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1. PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA

DOKTORA

Praca magisterska

Jestem absolwentka Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii
i Biotechnologii). Studia wyzsze na kierunku biologia (specjalizacja w zakresie mikrobiologii)
ukonczylam w 1996 roku. Prace magisterska wykonatam w Zaktadzie Biologii Molekularnej
kierowanym przez prof. dr hab. Nikodema Grankowskiego. Tematyka przeprowadzonych przeze
mnie badan wpisywala si¢ w problematyke badawcza Zaktadu Biologii Molekularnej UMCS,
ktora dotyczyta fosforylacyjnej modyfikacji biatek rybosomowych przez kinazy biatkowe. Moje
badania miaty na celu identyfikacj¢ biatek rybosomowych drozdzy Trichosporon cutaneum,
ulegajacych fosforylacji in vivo i in vitro. Podjetam réwniez probe oczyszczenia
i scharakteryzowania kinaz bialkowych zaangazowanych w fosforylacyjng modyfikacje tych
biatek. Uzyskanie oczyszczonych rybosoméw, ich dysocjacja na podjednostki, badanie
endogennej fosforylacji biatek rybosomowych, izolacja kwasnych biatek rybosomowych,
otrzymywanie i1 oczyszczanie kinaz biatkowych z cytozolu oraz badanie ich aktywnosci,
umozliwilo stwierdzenie, ze w rybosomach Trichosporon cutaneum biatka o masach
czasteczkowych 13 kDa, 15 kDa, 19 kDa i 38 kDa sa fosforylowane przez kinazy S$cisle
zasocjowane z rybosomami. Biatka 13 kDa i 38 kDa zostaty zlokalizowane w podjednostce 60S
natomiast 15 kDa i 19 kDa w malej podjednostce rybosomowej 40S. Ponadto wykazatam, ze
w fosforylacji biatek 13 kDa, 19 kDa oraz 38 kDa bierze udziat kinaza kazeinowa Il (CK2, ang.
casein kinase 2), natomiast biatko o masie 15 kDa modyfikuje kinaza kazeinowa | (CK1, ang.
casein kinase 1). Wykazatam réwniez, ze kinaza kazeinowa II oprocz ATP, skutecznie

wykorzystuje rowniez GTP oraz CTP jako zrodto reszt fosforanowych.



Uzyskane wyniki zostaty opisane w pracy magisterskiej pt.: ,,Fosforylacja biatek rybosomowych
przez kinazy kazeinowe I i II drozdzy Trichosporon cutaneum”. Prace magisterska obronitam 15

maja 1996 roku.

Praca doktorska

Po uzyskaniu tytulu magistra 1 grudnia 1996 roku rozpoczetam prace na stanowisku
asystenta w Zaktadzie Anatomii Poréwnawczej i Antropologii Instytutu Biologii (obecnie
Instytut Biologii i Biochemii) Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii
i Biotechnologii) Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej, kierowanego przez prof. dr hab.
Antoniego Gawrona. Podjeta przeze mnie tematyka badawcza dotyczyta oceny wrazliwosci
wybranych komorek nowotworowych oraz prawidtowych na indukcje zaprogramowanej $mierci
pod wplywem zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Badania, jakie wykonatam w latach 1997 -
2003 dotyczyly wptywu kwercetyny, naturalnego flawonoidu na indukcj¢ apoptozy oraz nekrozy
w ludzkich komorkach raka szyjki macicy (linia HeLa), raka ptuc (linia A594) i raka krtani (linia
Hep2) oraz w komoérkach prawidtowych (hodowla pierwotna Iudzkich fibroblastow skory HSF,
ang. Human Skin Fibroblasts oraz linia GMK, ang. Green Monkey Kidney cells). Szczegdlng
uwage zwrocitam na ocen¢ poziomu biatek szoku termicznego Hsp (ang. Heat shock proteins)

z rodzin Hsp70 oraz Hsp20 i ich udzial w ochronie komdrek nowotworowych przed $miercia.
Uzyskane wyniki zlozyly si¢ na moja rozprawe doktorska zatytutowana: ,,Wplyw kwercetyny

na indukcj¢ biatek szoku termicznego oraz indukcje apoptozy w komoérkach in vitro”.
Wykazalam w niej, ze poziom Hsp w komorkach nowotworowych znaczaco przewyzsza poziom
obserwowany w komorkach prawidlowych. Kwercetyna hamowata ekspresje biatek szoku

termicznego w komorkach raka szyjki macicy, krtani i ptuc, podwyzszata zas w fibroblastach



