSG).
Wykazano, ze nadekspresja SREBP-Ic i enzyméw kontrolowanych przez to biatko
(na przyktad FAS), jest pozytywnie skorelowana ze stopniem inwazyjno$ci nowotwordéw
[121]. Co ciekawe, w badaniach wykonanych na linii komérek HTB-35; tylko laczne
zastosowanie metforminy i kwasu kawowego, hamowato ekspresjc SREBP-1c.
Zastosowanie kazdego ze zwigzkoéw osobno, nie wywotywato efektu (H2, Fig 4A). Badania
nad mechanizmem oddziatywania metforminy i kwasu kawowego ujawnity, ze dopiero
zastosowane ich kombinacji, blokuje ekspresje enzymow biosyntezy FA, kontrolowang przez
SREBP-1c (H1, Fig 5A; H2, Fig 4A; H3, Fig 4B). Metformina i kwas kawowy nie wptywaty
na eckspresje biatek, ani zawarto$¢ nienasyconych FA w komoérkach prawidtowych;
co przedstawiono w artykule H2 (odpowiednio, Fig 4A i 4B). Co wigcej, czynnik
transkrypcyjny SREBP-1c kontroluje takze ekspresjc Desaturazy Stearoilo-CoA
(ang. Stearoyl-CoA Desaturase, SCD1). Komorki nowotworowe poprzez ekspresj¢ desaturaz,
mogg regulowac ilo$¢ syntetyzowanych unsat FA, przez to oddzialywa¢ na ptynnos$¢ bton
komorkowych, co z kolei wptywa na potencjal metastatyczny tych komorek [121]. Dlatego
desaturacja kwasow tluszczowych zostata wskazana jako potencjalny cel dla nowych strategii
terapii przeciwnowotworowych [37,124]. Eksperymenty wykonane przez Fritz’a i wsp. [125]
ujawnity, ze zahamowanie aktywno$ci SCDI za pomocg czynnikéw farmakologicznych,
hamuje synteze unsat FA, co z kolei hamuje proliferacje komorek raka prostaty, zarowno
wrazliwych, jak i opornych na androgeny. Ograniczenie ekspresji desaturazy hamuje takze
wzrost guza in vivo [125]. W prezentowanych badaniach; taczne zastosowanie obu badanych
zwigzkow - metforminy i kwasu kawowego, zablokowalo syntez¢ SCD1 w komorkach
HTB-35. Inkubacja komorek linii epitelialnych C4-1 i HTB-34 z badanymi zwigzkami, takze
spowodowata znaczacy spadek ekspresji biatka - desaturazy (odpowiednio, H1, Fig 5A i H3,
Fig 4A). Coraz wigcej publikowanych danych sugeruje, ze zwickszona aktywno$¢ enzymow
regulatorowych syntezy de novo lipidow moze korelowaé pozytywnie z implementacja
programu EMT (ang. Epithelial-to-Mesenchymal Transition) i w konsekwencji utatwiac
migracje i inwazje komorek nowotworowych [123,125]. Sanchez-Martinez i wsp. [124]
opisali aktywacj¢ sieci przekazywania sygnatu, zalezng od ACSL/SCD, ktéora moze
uruchomi¢ w komorkach nowotworowych jelita, fenotyp charakterystyczny dla implementacji
programu EMT, natomiast aktywacja AMPK hamuje ten proces. Wptyw metforminy i kwasu
kawowego na program EMT w komodrkach RSM zostanie obszerniej przedyskutowany
W jednym z kolejnych rozdziatow.

W komorkach nowotworowych, $ciezki metaboliczne i sygnatowe zalezne od AMPK,
moga zasadniczo wplywac na przebieg biosyntezy kwasow tluszczowych. Aktywowana
AMPK fosforyluje i inaktywuje enzym regulatorowy syntezy kwasow tluszczowych -
Karboksylaze Acetylo-CoAl (ang. Acetyl-CoA Carboxylase 1, ACC1). Jednakze, jak
juz wspomniano, AMPK moze oddzialywaé cytoprotekcyjnie na komodrki nowotworu
ztosliwego. Mechanizm takiego wplywu obejmuje wyciszenie torow syntez, ktore zuzywaja
NADPH. Oszczedzone w ten sposob czasteczki zredukowanego dinukleotydu moga
wspomaga¢ ochrone komorki przeciw wolnym rodnikom — co w niezaleznych badaniach
wykazali Jeon i wsp. [120] oraz Park i wsp. [101]. Z drugiej jednak strony, zahamowanie

29



Autoreferat Matgorzata Tyszka-Czochara

lipogenezy spowodowane aktywacja AMPK, moze ogranicza¢ tempo proliferacji komoérek
nowotworowych, co zasugerowali Weinberg i Chandel [70]. Biorac pod uwage oba
zaprezentowane punkty widzenia, mozliwe jest, ze supresja biosyntezy kwasow ttuszczowych
rzeczywiscie ograniczy zuzycie NADPH, ale w dalszej perspektywie, negatywnie wptynie
na zdolnosci komorki do podziatéw. Dane przedstawione w artykutach H1, H2 i H3
dotyczace trzech linii komoérkowych C4-l1, HTB-35 i HTB-34, pokazuja, ze w modelu
komorek RSM, eksponowanych na kwas kawowy, metforminge oraz oba zwigzki lgcznie;
zatrzymanie procesu regeneracji NADPH (hamowanie ekspresji ME1) i zaburzenie proceséw
energetycznych komorki skutkujg efektem anty-, a nie pro- przezyciowym. Mozemy zatem
przypuszczaé, ze w takich warunkach metabolicznych, aktywacja AMPK nie ulatwi
przetrwania komorek nowotworowych. Rzeczywiscie, w hodowlach kazdej badanej linii
komorkowej HTB-34 (H3, Fig 1C,E), C4-1 (H1, Fig A1C) oraz w komorkach HTB-35
0 agresywnym fenotypie (H2, Fig 1B) - zaobserwowano zahamowanie proliferacji pod
wptywem ekspozycji na badane zwigzki. Jednoczesnie warto podkresli¢, ze oba zwigzki
ograniczalty proliferacj¢ komorek i syntezg lipidow, jedynie w komorkach nowotworowych,
a nie w prawidtowych (H2, Fig 4A,B). Badania nad mechanizmem oddziatywania kwasu
kawowego i metforminy na metabolizm lipidow w komdrkach RSM beda kontynuowane.

WhnioskKi z tej czesci badan

1. Kombinacja kwasu kawowego i metforminy zahamowata ekspresj¢ czynnika
transkrypcyjnego SREBP-1c i kontrolowanych przez niego enzymow regulujacych synteze
de novo kwasow thuszczowych.

2. Laczne zastosowanie kwasu kawowego i metforminy w hodowli komérek RSM
spowodowato ograniczenie ekspresji enzymu SCD1, a ekspozycja komorek na badane
zwigzki, spowodowala spadek ilosci unsat FA w tych komorkach.

3. Uposledzenie syntezy kwasow thuszczowych spowodowane dziataniem badanych
zwigzkow bylo specyficzne jedynie dla komérek nowotworowych, a zaden ze zwigzkow
nie wplynal na enzymy regulatorowe biosyntezy FA w fibroblastach.

4. Zahamowanie syntezy de novo kwaséw tluszczowych przyczynito si¢ do ostabienia
potencjalu proliferacyjnego wszystkich badanych linii komérkowych.

5. Aktywacja AMPK w specyficznych warunkach metabolicznych, wywotanych
dziataniem kwasu kawowego i metforminy w RSM, takze nie wspomagala przetrwania
komorek nowotworowych.

Aspekt nowosci i znaczenie badan

W prezentowanych badaniach wykazano po raz pierwszy, ze laczne zastosowanie
kwasu kawowego i metforminy w hodowli komérek RSM skutkuje zahamowaniem
syntezy nienasyconych kwasow tluszczowych, ktore w komorkach nowotworowych
spelniajg istotng role, jako czasteczki sygnalowe oraz skladniki budulcowe bton
komorkowych. Molekularny mechanizm tego oddzialywania, polega na hamowaniu
ekspresji biatka SREBP-1c i kontrolowanych przez niego enzyméw regulujacych synteze
de novo kwasow tluszczowych. Co wigcej, zahamowanie syntezy enzymu SCD1
w komorkach, spowodowane inkubacjg z kwasem kawowym i metforming, Stwarza
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perspektywe przyszlego zastosowania tych zwigzkow (lacznie i osobno) w specyficznych
terapiach RSM.

e zbadanie wplywu metforminy oraz kwasu kawowego na bialka regulatorowe
glikolizy oraz okreslenie wplywu badanych zwiazkow na poziom ekspresji
wybranych onkogenow, kontrolujacych aktywnos¢ bialek i enzymow regulujacych
fenotyp metaboliczny komorek RSM, w warunkach zmiennej dost¢pnosci tlenu
w mikrosrodowisku (normoksji i hipoksji) (publikacje H1, H5)

Niezaleznie od tkankowego pochodzenia, wspdlna cecha agresywnych nowotwordéw
jest ich uzaleznienie od glukozy. Tak przeprogramowany metabolizm pozwala migrujacym
komoérkom nowotworowym na uodpornienie 1 pewng niezalezno§¢ od warunkow
srodowiskowych, co w efekcie ulatwia proces metastazy. Rozregulowanie metabolizmu
glukozy jest w duzej mierze spowodowane zmianami funkcjonowania kilku onkogenéw,
wsrod ktorych nalezy wymieni¢ cMye, p53, PI3K i mTOR. Dodatkowo, aktywacja takich
czynnikow transkrypcyjnych jak HIF-la, czyni komorki raka bardziej odpornymi na
niedotlenienie (hipoksje), ktore jest jednym z gtownych czynnikdw regulujacych parametry
srodowiska rosngcego guza nowotworowego [17,81,126]. Aktywacja czynnika indukowanego
przez hipoksje HIF-1la w komoérkach nowotworowych o agresywnych cechach, promuje
pozyskiwanie czasteczek ATP w procesie glikolizy i jednoczesne wyciszenie $ciezek
mitochondrialnych. Jak juz wspomniano, takie zmiany metaboliczne umozliwiaja migrujacym
komoérkom nowotworowym unikanie stresu oksydacyjnego, ktory mogtby aktywowaé §mierc
komoérkowa. W ten sposodb komorki nowotworowe moga unikngé programowanej $mierci
na drodze anoikis (gr. ,,bezdomny”), wywolywanej przez brak kontaktu z biatkami macierzy
pozakomorkowej (ang. Extracellular Matrix, ECM) [108]. Na skutek oderwania od guza
nowotworowego, przenikania do osocza i limfy, komodrki nowotworowe moga natomiast
rozsiewac si¢, tworzac guzy przerzutowe.