I GMK. W konsekwencji obserwowatam wzrost ilosci komoérek apoptotycznych w komorkach
nowotworowych, a nie w prawidlowych. Aby bezposrednio sprawdzi¢ czy obnizenie poziomu
biatlek szoku termicznego zwicksza wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na indukcje
zaprogramowanej $mierci podjetam proby zablokowania ekspresji Hsp. Do tego celu
wykorzystalam specyficzne, firmowe oligonukleotydy antysensowne anty-Hsp72 oraz anty-
Hsp27, ktore zostaty zsyntetyzowane przez firm¢ Sigma Genosys na podstawie zaprojektowane;j
przeze mnie sekwencji. Kwercetyna okazala si¢ bardzo skutecznym induktorem apoptozy
w komorkach nowotworowych z zablokowang ekspresja Hsp. Oprocz tego, badania
immunocytochemiczne na poziomie mikroskopu swietlnego oraz elektronowego wykazaly, ze
flawonoid blokowat translokacj¢ biatek szoku termicznego z cytoplazmy do jadra komdrkowego,
co dodatkowo zwiekszato wrazliwos¢ komoérek nowotworowych na indukcje zaprogramowane;
Smierci.

Prace doktorskg obronitam 7 maja 2003 roku.

W latach 1997 — 2003 uczestniczylam rowniez w badaniach dotyczacych wplywu
cisplatyny i etopozydu, onkostatykow  standardowo  stosowanych ~ w terapii
przeciwnowotworowej, na poziom ekspresji biatek szoku termicznego i indukcje apopotozy
w komorkach prawidlowych i nowotworowych, prowadzonych we wspotpracy z Zaktadem
Wirusologii i Immunologii UMCS oraz Zaktadem Genetyki Akademii Medycznej (obechie
Uniwersytet Medyczny) w Lublinie. Czgs¢ wspomnianych badan byta finansowana z Grantu
Prorektora UMCS ds. Badan Naukowych i Wspélpracy z Zagranica (NB-31/2000) pt.: ,,Badania
nad wplywem onkostatykow na ekspresje bialek szoku termicznego w ludzkich komoérkach

nowotworowych i prawidtowych”, w ktérym bytam wykonawca.



Przeprowadzone badania opisano w 7 wymienionych ponizej publikacjach o zasiggu krajowym
I migdzynarodowym. (Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacje MNiSW zgodnie

z rokiem opublikowania, a w nawiasach zgodnie z rokiem 2013.)

1. Rzymowska J., Gawron A., Pawlikowska-Pawlega B., Jakubowicz-Gil J., Wojcierowski
J. (1999) The effect of quercetin on induction of apoptosis. Folia Histochem. Cytobiol.
37:125-126 1F1999: 0,388, MNiSWig99: 7 (IF2013: 1,101, MNiSWq;3: 15)

2. Jakubowicz-Gil J., Gawron A. (1999) Rozmieszczenie i rola biatek szoku termicznego w
komorce zwierzgcej. Post. Biol. Kom. 26: 267-283 (MNiSWyy3: 15), autor
korespondencyjny

3. Pawlikowska-Pawlega B., Jakubowicz-Gil J., Rzymowska J., Gawron A. (2001) The
effect of quercetin on apoptosis and necrosis induction in human colon adenocarcinoma
cell line LS180. Folia Histochem. Cytobiol. 39: 217-218 1F5g01: 0,594, MNiSWoygos: 7
(IF2013: 1,101, MNiSWo;3: 15)

4. Jakubowicz-Gil J., Paduch R., Gawron A., Kandefer-Szerszen M. (2002) The effect of
heat shock, cisplatin, etoposide and quercetin on Hsp27 expression in human normal and
tumour cells. Folia Histochem. Cytobiol. 40: 31-35 1F,002: 0,526, MNiSWo02: 7 (IF2013:
1,101, MNiSWo13: 15), autor korespondencyjny

5. Jakubowicz-Gil J., Paduch R., Gawron A., Kandefer-Szerszen M. (2002) The effect of
cisplatin, etoposide and quercetin on Hsp72 expression. Pol. J. Pathol. 53: 133-137
MNiSWog02: 5 (MNiSW,013: 15)

6. Jakubowicz-Gil J., Rzymowska J., Paduch R., Gawron A. (2002) The effect of quercetin

on the expression of heat shock proteins and apoptosis induction in monkey kidney cell



line GMK. Folia Histochem. Cytobiol. 40: 137-138 1F2p02: 0,526, MNiSWog02: 7 (1F2013:
1,101, MNiSWo,3: 15), autor korespondencyjny

7. Jakubowicz-Gil J., Rzymowska J., Gawron A. (2002) Quercetin, apoptosis, heat shock.
Biochem. Pharmacol. 64: 1591-1595 IFyp2: 3,542, MNiSWoyoo: 21 (IF2013: 4,576,

MNiSWy013: 40), autor korespondencyjny

Wyniki badan byly takze zamieszczone w 12 krajowych i migdzynarodowych doniesieniach
konferencyjnych. Laczny impact factor opublikowanych prac zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 5,576 (zgodnie z rokiem 2013 IF;g;3: 8,980). Suma punktow MNiSW za ww. publikacje

zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 54 (zgodnie z rokiem 2013 MNiSWg;3: 130).

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, od 1.10.2003 zostatam zatrudniona
na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Anatomii Porownawczej i Antropologii UMCS, w ktorym

pracuje do dzisiaj.

IV. PRZEBIEG PRACY NAUKOWO-BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA

DOKTORA

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora obejmuje:

e 20 prac eksperymentalnych w tym 14 w czasopismach z listy JCR
e 2 artykuty przegladowe

e 22 doniesienia zjazdowe w tym 6 na konferencjach miedzynarodowych

Laczny impact factor opublikowanych po doktoracie prac zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 29,276 (zgodnie z rokiem 2013 1F3: 32,270). Suma punktow MNiSW za wspomniane
publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 326 (zgodnie z rokiem 2013 MNiSW03:

385).



Sposrod artykutéw naukowych opublikowanych po doktoracie 8 prac eksperymentalnych i jeden

artykut przegladowy weszto w sklad osiggnigcia naukowego, bedacego przedmiotem habilitacji.
Wyniki badan stanowiace
osiagniecie naukowe realizujgce art. 16 ust. 2 ustawy o stopniach naukowych
Tytul

Skojarzone dziatanie kwercetyny z wybranymi cytostatykami w aktywacji

zaprogramowanej Smierci komorek nowotworowych

Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego osiagni¢cia naukowego:

(Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacj¢ MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania, a w

nawiasach zgodnie z rokiem 2013.)

1. Jakubowicz-Gil J., Paduch R., Piersiak T., Glowniak K., Gawron A., Kandefer-Szerszen
M. (2005) The effect of quercetin on pro-apoptotic activity of cisplatin in HelLa cells.
Biochem. Pharmacol. 69: 1343-1350, IF0s: 3,617, MNiSWoyus: 24 (IF2013: 4,576,
MNiSWy013: 40), autor korespondencyjny

2. Jakubowicz-Gil J., Rzeski W., Zdzisinska B., Dobrowolski P., Gawron A. (2008) Cell
death and neuronal arborization upon quercetin treatment in rat neurons. Acta Neurobiol.
Exp. 68: 139-146, 1Fy00s: 1,091, MNiSWog0s: 10 (1F2013: 1,977, MNiSW,g33: 15), autor

korespondencyjny



. Jakubowicz-Gil J., Rzeski W., Zdzisinska B., Piersiak T., Wejksza K., Gltowniak K.,
Gawron A. (2008) Different sensitivity of neurons and neuroblastoma cells to quercetin
treatment. Acta Neurobiol. Exp. 68: 463-476, 1Fyp0s: 1,091, MNiSWoys: 10 (1F013:
1,977, MNiSWo3: 15), autor korespondencyjny

. Jakubowicz-Gil J., Langner E., Wertel I., Piersiak T., Rzeski W. (2010) Temozolomide,
quercetin and cell death in the MOGGCCM astrocytoma cell line. Chem. Biol. Inter. 188:
190-203, 1Fz10: 2,832, MNiSWyp0: 32 (IFz13: 2,967, MNiSWoy3: 30), autor
korespondencyjny