Ekspozycja agresywnych komorek HTB-35 na metforming moze wplynaé na ich
fenotyp glikolityczny. W eksperymentach zaprezentowanych w artykule H1 badano, jaki jest
mechanizm oddziatywania metforminy na procesy regulujace aktywno$¢ biatek
kontrolujacych metabolizm glukozy. Aktywacja fenotypu glikolitycznego komorek
nowotworowych zalezy glownie od funkcji HIF-la. W pierwszej kolejnosci badano,
czy metformina moze wplywaé na aktywacje czynnika transkrypcyjnego oraz ekspresje
kontrolowanych przez niego gendw. Analiza wynikow uzyskanych technikg immunoblotingu
wykazata, ze metformina hamuje aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego (Fig 6A), a takze
kolejnych biatek pozostajacych pod kontrola HIF-la (Fig 6B), w komoérkach HTB-35
inkubowanych ze zwigzkiem badanym, zarowno w warunkach normalnego, jak i obnizonego
stezenia tlenu w atmosferze.

Metformina hamowata ekspresj¢ transporteréw glukozy GLUTI1 1 GLUT3, ekspresje
enzymu regulatorowego glikolizy - Heksokinazy 2 (ang. Hexokinase 2, HK2), kolejnych
enzymow regulujgcych przebieg toru, takich jak bifunkcyjny enzym - Fosfofruktokinaza Il
(PFK-2)/fruktozo-2,6-bisfosfataza (FBPaza-2) (ang. 6-Phosphofructo-2-Kinase/Fructose-2,6-
Biphosphatase 4, PFKFB4), Kinaza Pirogronianowa (ang. Pyruvate Kinase, PKM)
i Dehydrogenaza Mleczanowa (ang. Lactate Dehydrogenase, LDH) (Fig 6B, Fig S1). Kwas
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kawowy ograniczat synteze biatek dla transporteréw GLUT oraz enzymow HK2, PFKFB4
I LDH, jednoczes$nie stwierdzono niewielki wplyw na inne bialka regulatorowe glikolizy
(Fig 6B; S1) i brak efektu na aktywnos¢ HIF-la (Fig 6A). W warunkach hipoksji,
oddziatywanie kwasu kawowego bylo minimalne, co sugeruje, Zze mechanizm nie byt zalezny
od HIF-1a. Wyniki prezentowane w artykule HI wskazujg, ze w komorkach C4-1, kwas
kawowy indukowat stres oksydacyjny (Fig 3A) oraz hamowat synteze¢ ATP (Fig 4B) i tempo
wzrostu (Fig A1,D).

W warunkach hipoksji, panujacych we wnetrzu litych guzow, aktywacja czynnika
HIF-1a ogranicza tempo przemian w cyklu TCA w mitochondriach, co jednocze$nie hamuje
reakcje ETC i minimalizuje ryzyko stresu oksydacyjnego, ktéry moglby uszkodzi¢ komorkg.
Co wiecej, aktywacja procesow regulowanych przez HIF-la moze skutkowaé réwniez
uruchomieniem dodatkowych mechanizméw kompensacyjnych, ktore umozliwiaja
komoérkom nowotworowym przetrwanie i uniknigcie apoptozy. Na poziomie metabolicznym
taka funkcja HIF-la realizowana jest przez ograniczenie aktywnosci kompleksu PDH
[130,127]. Wyniki eksperymentow, opublikowane w artykule H1 pokazuja, ze w hodowli
komorek HTB-35, metformina przeciwdziatata aktywacji glikolizy kosztem przemian
mitochondrialnych, poprzez wptyw na gtowne bialko regulatorowe, kontrolowane przez HIF-
la, PDK1 (Fig 6B). Jak juz wspomniano, w wyniku aktywacji kompleksu PDH, nastepuje
wigksze zasilanie substratem cyklu TCA oraz ostabienie syntezy mleczanu.
Charakterystyczng cecha metabolizmu komoérek raka ptaskonabtonkowego, ktore traca
kontakt z biatkami ECM 1 zaczynaja migrowac, jest wlasnie ograniczenie funkcji kompleksu
PDH i hamowanie tancucha oddechowego w mitochondriach. Z drugiej strony wykazano, ze
stymulacja PDH wzmacnia wrazliwo$s¢ komoérek na anoikis, hamujagc w ten sposob
metastatyczny potencjal komoérek nowotworowych. [128]. Ostatnio opublikowane wyniki
badan pokazaly, ze w nowotworowych komodrkach macierzystych, pochodzacych z raka
piersi, metformina ograniczyta jednoczeénie katabolizm glukozy w torze glikolizy
i przemiany w cyklu TCA, co ostatecznie zahamowalo wzrost tych komorek [94].
Eksperymenty przedstawione w artykule H1 pokazujg nieco inny mechanizm oddziatywania
metforminy, niz opisany dla nowotworowych komoérek macierzystych. Metformina
oddziatywata jednoczesnie na oba procesy przemian glukozy - cytozolowy i mitochondrialny.
Poprzez regulacj¢ tych torow metabolicznych doszto do pobudzenia apoptozy i zahamowania
przezywalnosci komorek, zarowno w warunkach normoksji, jak i hipoksji (Fig 7A).

Wyniki ostatnio opublikowanych badan wskazuja, ze nadekspresja onkogenu c-Myc
moze by¢ jednym z czynnikéw aktywujacych w RSM [77]. Zwigkszenie ekspresji tego biatka,
odgrywa szczegdlng role¢ w nabywaniu przez komodrke nowotworowa ,.elastycznego”
fenotypu. Wykazano, ze produkowane w nadmiernych ilosciach biatko c-Myc, wraz
z czynnikiem HIF-1lo, wzmagaja zaopatrywanie komorek nowotworowych w glukoze
i glutaming oraz ostabiajg mitochondrialng fosforylacj¢ oksydatywng. Skutkuje
to zwiekszeniem syntezy mleczanu w komérkach [118,130]. Nadekpresja c-Myc
w szczegolnosci pobudza katabolizm glutaminy w komérkach nowotworowych,
poniewaz synteza GLS pozostaje pod kontrolg onkogenu. Jak wykazaty wyniki qPCR,
metformina obnizyta ekspresje genu c-MYC w komodrkach HTB-35 (H1, Fig 7), a takze
zahamowata ekspresj¢ biatka enzymu GLS, co wykazaty analizy Western blot (H1, Fig 1A).
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Ponadto inkubacja tych komorek z metforming spowodowata spadek ilosci mRNA
dla nastgpnego biatka kontrolowanego przez onkogen c-Myc, a mianowicie CCND1 (cykliny
D1) (H1, Fig 7B). Jak wspomniano poprzednio, opisane mechanizmy, wraz z aktywacja
BAX/hamowaniem Bcl-2, przyczynily si¢ do uruchomienia programu $mierci komorkowej
w linii RSM o agresywnym fenotypie (HTB-35).

Kwas kawowy wykazal podobne dziatanie do metforminy w komoérkach C4-I,
poniewaz zahamowal ekspresj¢ c-MYC i CCND1 (H1, Fig S2) oraz biatka GLS -
co zahamowalo zasilanie cyklu TCA w glutamine (H1, Fig 1A).

WhioskKi z tej czesci badan

1. Ekspozycja na metforming, linii komorek HTB-35 o agresywnym fenotypie
skutkowata zahamowaniem funkcji regulatora transkrypcji HIF-1a oraz kontrolowanych
przez niego, glikolitycznych genow.

2. Metformina regulowata zasilanie mitochondrialnego metabolizmu
w substraty w linii HTB-35 poprzez efekt dlugoterminowy, ktory obejmowat wplyw
na ekspresje genu kodujacego PDK1 oraz krétkoterminowy, poprzez zahamowanie
aktywnosci enzymu PDK. Dzigki temu metformina wzmacniala zasilanie cyklu TCA
W pirogronian, zarbwno w warunkach normoksji, jak i hipoksji.

3. Metformina hamowala fenotyp glikolityczny komorek HTB-35, poprzez
obnizenie ekspresji onkogenu c-MYC i ograniczenie syntezy biatka GLS oraz pobudzenie
apoptozy, towarzyszace supresji onkogenu cykliny D1. Regulacja tych proceséw przyczynita
si¢ do obnizenia metabolicznej plastycznosci komorek HTB-35.

4. Kwas kawowy hamowat ekspresjc bialek regulatorowych glikolizy
w komorkach C4-1 w warunkach normoksji.

Aspekt nowosci i znaczenie badan

Uzyskane wyniki dowodza, ze metformina hamuje fenotyp glikolityczny agresywnych
komorek RSM; poprzez jednoczesna regulacje toru glikolizy i mitochondrialnego
metabolizmu, co przyczynia si¢ do aktywacji apoptozy. Metformina oddziatuje na zasilanie
mitochondrialnych przemian poprzez rozne mechanizmy. Nalezy podkresli¢, ze zar6wno
w warunkach normoksji, jak i hipoksji, ekspozycja komorek na metforming skutkuje
zwiekszonym naplywem pirogronianu do cyklu TCA. Ten aspekt aktywnosci metforminy,
moze zosta¢ wykorzystany w tych terapiach przeciwnowotworowych, ktore beda
w szczeg6lny sposOb nakierowane na niszczenie komorek nowotworowych wewnatrz litych
guzow.

W warunkach normoksji, kwas kawowy hamuje tor glikolizy w komorkach C4-I,
dlatego tez mozna stwierdzi¢, ze oba zwiazki wykazuja pozadana zdolno$¢ do regulacji
metabolizmu. Efekt oddzialywania jest specyficzny, w zaleznoSci od okreslonych cech
fenotypowych komorek RSM.

e  Wplyw metforminy oraz kwasu kawowego na zmiane¢ fenotypu komorek i ich
zdolnos¢ do migracji w procesie indukowanego przejscia epitelialno-
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mezenchymalnego  (ang. Epithelial-to-Mesenchymal ~ Transition, EMT)
w komorkach RSM (publikacja H4)

Wyniki wielu badan potwierdzaja, ze aktywacja w komorkach nabtonkowych procesu
przejscia epitelialno-mezenchymalnego (ang. Epithelial-to-Mesenchymal Transition, EMT)
odgrywa istotng rol¢ w nabywaniu przez komoérke cech inwazyjnych, progresji nowotworu
oraz przerzutowania. Podczas uruchomienia programu EMT komorki epitelialne nabywaja
cech morfologicznych charakterystycznych dla komoérek mezenchymalnych; takich np.
jak wydluzony, wrzecionowaty ksztalt, co odgrywa role w nabywaniu zdolno$ci do ruchu
przez te komorki [131,132]. Implementacja programu EMT w ztosliwych nowotworach szyjki
macicy jest jednym z molekularnych mechanizméw, poprzez ktory komorki wyksztatcaja
oporno$¢ na dziatanie chemioterapeutykéw, w szczegdlnosci cisplatyny [7]. Komorki
0 cechach metastatycznych moga aktywowac $ciezki metaboliczne generujace ATP, bez
wywotania stresu oksydacyjnego. Mozliwosci ich przetrwania w czasie inwazji zaleza $cisle
od precyzji dostosowania metabolizmu do nowych warunkéw [81]. Biorgc pod uwagge,
ze fenotyp metaboliczny komoérek nowotworowych moze promowaé ich zdolnosci
do metastazy i unikania mechanizmu apoptozy typu anoikis, nalezalo sprawdzic,
czy w komorkach RSM, metformina i kwas kawowy moga wptywac na proces implementacji
EMT. Dodatkowym uzasadnieniem do podjecia badan byly doniesienia, w ktorych wykazano,
ze zarowno kwas kawowy [44,133], jak i metformina [134,135,136] mogg hamowa¢ EMT
w liniach nowotworowych o r6znym pochodzeniu.

W pierwszym etapie eksperymentéw badano zdolno$¢ do ruchu komorek linii C4-l
oraz HTB-35, za pomocg systemu HoloMonitor Imaging (dane nie publikowane, dzigki
uprzejmosci Prof. Marcina Majki 1 wspotpracy z mgr. Pawlem Koniecznym z Zaktadu
Transplantologii Wydziatu Lekarskiego UJ CM w Krakowie). Na podstawie obserwacji
ustalono, ze obie linie wykazuja odmienng zdolno$¢ do ruchu. Komorki HTB-35 byly
szczegolnie ruchliwe, nawet bez uprzedniej stymulacji, podczas gdy przemieszczanie si¢
komorek C4-1 byto znikome. W obu badanych liniach komorkowych indukowano proces
EMT poprzez 48 godzinng inkubacj¢ z 10 ng/mL cytokiny Transformujacego Czynnika
Wzrostu B1 (ang. Transforming Growth Factor f1, TGF-Bl), co szczegotowo opisano
w artykule H4. Ekspresje biatek charakterystycznych dla EMT, badano z zastosowaniem
techniki Western blot oraz analizy qPCR (H4, Fig 1A,B). W komorkach, ktore przeszty przez
proces EMT, spada ekspresja bialek specyficznych dla spolaryzowanego fenotypu
epitelialnego (np. E-kadheryny 1, CDH1), natomiast jednocze$nie rosnie ekspresja biatek
reorganizacji cytoszkieletu, takich jak wimentyna (VIM) [137]. Zgodnie z danymi,
zebranymi za pomocg HoloMonitora, komorki C4-l, przed stymulacja wykazywatly silng
ekspresje genu CDH1 i stabg genu VIM. Stymulacja komoérek za pomocg TGF-B1
spowodowata spadek ekspresji E-kadheryny z jednoczesnym wzrostem ekspresji wimentyny
1 oddysocjowywaniem komoérek od monowarstwy, jak przedstawiono na mikrofotografiach
(H4, Fig 1C), co oznaczato implementacj¢ EMT w komorkach. Natomiast komorki HTB-35,
nawet przed stymulacja, wykazywaly cechy charakterystyczne dla komorek
mezenchymalnych. Inkubacja z TGF-B1 jedynie wzmocnita ekspresje wimentyny i poglebita
zdolno$¢ komorek do ruchu (H4, Fig 1C). Wyniki te byly zgodne z danymi opublikowanymi
przez Lin’a 1 wsp., ktore wskazywaty, ze niska ekspresja LKBI w komorkach
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nowotworowych, moze sprzyja¢ indukcji programu EMT [138]. Bioragc pod uwageg profil
ekspresji biatek w testowanych liniach komoérkowych, badania wptywu metforminy i kwasu
kawowego na molekularne mechanizmy regulujace EMT, wykonano z uzyciem linii C-41,
stymulowanej za pomoca TGF-B1 vs. niestymulowanej, zastosowanej jako uktad odniesienia.
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Rycina 2. Indukcja przejscia epitelialno-mesenchymalnego (EMT) w komoérkch C4-1 i HTB-35
dziataniem TGF-B1 (A-C). Obie linie ludzkiego ptaskonabtonkowego raka szyjki macicy, (C4-1 i HTB-35),
inkubowano przez 48 godz. w pozywce z dodatkiem TGF-Bl w stezeniu 10 ng/mL. Hodowle kontrolne
utrzymywane byly w takich samych warunkach, jednak bez dodatku cytokiny. W stymulowanych komoérkach
C4-l, wyniki analizy qPCR ujawnily istotny statystycznie spadek transkrypcji E-kadheryny w poréwnaniu
do komorek kontrolnych (p<0.01), podczas gdy w linii HTB-35, zmiana ekspresji tego biatka nie byla istotna
statystycznie (p<0.05). Nalezy zwroci¢ uwage, ze inkubacja z TGF-B1 spowodowata statystycznie istotny wzrost
ekspresji wimentyny w obu liniach komoérkowych, co wykazano z uzyciem techniki qPCR (A, p<0.01
vs. kontrola dla linii C-41 i p<0.01 vs. kontrola dla HTB-35) oraz analizy Western blot (B, 20 pg lizatow
komorkowych rozdzielano technika SDS-PAGE, a po procesie immunoblottingu poddawano datekcji
chemiluminescencyjnej; B-aktyny uzyto jako kontroli naktadania probek na zel). Eksperymenty powtarzano
trzykrotnie otrzymujac zblizone wyniki; dane otrzymane w analizie qPCR przedstawiono jako warto$ci $rednie
+ SD (A). Reprezentatywne wyniki immunoblottingu przedstawiono na panelu B. 48 Godz. inkubacja z TGF-p1
wywolata zmiany w morfologii komérek obydwu linii, co przedstawiono na przyktadowych mikrofotografiach
z kontrastem fazowym. (C). W hodowlach C-41 oraz HTB-35 zaobserwowano rozpraszanie komorek pod
wplywem inkubacji z TGF-B1 (Rycina 1 z artykutu H4).

W badaniach za pomocg qPCR okreslono zmiany w profilu ekspresji genow
charakterystycznych dla fenotypu epitelialnego oraz mezenchymalnego. llos¢ biatka zbadano
technika Western blot. Aktywacja jadrowych czynnikow transkrypcyjnych Snail-1, ZEB1,
TWISTL i TWIST2, odgrywa zasadnicza rolg¢ w promowaniu cech utatwiajacych komorce
migracj¢ i inwazj¢ [139]. Wsrdd tych biatek Snail-1 uwazany jest za glowny, molekularny
“wiacznik” procesu EMT. W wielu badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze hamowanie
ekspresji E-kadheryny przez ten czynnik jest glownym procesem, ktory uruchamia program
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EMT w nowotworach [140], takze szyjki macicy [137]. Co wigcej, wykazano, ze u ludzi
ekspresja E-kadheryny spada wraz ze stadium/stopniem zaawansowania guza szyjki macicy
[132,141].

Whyniki zaprezentowane w pracy H4 pokazaty, ze kwas kawowy zahamowat progresje
metastatycznego fenotypu komoérek C4-l, indukowanego przez TGF-p1. Kwas kawowy
ograniczyl transkrypcje genow kodujacych SNAI-1 (Fig. 5A), TWIST-1 i ZEB-1 (Fig. 5 B),
co wzmocnito ekspresj¢ E-kadheryny (Fig. 4A) i innych molekut adhezyjnych, takich jak
okludyna (OCLN) i klaudyna 1 (CLDN1) (Fig. 4B). Przywroceniu wysokiej ekspresji
E-kadheryny towarzyszyl spadek mobilnosci komodrek, co wykazano za pomoca
funkcjonalnego testu rysy (H4, Fig. 2 AB). Yang i wsp. [44] wykazali, ze kwas kawowy
zahamowal zdolno$¢ do migracji i zwigkszyl adhezje ztosliwych ludzkich keratynocytow.
Czynnik Snail-1 uczestniczyt w mechanizmie tego rodzaju oddzialywania. Dalsze badania
wykazaty, ze kwas kawowy zwigkszyt ekspresje molekut adhezyjnych, w tym E-kadheryny,
oraz spowodowat spadek ekspresji markerow mezenchymalnych [44].