. Jakubowicz-Gil J., Langner E., Rzeski W. (2011) Kinetic studies of the effect of
Temodal and quercetin on astrocytoma cells. Pharmacol. Rep. 63: 403-416, 1F5011: 2,445,
MNiSW011: 25 (IF2013: 1,965, MNiSW,13: 25), autor korespondencyjny

. Jakubowicz-Gil J., Langner E., Badziul D., Wertel I., Rzeski W. (2013) Apoptosis
induction in human glioblastoma multiforme T98G cells upon temozolomide and
quercetin treatment. Tumor Biol. 34: 2367-2378, 1F;013: 2,518, MNiSWy013: 20, autor
korespondencyjny

. Jakubowicz-Gil J., Langner E., Badziul D., Wertel I., Rzeski W. (2013) Silensing of
Hsp27 and Hsp72 in glioma cells as a tool for programmed cell death induction upon
temozolomide and quercetin treatment. Toxicol. Appl. Pharmacol. 273: 580-589, 1F;p;3:
3,975, MNiSWo3: 40, autor korespondencyjny

. Jakubowicz-Gil J., Langner E., Badziul D., Wertel 1., Rzeski W. (2013) Quercetin and
sorafenib as novel and effective couple in programmed cell death induction in human
gliomas. Neurotox. Res. DOI: 10.1007/s12640-013-9452-X, 1Fz013: 2,865, MNiSWq13:

25, autor korespondencyjny


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23580181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23580181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23580181

9. Jakubowicz-Gil J. (2012) Kwercetyna w terapii przeciwnowotworowej. Post. Biol. Kom.

39:199-216, MNiSWy012: 15 (MNiSWo13: 15), autor korespondencyjny

Laczny impact factor ww. publikacji zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 20,434 (zgodnie

z rokiem 2013 1Fy013: 22,820).

Suma punktow MNISW za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 201

(zgodnie z rokiem 2013 MNiSWq33: 210).

Omowienie celu naukowego w/w prac i osiagnietych wynikow

Wprowadzenie - przedmiot badan

Kwercetyna  (3,3°,4’,5,7-pentahydroksyflawon)  jest  flawonoidem  najczesciej
spozywanym przez cztowieka w codziennej diecie. Oszacowano, ze dobowe spozycie tego
zwigzku wynosi okolo 25-35 mg. Jest obecna w owocach (winogrona, cytrusy, jabika),
warzywach (cebula, kapusta, pomidory, brokuty, soja, szparagi) oraz napojach (zielona i czarna
herbata, czerwone wino). Jak wynika z badan eksperymentalnych i epidemiologicznych,
kwercetyna ma bardzo pozytywny wplyw na organizm cztowieka. Dieta bogata w kwercetyne
obniza ryzyko zawalu serca, wzmacnia i uszczelnia $ciany naczyn krwionos$nych, przez co
zapobiega powstawaniu miazdzycy i zylakow. Poprawia pami¢¢, uczenie si¢ oraz kojarzenie.
Pobudza neurogeneze. Ma dziatanie przeciwzapalne, przeciwalergiczne i przeciwwrzodowe.
Wzbudza ogromne zainteresowanie, jako potencjalny czynnik przeciwnowotworowy. Jak wynika
z licznych badan przeprowadzonych in vitro, flawonoid ten hamuje proliferacje komorek
oraz indukuje zaprogramowang $mier¢ w wielu liniach nowotworowych, m.in. piersi, jajnika,
pluc, watroby, jamy ustnej, okreznicy, szyjki macicy, ukladu nerwowego, prostaty

oraz w komorkach bialaczkowych. Podobne rezultaty uzyskano z badan przeprowadzonych

9



in vivo U myszy z wszczepionymi ludzkimi komoérkami raka otrzewnej. Badania kliniczne
przeprowadzone na grupie pacjentdéw z zaawansowanym rakiem watroby czy jajnika wykazaty,
ze kwercetyna zmniejsza poziom markeréw nowotworowych [Post. Biol. Kom., poz. 9].