Czynnik transkrypcyjny Snail-1 aktywuje ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy
pozakomoérkowej MMP-2 (ang. Matrix Metalloproteinase-2) oraz MMP-9 (ang. Matrix
Metalloproteinase-9), enzymoéw degradujacych biatka strukturalne tkanek i promujace
inwazje komoérek nowotworowych [142,143]. Wykazano pozytywna korelacj¢ nadekspresji
MMP-9 ze zdolno$ciami inwazyjnymi zlosliwych nowotwordéw jajnikéw 1 piersi, co wiecej
ustalono, ze istnieje zwigzek pomiedzy nadmierng ekspresja tego enzymu i krotkim okresem
przezycia u pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem [144]. Dotychczas opublikowano
wyniki badan, w ktorych kwas chlorogenowy wykazywat zdolnos¢ do hamowania funkcji
MMP-9 w krotkim terminie [145]. Otrzymane wyniki ujawnity, ze kwas kawowy powoduje
inhibicje transkrypcji, zarowno MMP-2, jak i MMP-9. Co wigcej, zwigzek ten wptywat
hamujaco na metaloproteinaze MMP-9 poprzez dwa niezalezne mechanizmy - inhibicje
ekspresji SNAIL oraz przez pobudzenie ekspresji genu kodujacego tkankowy inhibitor TIMP-
1, kontrolujacy negatywnie aktywnos$¢ degradacyjng enzymu (Rycina 3). Nalezy podkreslic,
ze Snail-1 jest czynnikiem transkrypcyjnym, regulujacym ekspresje¢ wielu biatek,
oraz poprzez rézne mechanizmy kontrolujace procesy, takie jak proliferacja, opornos¢ na
apoptoze oraz angiogeneza [137]. Dlatego obnizenie transkrypcji SNAILl, wywolane w
komorkach C4-1, przez kwas kawowy; prawdopodobnie dodatkowo przyczynia si¢ do efektu
anty-proliferacyjnego. W nowotworach endometrium wykazano réwniez, ze nadekspresja
Czynnika Wzrostu Srédblonka Naczyn A (ang. Vascular Endothelial Growth Factor A,
VEGFA) promuje angiogeneze¢ [146]. VEGFA jest czynnikiem aktywnie pobudzajacym
rozw6j naczyn krwionosnych, ktore nastepnie zaopatrujag komorki nowotworowe w tlen
i sktadniki pokarmowe; w ten sposdb, proces nasilonej angiogenezy w guzie, promuje wzrost
guza oraz zapewnia komorkom nowotworowym droge do zasiedlania nowych tkanek [147].
W komorkach raka piersi, VEGFA powoduje wzrost ekspresji SNAIL, co skutkuje
hamowaniem syntezy E-kadheryny [148]. Wyniki zaprezentowane w artykule H4 pokazuja,
ze w komorkach RSM, ograniczenie ekspresji VEGFA, dziataniem kwasu kawowego, moze
si¢ takze przyczyni¢ si¢ do blokowania ekspresji SNAI1 (H4, Fig. 6). Dalsze, bardziej
precyzyjne badania, pozwolag na dokladniejsze scharakteryzowanie potencjalnego,
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molekularnego  mechanizmu anty-angiogennego oddzialywania kwasu kawowego
w nowotworach szyjki macicy.
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Rycina 3. Metformina i kwas kawowy hamujg biatka regulatorowe procesu EMT indukowanego cytoking
TGF-B1 w komorkach raka szyjki macicy (1 aktywacja, | hamowanie) (Fig. 9 z publikacji H4).

Ostatnie doniesienia wskazuja, ze metformina hamuje proces EMT w komorkach
nowotworu piersi, ptuc oraz szyjki macicy, w szczegdlnosci poprzez wptyw na ekspresje
E-kadheryny. Ekspozycja tych linii nowotworowych na metforming ograniczata, w znacznym
stopniu, ich potencjal metastatyczny [134,135,136]. Wyniki zaprezentowane w artykule H4
wykazaly, ze w linii komérek HTB-35 o agresywnym fenotypie i zdolnosci do ruchu,
metformina hamowata ekspresje biatka - wimentyny, markera charakterystycznego dla
komorek mezenchymalnych. Inkubacja tych komoérek z lekiem, obnizata ich ruchliwos¢,
co wykazano za pomoca testu rysy (Fig. 3 A,B). Laskov i wsp. [141] opisali, w jednym
z najnowszych artykuléw, ze metformina hamuje ekspresje wimentyny w komorkach raka
endometrium, zaréwno in vitro oraz in vivo, u pacjentow z cukrzyca II typu [141].

Przeprowadzone eksperymenty (H4), mialy rowniez na celu sprawdzenie efektow
oddziatywania metforminy w komoérkach RSM w warunkach niedotlenienia. Jak wykazano,
w nowotworach szyjki macicy, hipoksja i towarzyszaca jej nadmierna synteza mleczanow,
prowadzaca do zakwaszenia Srodowiska, moze stwarza¢ warunki dogodne do szybkiego
rozprzestrzeniania si¢ komorek raka w tkance [149,150]. W tych warunkach, nastepuje
aktywacja HIF-1a oraz Anhydrazy Weglanowej IX (ang. Carbonic anhydrase IX, CAIX) -
enzymu, ktorego transkrypcja kontrolowana jest przez czynnik HIF-1a. Dzigki aktywnosci
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CAIX, regulujacej pH wewnatrz komoérek ztosliwych nowotworéw, komoérki te chronione
sg przed skutkami nadmiernego zakwaszenia w Srodowisku i zyskuja przewage adaptacyjna
nad prawidtowymi komorkami tkanek, ktore nie posiadajg takiej ochrony [151].

Bioragc pod uwage istotna rolg, jaka odgrywa CAIX w inwazji komorek
nowotworowych, regulacja tego enzymu moze by¢ w przysztosci wykorzystana w celach
terapeutycznych, rowniez w leczeniu RSM [152]. Wyniki zaprezentowane w artykule H4
pokazuja, ze ekspozycja komorek HTB-35 na metforming w warunkach hipoksji, zahamowata
ekspresj¢ HIF-1a 1 obnizyta ilo$¢ transkryptu dla CAIX (Fig. 8 B,C; Fig 9), ostabiajac
zdolnosci tej linii komoérek nowotworowych do inwazji.

WhnioskKi z tej czesci badan

1. W wyniku aktywacji EMT, transformujace komorki nablonkowe nabywaja zdolnosci
do aktywnej migracji i przerzutowania. Ustalono, ze komoérki C4-1 majg epitelialny
fenotyp i prawidlowo rozwijaja proces EMT pod wplywem stymulacji cytoking
TGF-p1.

2. Niestymulowane komorki HTB-35 wykazuja cechy typowe dla komorek
mezenchymalnych.

3. Zaréwno metformina, jak i kwas kawowy, poprzez regulacje specyficznych,
molekularnych mechanizmow 1 biatek kontrolujacych implementacje programu EMT,
ograniczaly zdolnosci komérek RSM do ruchu, co wykazano za pomoca
funkcjonalnego testu rysy.

4. Kwas kawowy w komorkach C4-1 hamowat ekspresje genu SNAIL, kodujacego
czynnik transkrypcyjny, kontrolujacy ekspresje markerow epitelialnych - takich jak
E-kadheryna, okludyna i klaudyna.

5. W komérkach C4-1 stwierdzono spadek ekspresji metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9,
po zastosowaniu kwasu kawowego. Zidentyfikowano dwa niezalezne mechanizmy
supresji MMP-9; a) poprzez inhibicj¢ transkrypcji SNAIL, b) zwiekszonej ekspresji
TIMP-1- specyficznego inhibitora MMP-9.

6. W komorkach HTB-35, zarowno stymulowanych, jak i nie stymulowanych cytoking
TGF-B1, metformina spowodowata obnizenie ekspresji glownego markera
mezenchymalnego - wimentyny.

7. W warunkach hipoksji, metformina hamowata proces transkrypcji CAIX -enzymu
wykazujacego dziatanie pro-przezyciowe, na komoérki metastatyczne o agresywnym
fenotypie.

Aspekt nowosci i znaczenie badan

Metformina i kwas kawowy powoduja zahamowanie implementacji programu
EMT w ludzkich komoérkach RSM, dzialajac przez niezalezne procesy i cele molekularne.
W artykule H4 po raz pierwszy doniesiono, ze kwas kawowy (rowniez dziatajac lacznie
z metforming), hamuje progresje mezenchymalnego fenotypu komoérek RSM oraz ich
zdolno$¢ do ruchu, stymulowanego cytoking TGF-p1.
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Po raz pierwszy zaprezentowano wyniki eksperymentéw, dowodzace, ze w warunkach
hipoksji, metformina hamuje ekspresje CAIX - enzymu umozliwiajacego adaptacje
i przetrwanie ztosliwych komoérek nowotworowych.

Ze wzgledu na role, jaka odgrywa CAIX w promocji zdolnosci migracyjnych komoérek
nowotworowych, enzym ten wskazano jako potencjalny cel dla terapii
przeciwnowotworowych, réwniez w raku szyjki macicy. W tym kontekscie, aktywnosé
metforminy, hamujacej inwazyjne wlasciwosci komorek RSM, powinna by¢
uwzgledniona w planowaniu nowych strategii terapeutycznych w RSM.

e okreslenie potencjalu metforminy oraz kwasu kawowego do wzmacniania
dzialania przeciwnowotworowego cisplatyny, poprzez regulacje cyklu
komoérkowego w komérkach RSM (publikacje H2, H3)

Przebieg cyklu komorkowego podlega precyzyjnej kontroli przez liczne mechanizmy
i bialka regulatorowe, takie jak produkty gendéw supresorowych i onkogenow, cykliny
I kinazy zalezne od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases, CDKs). Mechanizmy kontrolne
moga zatrzymac¢ cykl w okreslonych punktach przebiegu (ang. checkpoints) i zahamowaé
podzialy komorkowe. W szczegdlnosci, punkt kontrolny fazy G1/S zapobiega replikacji
DNA, jesli wystapity uszkodzenia w strukturze kwasu nukleinowego. Natomiast punkt
kontrolny fazy G2/M nie pozwala na segregacj¢ uszkodzonych chromosoméw do komorek
potomnych, podczas podziatu mitotycznego komorki [153]. Zaburzenia funkcji
mechanizmow kontrolujacych cykl komérkowy w nowotworach moze skutkowa¢ omijaniem
punktow kontrolnych 1 przetrwaniem komoérek nawet w niesprzyjajacych warunkach
srodowiskowych [154]. Farmakologiczna aktywacja punktow kontrolnych umozliwia
zatrzymanie cyklu i eliminacj¢ komorki na drodze apoptozy [155]. Wykazano, ze poprzez
modulacje aktywnosci biatek regulujacych przebieg cyklu komorkowego mozna wplywaé na
tempo proliferacji komorek nowotworowych, a niektore z tych biatek wskazano jako cele
terapeutyczne o istotnym znaczeniu dla terapii przeciwnowotworowych [122,155,156].

Jedno =z takich podejs¢ terapeutycznych, zakltada =zastosowanie zwigzkow
maloczgsteczkowych, do  specyficznego  blokowania przebiegu cyklu  komorek
nowotworowych w punkcie G2/M, co skutkuje zatrzymaniem podzialow komoérkowych
komorek nowotworowych. Jak przedstawiono w artykule H3; kwas kawowy i metformina.
stosowane pojedynczo i lacznie, zahamowaty cykl komoérkowy linii HTB-34 w punkcie
G2/M; Fig 1G prezentuje uzyskane wyniki - najwicksza populacj¢ komorek, w ktorych
stwierdzono zatrzymanie cyklu, w hodowli inkubowanej z kwasem kawowym oraz kwasem
kawowym i metforming (H3). Wczesniejsze doniesienia wskazaty, ze kwas kawowy moze
indukowac¢ blokade cyklu komorkowego w linii komérek nowotworowych raka piersi w fazie
G1 [109]. Murad i wsp. [46] wykazali, ze kwas kawowy, poprzez wpltyw na regulacje cyklu
ludzkich komorek gruczolakoraka, zahamowal Zzywotnos$¢ tych komorek 1 indukowat w nich
apoptoze [46]. Badania Kuo i wsp. [48] pokazaty, ze ester fenetylowy kwasu kawowego (ang.
Caffeic Acid Phenethyl Ester, CAPE), zwiazek pochodny tego kwasu fenolowego, ograniczat
proliferacje komorek raka ptaskonabtonkowego, poprzez zahamowanie cyklu w fazie G1
I G2/M, co skutkowato aktywacja apoptozy [48]. Wyniki uzyskane w toku realizacji badan
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opisanych w artykule H3, wykazaty potencjat kwasu kawowego do regulacji cyklu komorek
RSM linii HTB-34 o cechach epitelialnych.

Badania nad cyklem komorkowym nowotworow ujawnity, ze w okreslonych
przypadkach, przebieg tego cyklu moze przyjmowaé szczegdlny charakter. Komorki
nowotworowe mogg zaprzesta¢ podziatow i z fazy Gl przejs¢ do fazy stacjonarnej (faza
spoczynku, faza GO; ang. quiescent state), co z kolei wptywa na wynik terapii
z zastosowaniem lekow anty-mitotycznych - na przyklad chemioterapii z cisplatyna.
Populacja komorek w fazie stacjonarnej, w guzach litych, moze tatwiej przetrwac leczenie niz
komorki nowotworowe ulegajace aktywnym podziatlom. Po zakonczeniu terapii, moze by¢
ona zrodlem wznowy nowotworowe;j.

Do zwalczania komorek w fazie spoczynkowej powinny by¢ zatem zaangazowane
specyficzne mechanizmy, w szczeg6lnosci kontrolujace przejscie pomigdzy fazami GO 1 G1.
Poznanie funkcjonowania punktéw kontrolnych umozliwia wykorzystanie mechanizmow
regulacji cyklu komorkowego, jako celu dla nowatorskich strategii terapeutycznych
w leczeniu chorob nowotworowych. Takie podejScie terapeutyczne moze by¢ uwzglednione
np. przy potaczeniu radioterapii badz chemioterapii z matoczasteczkowymi modulatorami
punktéw kontrolnych, zdolnych do ,uczulania" komoérek nowotworowych na dzialanie
czynnikow terapeutycznych - poprzez kierowanie komorek z fazy GO na powr6t do cyklu
komorkowego (G1) [153,172]. Wykazano, ze wlasciwie zaplanowana terapia kombinowana,
z uwzglednieniem tych procesdéw, moze bardziej efektywnie eliminowa¢ komorki
nowotworowe, niz zastosowanie jednego leku lub kombinacji lekow przeciwnowotworowych
[154,155,157]. Nalezy podkresli¢, ze strategia terapeutyczna, ktorej celem jest regulacja
kontroli cyklu komoérkowego, powinna charakteryzowac si¢ selektywno$cig dziatania
wzgledem komorek nowotworowych [158].

Interesujacego przegladu ostatnio zaproponowanych przeciwnowotworowych rezimow
terapeutycznych, uwzgledniajacych specyfike regulacji cyklu komorek nowotworowych,
dokonali O'Leary i wsp. [153]. W zwalczaniu nowotwordéw zlosliwych RSM; lek
zatrzymujacy podzialy komorkowe - paklitaksel, zastosowano wraz z cisplatyna dla
wzmacniania efektu cytotoksycznego cisplatyny [7]. Wyniki kilku badan wykazaty,
ze metformina réwniez moze modyfikowaé postep cyklu komorkowego w punkcie
kontrolnym GO/G1. W wyniku tej regulacji, komorki nowotworowe kierowane sg na droge
$mierci apoptotycznej [159,160,161]. Dalsze badania ujawnity, ze efekt uszkodzenia
komorek; poprzez wplyw na przebieg ich cyklu zyciowego, dziataniem metforminy, jest
specyficzny dla komoérek nowotworowych. Lek nie uszkadza populacji komorek
prawidlowych [162], co potwierdzo réwniez w badaniach in vivo z wykorzystaniem modeli
heterogenicznych przeszczepow guzoéw u zwierzat (ang. xenograft models) [34].

Podejmowano rowniez proby zastosowania kwasu kawowego dla wzmocnienia efektu
cytostatyku w zwalczaniu nowotworéw. Przykladem sa niedawno opublikowane wyniki
badan Koraneekit’a i wsp. [51] oraz Sirota’y [52], w ktérych wykazano, ze kwas kawowy
moze W znaczacy sposoéb wzmocni¢ dzialanie cisplatyny, jako istotny sktadnik terapii
kombinowanych. W badaniach Xia i wsp. [163] wykazano, ze jednoczesne zastosowanie
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metforminy z nelfinawirem, spowodowato zatrzymanie cyklu w punkcie kontrolnym G2/M
i aktywacj¢ apoptozy komoérek HTB-35, przeszczepionych u myszy.

Bioragc pod uwage, ze zaré6wno metformina, jak i1 kwas kawowy moga regulowac
przebieg cyklu komoérkowego nowotworéw, zbadano potencjal obu zwigzkow dla
zwigkszania efektywnosci oddziatywania cisplatyny w linii komérek HTB-35 w RSM
o0 agresywnym fenotypie. Wyniki zaprezentowane w artykule H2 pokazuja, ze Igczne
zastosowanie metforminy i kwasu kawowego wptynelo na zmian¢ przebiegu cyklu
komorkowego, co skutkowalo zwigkszeniem efektu toksycznego cisplatyny na komorki
HTB-35. W badaniach wptywu badanych zwigzkow na rozktad poszczegdlnych faz cyklu,
w populacji eksponowanych komorek, zastosowano réznicowanie komorek przeciwcialem
Ki-67, sprzgzonym z fluorochromem oraz barwnik fluorescencyjny DAPI (4',6-diamidyno-2-
fenyloindol). Procedure opisano w sekcji Materialy i Metody artykutu H2. Do analizy
rozktadu poszczegdlnych faz cyklu, wykorzystano technike cytometrii przeptywowej [113].
Eksperymenty wykazaty, ze taczne zastosowanie cisplatyny, metforminy i kwasu kawowego,
wywotaly najwigksze zmiany w regulacji przebiegu cyklu komoérkowego, w poréwnaniu
do efektu wywotanego zaréwno przez kazdy ze zwigzkoéw zastosowany pojedynczo, jak
I przez taczne zastosowanie tylko dwoch zwigzkow (cisplatyna — metformina, cisplatyna -
kwas kawowy, H2 Fig 7). Inkubacja z trzema zwigzkami, spowodowala wejscie komorek
z fazy stacjonarnej (GO) na powrdt do cyklu, oraz zatrzymanie w fazie G1 (GO 5,4% vs. G1
60,7%). Odsetek komorek w fazie GO w pozostatych grupach nie uleglt tak znaczacemu
spadkowi.

W hodowlach eksponowanych na zwigzki wykonano analiz¢ wplywu zastosowanego
leczenia na przetrwanie komorek, ktora wykazata, ze laczne zastosowanie cisplatyny,
metforminy i kwasu kawowego, najbardziej znaczaco obnizylo proliferacj¢ komorkows -
wsrod wszystkich badanych grup. Zatem metformina i kwas kawowy wykazujg zdolno$¢
do uczulania komoérek HTB-35 na dziatanie cisplatyny (H2 Fig 5 A,B). Terapia
z zastosowaniem trzech zwigzkéw, selektywnie eliminowata komorki nowotworowe
z kokultury z komoérkami prawidtowymi (H2 Fig 6 A,B,C). Na podstawie przedstawionych
danych mozna wnioskowa¢, ze inkubacja komorek RSM z metforming i kwasem kawowym,
powoduje, ze komorki te stajg si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie cisplatyny.

WhnioskKi z tej czesci badan

1. Wyniki eksperymentéw prezentowanych w artykule H2 wykazaty, ze regulacja
progresji cyklu komorkowego poprzez laczne zastosowanie metforminy i kwasu
kawowego, hamuje przezywanie i wzrost komorek.

2. W komorkach RSM o cechach epitelialnych oba zwigzki moga specyficznie
regulowac przebieg cyklu poprzez punkt kontrolny G2/M.

3. W agresywnej linii HTB-35, zastosowanie metforminy i kwasu kawowego wraz
z cisplatyna, wzmocnito cytotoksyczny efekt cisplatyny w stosunku do komoérek
stacjonarnych. Mechanizm tego dziatania polegat na przejsciu z fazy GO do G1
w cyklu komoérkowym.

41



Autoreferat Matgorzata Tyszka-Czochara

4. Kombinacja metforminy i kwasu kawowego z cisplatyng spowodowala
w komorkach RSM, nie tylko dramatyczny spadek populacji komoérek w fazie GO,
ale takze znaczaco zmniejszyla przezycie komérek nowotworowych.

Aspekt nowosci i znaczenie badan

Wiadomo, ze terapia raka szyjki macicy z zastosowaniem cisplatyny, nie zawsze
prowadzi do catkowitej eliminacji komoérek nowotworowych, poniewaz populacja komorek
w fazie stacjonarnej moze wykazywaé brak wrazliwosci na leczenie. Rozwigzaniem
problemu moze by¢ zastosowanie precyzyjnie zaplanowanej strategii, w ktorej efekt
leczenia cytostatykiem zostanie wzmocniony dzialaniem specyficznych modulatorow
cyklu komorkowego.

Wyniki zaprezentowane w pracy H2, po raz pierwszy wykazaty, ze metformina i kwas
kawowy, poprzez regulacje cyklu komérkowego, moga uwrazliwia¢ populacje komorek
HTB-35 o agresywnym fenotypie, na cytotoksyczne dzialanie leku i tym samym wspieraé
efekt dzialania cisplatyny.

e Charakterystyka efektu antyproliferacyjnego metforminy, kwasu kawowego
i cisplatyny. Specyficzno$¢ oddzialywania tych zwigzkow wzgledem komérek
nowotworowych w kokulturze z Iludzkimi komérkami prawidlowymi -
fibroblastami (publikacja H2)

Guzy nowotworowe w tkankach, otoczone sa przez prawidlowe komorki, ktore
syntetyzuja 1 wydzielaja do Srodowiska, sktadniki macierzy pozakomdrkowej oraz cytokiny.
Coraz wigcej dowodoéw wskazuje, ze mikrosrodowisko moze w znaczacy sposdb wplywac
na funkcje komorek nowotworowych oraz skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowych [164].
Takze rozw6j nowotworu moze w znaczacym stopniu zaleze¢ od dwukierunkowe;j
komunikacji z komoérkami sasiadujacymi. Wykazano, ze w procesie inicjacji i formowania
raka z komorek epitelialnych, istotng rol¢ odgrywajg fibroblasty zrebu komoérkowego [165].
Fibroblasty stanowig tez najliczniejsza grupe komorek w tkankach otaczajacych guz. Wyniki
badan wskazuja, ze komorki fibroblastow towarzyszacych nowotworom, moga zmieni¢ swoje
funkcjonowanie 1 wspiera¢ proliferacje, procesy angiogenezy oraz inwazji komorek
nowotworowych [166]. Fibroblasty zrebu komodrkowego mogg bezposrednio wspomagac
metaboliczng adaptacje komorek nowotworowych, do warunkéw stresu wynikajacego
zZ ograniczonej podazy sktadnikow odzywczych lub stezenia tlenu w $rodowisku [166,167].
Komorki fibroblastow moga nawet dostarcza¢ substratow do wzrostu i produkcji zwigzkow
wysokoenergetycznych dla nowotworow. Zjawisko metabolicznego wspierania nowotworu,
nazwano ,,odwrotnym efektem Warburga” (ang. ,,reverse Warburg effect”) [167,168].
Orecchioni i wsp. [169] zastosowali ostatnio metforminge i fenforming do hamowania
progresji komorek raka piersi, w terapii nakierowanej nie tylko na eliminacje komorek
nowotworowych, lecz roéwniez uwzgledniajaca specyficzng role komorek prawidtowych,
towarzyszacych nowotworom. Z drugiej strony; w eksperymentach z zastosowaniem réznych
komorek mikrosrodowiska nowotworowego wykazano, ze komorki prawidlowych
fibroblastow, poprzez liczne mechanizmy, moga takze hamowa¢ wzrost komorek
neoplastycznych [170].

42



Autoreferat Matgorzata Tyszka-Czochara

Biorgc pod uwage wzajemne interakcje pomiedzy komorkami nowotworu a komorkami
zrebu, efekt oddziatywania komoérek towarzyszacych nowotworowi, powinien by¢ brany pod
uwage w planowaniu leczenia. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze efektywno$¢ terapii
przeciwnowotworowych moze si¢ znaczaco zmieni¢ pod wplywem specyficznego
mikrosrodowiska [171]. Nalezy wykluczy¢ mozliwos¢ metabolicznego wspierania
nowotworoOw przez komorki fibroblastow, poniewaz taki efekt moze skutkowaé
zmniejszeniem wrazliwo$ci komoérek neoplastycznych na leczenie [167,172]. Majac
powyzsze na wzgledzie, zbadano wpltyw mikrosrodowiska nowotworu na skuteczno$é¢
leczenia. W kolejnym etapie, nalezato okresli¢ efekt terapeutyczny zastosowania cisplatyny,
metforminy i kwasu kawowego, w kokulturze z prawidtowymi fibroblastami ludzkimi.

Celem eksperymentoéw zaprezentowanych w artykule H2, bylo zbadanie, czy komorki
mikros§rodowiska mogg wptyna¢ protekcyjnie na komodrki nowotworowe i ostabi¢ efekt
terapeutyczny  cisplatyny. Warunki  wspdlnej hodowli  komodrek  prawidtowych
i nowotworowych, opisano w rozdziale Materialy i Metody w artykule H2.
W eksperymentach zastosowano lini¢ ludzkich fibroblastéw BJ oraz zmodyfikowane komorki
HTB-35 (SiHa GFP™)*, do ktorych wprowadzono gen dla biatka fluorescencyjnego GFP
(ang. Green Fluorescent Protein). Linic komoérek SiHa GFP* wykorzystano za zgoda Pana
Profesora Marcina Majki, Kierownika Zaktadu Transplantologii Wydzialu Lekarskiego UJ
CM w Krakowie, a badania przeprowadzono we wspotpracy z Panem Dr. Tomaszem
Adamusem z tej jednostki. W eksperymentach badano zmiang procentowej ilosci komorek
SiHa GFP" w kokulturach poddanych inkubacji indywidualnie z badanymi zwigzkami:
metforming i kwasem kawowym oraz z cisplatyng. Przeprowadzono eksperymenty z dwoma
zwigzkami jednocze$nie (w kazdym wariancie), oraz tacznie z trzema zwigzkami. Do pomiaru
i analizy emisji fluorescencji GFP, zastosowano technik¢ cytometrii przepltywowe;.
Najwickszy spadek ilosci komorek stwierdzono w kokulturze poddanej 72 godzinnej
ekspozycji; Iacznie na cisplatyng, metforming i kwas kawowy (Fig 6A). Jednoczes$nie
wykazano, ze to komorki nowotworowe, a nie fibroblasty, sa eliminowane z hodowli
(Fig 6B). Wynik ten potwierdzono drugg, niezalezng metoda - z zastosowaniem mikroskopii
fluorescencyjnej (Fig 6C).

Mozna zatem stwierdzi¢, ze nawet w warunkach kokultury z fibroblastami; metformina
1 kwas kawowy uwrazliwialy komorki nowotworowe na dziatanie cisplatyny. Wyniki
eksperymentow, uwzgledniajagcych wptyw komorek mikrosrodowiska, na przebieg terapii
cisplatyng (zaprezentowane w artykule H2), jednoznacznie dowodza, ze to komorki
nowotworowe, w przeciwienstwie do prawidlowych, byly specyficznie eliminowane
z kokultury.

* W artykule H2 wykorzystano nazwe “SiHa” w stosunku do linii linii HTB-35, nalezy

zwroci¢ uwage, ze obie nazwy sa poprawne i rownorzgdne, zgodnie z terminologig zalecang
przez ATCC.

WhnioskKi z tej czesci badan

1. Mikrosrodowisko nowotworu moze w znaczacy sposob  wplynaé
na przezycie komérek nowotworowych, a nawet wspierac ich wzrost.
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2. Wykonane eksperymenty, z  zastosowaniem  kokultury komorek
prawidlowych i nowotworowych, wykazaty, ze metformina i kwas kawowy zastosowane
w tych warunkach, uwrazliwiaja komorki RSM na dzialanie cytostatyku — rowniez
w warunkach specyficznego otoczenia wytworzonych przez fibroblasty.

3. Metformina i kwas kawowy, wykazuja dzialanie specyficzne wzgledem
komorek nowotworowych 1 to wilasnie komorki HTB-35, w przeciwienstwie
do fibroblastow, sg eliminowane ze wspolnej hodowli, pod wptywem badanych zwigzkow.

Aspekt nowosci i znaczenie badan

Coraz wigcej wynikow badan wskazuje na niezwykle istotng role, jaka odgrywa
mikrosrodowisko nowotworu w efektywnosci terapii przeciwnowotworowych Dlatego
tez, w procesie badania lekow dla terapii przeciwnowotworowych, powinno si¢ uwzgledniaé
wplyw specyficznego otoczenia komoérek nowotworowych. Zaprezentowane wyniki badan,
po raz pierwszy wykazaly, ze laczne zastosowanie cisplatyny, metforminy i kwasu
kawowego, uwrazliwia komoérki nowotworowe na dzialanie chemioterapeutyku,
a ekspozycja kokultury na dziatanie tych czynnikoéw, skutkuje selektywnym usunig¢ciem
z hodowli jedynie komoérek nowotworowych.

4. Podsumowanie

Obecnie prowadzone sg intensywnie badania nad poszukiwaniem nowych,
molekularnych celéw dla terapii przeciwnowotworowych. Znaczaca czgs¢ eksperymentow
koncentruje si¢ na badaniu molekularnych mechanizmoéw regulacji przemian energetycznych,
biosyntezy oraz $ciezek transdukcji sygnatu, lezacych u podstaw reprogramowania
metabolicznego nowotworow. Badania bedace przedmiotem habilitacji  wykazaty,
ze metformina, poprzez wptyw na funkcj¢ onkogendw i czynnikow transkrypcyjnych, hamuje
aktywno$¢ biatek regulujacych glikolityczny fenotyp komérek RSM o agresywnych cechach,
co w konsekwencji prowadzi do $mierci tych komorek. Regulacja zasilania cyklu kwasow
trikarboksylowych, dziataniem kwasu kawowego, skutkuje nadmierng produkcja wolnych
rodnikow 1 aktywacja apoptozy w epitelialnych komoérkach RSM. Laczne zastosowanie
metforminy i kwasu kawowego hamuje proliferacje komoérek nowotworowych; jednym
z mechanizmow lezacych u podstaw tego procesu jest blokowanie syntezy de novo
nienasyconych kwasow tluszczowych.

Podejscie terapeutyczne uwzgledniajagce Kkilka niezaleznych mechanizmoéw
molekularnych jest zgodne z najnowszymi tendencjami w opracowywaniu strategii
przeciwnowotworowych. Terapie kombinowane stosowane sg juz z powodzeniem
w leczeniu chorob nowotworowych U ludzi. Badania zaprezentowane w artykutach H1-H5,
stanowiacych podstawe osiagniecia naukowego, wlaczajq si¢ w ten trend badan nad
mozliwosciami zwalczania nowotworow. W badaniach zaprezentowanych w niniejszym
autoreferacie wykazano, ze zastosowanie metforminy w potaczeniu z kwasem kawowym,
moze przyczyni¢ si¢ do zwielokrotnienia skuteczno$ci przeciwnowotworowego dzialania
cytostatyku - cisplatyny. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze metformina i kwas
kawowy moga ostabia¢ zdolnosci inwazyjne RSM, poprzez regulacje epitelialnych
1 mezenchymalnych markerow komodrkowych. Uwzgledniajac specyfike tkankowego
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pochodzenia nowotworu, oraz stadium jego rozwoju, mozna, na poziomie molekularnym,
bardziej precyzyjnie ukierunkowaé procesy o krytycznym znaczeniu dla przezycia komorki.
Uzyskane dane poszerzaja wiedz¢ o komdrkach RSM w kontekscie fenotypu komorek i ich
zdolnosci do migracji, takze wptywu komorek mikrosrodowiska na efektywnos$¢ leczenia.

fenotyp epitelialny fenotyp mezenchymalny
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy molekularne cele oddziatywania metforminy i kwasu kawowego
oraz mechanizmy regulowane przez te zwiazki w komorkach raka szyjki macicy (1 aktywacja, | hamowanie).

Zaprezentowane badania miaty na celu poznanie molekularnych mechanizmow
oddzialywania badanych zwiazkéw, metforminy i kwasu kawowego, w komérkach RSM
i probe zidentyfikowania ich potencjalnych celéw molekularnych, z zastosowaniem modelu
komorkowego in vitro. Bezposrednie przetozenie uzyskanych wynikéw na model ludzki, jest
z oczywistych wzgledéw niemozliwe. Jednak wyniki te moga pomoc w opracowywaniu
nowoczesnych, precyzyjnie zaplanowanych i efektywnych strategii terapii
przeciwnowotworowych, oraz w wyznaczeniu nowych kierunkow w projektowaniu
i modyfikacji istniejgcych czgsteczek, takze poprawy skutecznosci ich dziatania. Ze wzgledu
na oporno$¢ nowotwordw na leczenie, obecnie ktadzie si¢ nacisk na precyzyjne celowanie
terapii na poziomie molekularnym, w szczegolnosci na zastosowanie lgczne Kkilku
czynnikow, z  ktérych kazdy wplywa na  okreSlony mechanizm dziatania
przeciwnowotworowego, przy jednoczesnym zwigkszeniu specyficznosci i selektywnosci
oddziatywania na komorki nowotworowe.
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Wprowadzenie badan przesiewowych i1 szczepien przeciwko wirusowi brodawczaka
ludzkiego (HPV), spowodowato skuteczniejsze rozpoznanie raka szyjki macicy u kobiet,
jednakze $miertelno$¢ z powodu choroby jest nadal bardzo wysoka - w Polsce i na $wiecie.
Chemioterapia z uzyciem cytostatyku — cisplatyny, jest powszechnie stosowana w leczeniu
RSM, jednak charakteryzuje si¢ ona wysoka toksyczno$cia i niska specyficznoscia
dzialania. Ponadto, u pacjentow czgsto rozwija si¢ opornosé¢ na leczenie. Niewielka ilo$¢
innowacyjnych terapii, testowanych obecnie w badaniach klinicznych, dodatkowo sktania do
poszukiwania nowych rozwigzan i poprawy istniejgcych strategii terapeutycznych w RSM,;
szczegdlnie w  kontekécie wysokich kosztow terapii przeciwnowotworowych. Proby
zastosowania dostepnych czasteczek o relatywnie niskiej toksycznos$ci, dla wspierania
i/lub lagodzenia skutkow konwencjonalnych sposobéw leczenia - staja si¢ szczegdlnie
istotne. Biorgc pod uwage ogromne zainteresowanie w spoteczenstwie, Stosowaniem
fitozwigzkow w terapiach u ludzi, niezbedne sa wnikliwe i doktadne badania nad ich
rzeczywistg aktywnoscia i potencjalnymi mozliwo$ciami zastosowania w lecznictwie. Nalezy
podkresli¢, ze badania takie stwarzaja perspektywe S$cistej wspoélpracy pomiedzy
naukowcami roéznych dziedzin, sektorami - farmaceutycznym, medycznym oraz
produkcji roslinnej, w celu pozyskiwania i wykorzystania aktywnych biologicznie
czasteczek.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolity na osiggnigcie zatozonego celu,
tj. wykazanie, ze badane zwigzki matoczasteczkowe - metformina i kwas kawowy,
wywieraja efekt przeciwnowotworowy na komoérki raka szyjki macicy (RSM),
oddzialujac przez specyficzne cele molekularne, zwigzane z regulacja metabolizmu tych
komérek (Rycina 4). Wyniki badan, ktore stanowia podstawe przedstawionego do oceny
osiagniecia naukowego, wykazaly, ze kazdy z badanych zwigzkow, hamuje wzrost
komorek nowotworowych poprzez specyficzne mechanizmy. Y.gczne zastosowanie
metforminy i kwasu kawowego uwrazliwia nowotwory na dzialanie cisplatyny. Efekt ten
jest specyficzny jedynie dla komoérek nowotworowych i nie ulega oslabieniu
w srodowisku, towarzyszacych nowotworowi komoérek prawidlowych. Przeprowadzone
badania przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia proceséw regulacji mitochondrialnych
$ciezek metabolicznych w komorkach nowotworowych, w kontekscie specyfiki fenotypowej
tych komoérek. Tym samym umozliwiag bardziej precyzyjne wykorzystanie regulacji
tych proceséw, jako molekularnych celow dla nowych terapii przeciwnowotworowych.

IV.  Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowych

1. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Tematyka mojej pracy licencjackiej dotyczyla badan nad drobnoustrojami osadu
czynnego, a wyniki zostaty opublikowane w trakcie studiow magisterskich (PP3, PP4). Moja
praca magisterska byla rozwinigciem zainteresowana procesami  biochemicznymi
U mikroorganizméw, a podczas realizacji zadan badawczych, za pomoca technik mutagenezy
oraz selekcji uzyskatam zmodyfikowane szczepy drobnoustrojéw metylotroficznych, ktore
nastepnie wprowadzitam do biocenozy osadu czynnego i wykorzystatam do usuwania
okreslonych zanieczyszczen chemicznych ze $ciekéw przemystowych. Uzyskane wyniki
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badan byty podstawg publikacji w czasopismach polskich (D17, D18) oraz anglojezycznym
(A19).

W ramach realizacji pracy doktorskiej w Zaktadzie Analityki Biochemicznej Wydziatu
Farmaceutycznego UJ rozwijalam swoje zainteresowanie biochemig w kierunku biochemii
klinicznej. Zajmowatam si¢ problematyka oddziatywania fitozwigzkow na metabolizm
komorek. Badania prowadzone byty z wykorzystaniem komorek pozyskiwanych technika
zamknietej perfuzji od szczuréw. Zastosowanie tego modelu in vitro, umozliwito mi
szczegdtowe badania nad krotko- i dlugo-terminowym wptywem zwigzkoéw chemicznych
na aktywno$¢ bialek regulatorowych metabolizmu weglowodanow i lipidow. Wyniki tych
eksperymentow staly si¢ podstawg mojej rozprawy doktorskiej oraz publikacji
polskojezycznej (D14) i byly prezentowane na konferencjach o zasiggu migdzynarodowym
i krajowym.

W okresie do uzyskania stopnia doktora moj dorobek naukowy obejmowat 9 artykutow
oryginalnych i1 przegladowych, z ktérych 1 to praca anglojezyczna w czasopi$mie o zasiggu
miedzynarodowym z IF oraz 8 artykulow w recenzowanych czasopismach polskojezycznych.
Bytam autorem 7 doniesien (komunikatow) zajazdowych, z czego 5 dotyczy konferencji
miedzynarodowych, a 2 konferencji krajowych. Suma IF za ten okres to 0,831; punkty
MNiSW =18.

2. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniem stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym
UJCM w roku 2004 kontynuowatam badania nad molekularnymi aspektami oddzialywania
zwigzkow polifenolowych na komorki. W roku 2005 uzyskatam finansowanie ze srodkow
Komitetu Badan Naukowych na realizacje wlasnego projektu zatytulowanego ,,Badania
molekularnego mechanizmu dziatania wybranych polifenoli na aktywnosé¢ kinazy kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) w zaleznosci dawka-efekt”. W trakcie realizacji
grantu wykazano, ze wybrane fitozwiazki reguluja aktywno$¢ toréw metabolicznych poprzez
wplyw na okre§lone czynniki transkrypcyjne oraz izoenzymy kinazy PDH, a efekt
oddziatywania jest specyficzny tkankowo (publikacje D11 i PP1).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, bratam udziat jako wykonawca
w innych pracach badawczych, m.in. w projekcie ,,Opracowanie innowacyjnego leku
stosowanego w terapii schorzen osrodkowego ukiadu nerwowego (OUN) — schizofrenii,
depresji, leku” realizowanym w ramach umowy o wspolpracy naukowo-przemystowej
migdzy Uniwersytetem Jagiellonskim i firmg Adamed Sp. z 0.0., wspolfinansowanym
ze §rodkéw NCBIiR. Od 2008 roku uczestniczytam w badaniach skriningowych kandydatow
na leki w modelu in vitro i bylam odpowiedzialna za przygotowanie komoérek do badan
aktywnosci zwigzkow.

W trakcie realizacji kolejnego projektu ,,Kompleksy wanadu - innowacyjne
metalofarmaceutyki w leczeniu cukrzycy”, finansowanego przez Europejski Fundusz Rozwoju
Regionalnego (POIG), koordynowatam analizy przeciwcukrzycowej aktywno$ci zwigzkow
wanadu w modelu komoérkowym in vitro. Na okres realizacji tego projektu zostalam
zatrudniona na Wydziale Chemii UJ, ktory koordynowat prace badawcze. Doswiadczenia
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zdobyte w trakcie badan wykorzystatam nastepnie we wspotpracy z Uniwersytetem Jana
Kochanowskiego w Kielcach, ktére zaowocowatly wspdlnymi publikacjami (publikacje A10,
All) oraz patentem dotyczacym sposobu wytwarzania nowego zwigzku koordynacyjnego
wanadu(IV) o specyficznej aktywnos$ci przeciwnowotworowej (patent ,,Sposob wytwarzania
krystalicznej formy zwigzku koordynacyjnego solwat toluen [diizotiocyjano(bis(3,5-
dimetylopirazol-1-ylo)metyloamina oksowanad(IV) i jego zastosowanie do hamowania
wzrostu komorek nowotworowych” przyznany przez Urzad patentowy Rzeczypospolitej
Polskiej, zgtoszenie wynalazku nr P.410552, decyzja z dnia 25.02.2019 roku).

Wspotpraca z Wydziatem Chemii UJ zaowocowata rowniez badaniami nad
oddziatywaniem biomateriatow z komodrkami, takze moja opieka naukowa nad stypendystka
studium doktoranckiego (mgr. Marzeng Suder). Wyniki tych badan staty si¢ podstawa pracy
doktorskiej 1 byly prezentowane na licznych konferencjach o zasiggu mie¢dzynarodowym
I krajowym.

Kolejne badania realizowalam na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Radioligandow
Katedry Farmakobiologii WF UJ CM, gdzie bylam zatrudniona po zakonczeniu projektu
POIG na Wydziale Chemii UJ. Uczestniczytam w analizach funkcji receptoréw
kanabinoidowych, technikami biologii molekularnej i spektrometrii masowej, w ramach
projektu wilasnego KBN ,,Uklad endokanabinoidowy mozgu jako obiekt badan nad
mechanizmem uzaleznienia od kokainy” wspdlnie z Zaktadem Toksykologii WF UJ CM
(publikacja A16).

Podjetam wspotprace z Katedrg Immunologii Klinicznej UJ CM, gdzie w ramach
projektu ,,Role of heme oxygenase 1 in emergency granulopoesis”, finansowanego przez
Fundacj¢ Nauki Polskiej, uczestniczylam w badaniach nad mechanizmem dzialania
cytoprotekcyjnego biatka Oksygenazy Hemowej 1 (HO-1) w procesie granulopoezy. W toku
realizacji zadan, samodzielnie badatam ekspresje i funkcje receptora dla czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytow (GCS-F) w komoérkach progenitorowych.
Whyniki stanowity podstawe publikacji A8.

Nawigzatam wspotprace naukowg z prof. Marcinem Majka, Kierownikiem Zaktadu
Transplantologii WL UJ CM, ktéra pozwolita mi na poszerzenie kompetencji w zakresie
badan nad mechanizmami kontrolujagcymi molekularne procesy ekspresji genow
w komorkach prawidlowych i nowotworowych, oraz w komorkach macierzystych.
Opanowalam szereg technik z zakresu biologii molekularnej. Nast¢pnie podjetam wspolprace
z Zaktadem Biologii Komorki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, w ramach
realizacji projektu ,.Stem Cell-derived Microvesicles as Carriers of Designer Nucleases for
Genome Editing”, finansowanego przez Fundacj¢ Nauki Polskiej, w ktorym bytam
wykonawcg.  Projekt ten mial na celu zbadanie potencjalu  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (ang. Extracellular Vesicles; EVs), wydzielanych przez komorki
macierzyste, jako nos$nikéw hybrydowych nukleaz do edycji genomu. W toku realizacji
projektu, zaangazowana bytam w analize¢ molekularng tkanek zwierzecych, pochodzacych
od zwierzat do$wiadczalnych, ktérym przeszczepiono zmodyfikowane pecherzyki. Wyniki
uzyskane w ramach projektu sa obecnie opracowywane pod katem patentu.
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Moje zainteresowania regulacja metabolizmu komorek macierzystych na poziomie
molekularnym znalazty wyraz we wspotpracy z Zaktadem Biologii Komorki WBiB UJ
w realizacji kolejnego projektu ,,Wplyw hipoksji na charakterystyke molekularng oraz
potencjat  biologiczny, w tym zdolnos¢ do regeneracji serca, pecherzykow
zewngtrzkomorkowych wydzielanych przez ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste" finansowanym przez Narodowego Centrum Nauki. W ramach realizacji projektu
bior¢ udzial w pracach nad charakterystykg molekularng indukowanych pluripotencjalnych
komorkach macierzystych (hiPSCs) hodowanych w warunkach hipoksji i normoks;ji,
badaniem proceséw proliferacji i apoptozy, a w szczegodlnosci w analizach dotyczacych
wplywu EVs pozyskanych z komorek iPS na metabolizm komoérek pierwotnych serca.

Wiedzg z zakresu biochemii, biologii komarki i biologii molekularnej, wykorzystatam
réwniez w badaniu aktywnosci biologicznej zwigzkéw pochodzenia roslinnego, sktadnikow
pokarmowych oraz pierwiastkow w ramach wieloletniej wspotpracy z zespotem Zaktadu
Bromatologii Wydziatu Farmaceutycznego, ktora znalazta wyraz w opublikowanych wspdlnie
pracach. W szczegolno$ci, tematyka badan dotyczyla aktywnos$ci biologicznej ros$lin
kapustnych i kietkow tych ro$lin, hodowanych w réznych warunkach, z dodatkiem
mikroelementow (publikacje Al, A2, A3, Al7, P1), aktywnosci biologicznej ekstraktow
z szarlatu wyniostego i kietkow tej rosliny (publikacje A6, A7) oraz antyproliferacyjnego
oddziatywania ekstraktow z innych roslin jadalnych, na komoérki prawidtowe i nowotworowe
(publikacje A5, A6, A12, D9, D10) oraz wplywu pierwiastkow (w szczegolnosci cynku) na
funkcje komorek i tkanek (publikacja Al3, D3, D6) i oddziatywania cynku na procesy
molekularne w komoérce (P1,P2). Badano rowniez przemiany lipidow i weglowodanow
w komorkach, w modelach in vitro i in vivo (Al4, D1, D4, D5) Prace badawcze realizowano
réwniez z udziatem wspotpracy migdzynarodowej - z prof. Shelg Gorinstein z Uniwersytetu
w Jerozolimie oraz prof. Isabel Saraiva de Carvalho z Uniwersytetu w Algarve (Portugalia).
Badania dotyczace oddziatywania fitozwigzkow, izolowanych z ro$lin, na komorki
prawidlowe i nowotworowe; na poziomie molekularnym, byty podstawg wielu projektow
statutowych i celowych, zrealizowanych przez grupe badawcza na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM.

W 2017 roku dolgczylam do zespotu Zakladu Bromatologii, gdzie pracuje do chwili
obecne;j.

W okresie po uzyskania stopnia doktora moj dorobek naukowy z wylaczeniem
artykutow stanowigcych osiagniecie habilitacyjne obejmuje 37 artykuldow oryginalnych
1 przegladowych, z ktorych 19 to prace anglojezyczne w czasopismach o zasiegu
migdzynarodowym z IF, 18 recenzowanych prac w czasopismach bez IF. Bytam autorem 53
doniesien zajazdowych, z czego 29 dotyczy konferencji miedzynarodowych, a 24 konferencji
krajowych. Suma IF za ten okres to 40,705, co odpowiada 520 punktom MNiSW.

Osiagniecia dydaktyczne oraz w zakresie popularyzacji nauki, zostaly przedstawione
w zalgczniku numer 4.
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