Istotnym zagadnieniem uwzglednianym w badaniach nad wykorzystaniem kwercetyny
W terapii przeciwnowotworowej jest jej selektywno$¢ w stosunku do stransformowanych
nowotworowo komorek. Badania przeprowadzone na hodowlach fibroblastow skoéry (HSF),
dzigset (HGF), miazgi (HPC), wigzadel przyz¢bia (HPLF) oraz komorkach nerki malpiej GMK
nie wykazaty cytotoksycznego wptywu tego flawonoidu na komorki prawidtowe. Najczesciej
opisywanymi mechanizmami przeciwnowotworowe] aktywnosci kwercetyny jest jej zdolnos¢
do blokowania proliferacji oraz indukcji zaprogramowanej $mierci (apoptozy, autofagii)
w komorkach nowotworowych. Na poziomie molekularnym wigze si¢ to z blokowaniem
przekazywania wewnatrzkomérkowych — sygnatéw, warunkujgcych przezycie komorek
np. Ras/Raf/MEK/ERK (Ras — ang. Ras protein, Raf — ang. Raf kinase, MEK — ang. mitogen-
activated protein kinase, ERK — ang. extracellular signal-regulated kinase) czy PI3K/Akt/mTOR
(PI3K - ang. phosphoinositide 3-kinase, Akt/PKB — ang. protein kinase B, mTOR - ang.
mammalian target of rapamycin kinase). Proapoptotyczna aktywnos¢ kwercetyny wiaze si¢ tez
z hamowaniem ¢kspresji bialek szoku termicznego (Hsp, ang. Heat shock proteins),
W szczegolnosci Hsp72 1 27. Hsp naleza do grupy biatek opiekunczych (ang. molecular
chaperones), ktore katalizujg prawidtowa synteze biatek, przywracajg prawidtows strukture zle
zwinigtym bialkom oraz kontroluja transport polipeptydéw przez btony komorkowe. Ich
ekspresja jest zaburzona w wielu stanach patologicznych jak niedokrwienie, goraczka, stan
zapalny, infekcja. Wzrost poziomu Hsp obserwuje si¢ w prawie wszystkich nowotworach,
co prowadzi do zwigkszonej opornosci na indukcj¢ zaprogramowanej $mierci W trakcie

chemioterapii. Inny mechanizm przeciwnowotworowej aktywno$ci kwercetyny wigze si¢

10



ze zdolnoscig tego zwigzku do indukcji apoptozy, poprzez uruchamianie jej wewngtrznej,
mitochondrialnej $ciezki. Dziatanie flawonoidu prowadzi, bowiem do obnizenia potencjalu blony
mitochondrialnej, uwolnienia z mitochondrium do cytoplazmy cytochromu c, inicjacji aktywacji
kaspaz 3, 7, 9 oraz rozpadu PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase) [Post. Biol. Kom., poz.
9].
Cel badan

Chemioterapia to metoda systemowego leczenia nowotworéw za pomocag lekow
cytostatycznych. W terapii czesto wykorzystuje si¢ kilka preparatow, ktére zaaplikowane razem
dziatajg skuteczniej. Jest to tzw. terapia kombinowana, inaczej ztozona.
Wyniki badan uzyskane w ramach przygotowywania mojej pracy doktorskie; wykazaty, ze
kwercetyna skutecznie inicjowata zaprogramowang $mieré w réznych liniach nowotworowych.
Molekularny mechanizm tego procesu opierat si¢ na obnizaniu poziomu ekspresji biatek szoku
termicznego.  Obiecujace wyniki tych badan oraz doniesienia, ze zwigzki pochodzenia
naturalnego, poprzez swoja powszechng dostepno$¢ i1 znikome skutki uboczne moga byc
skutecznym adiuwantem w terapii przeciwnowotworowej, sktonito mnie do podj¢cia badan nad
mozliwo$cig wykorzystania kwercetyny w tej roli. Szczegdlng uwage zwrocitam na molekularny
mechanizm indukcji zaprogramowanej $mierci w komorkach nowotworowych pod wptywem
flawonoidu oraz stosowanych w terapii chemioterapeutykow, jak réwniez udzial biatek szoku
termicznego w tym procesie.
Badania obejmowaty 4 etapy:

1. Komoérki Hela, jako model eksperymentalny w badaniu apoptozy inicjowanej
kwercetyng oraz cisplatyng

2. Kwercetyna a komorki prawidtowe i nowotworowe centralnego uktadu nerwowego

3. Przeciwnowotworowe dziatanie kwercetyny i temozolomidu

4. Przeciwnowotworowe dziatanie kwercetyny i sorafenibu

11



Omowienie wynikow przeprowadzonych badan

Ad. 1. Komorki HeLa, jako model eksperymentalny w badaniu apoptozy inicjowanej kwercetyna

oraz cisplatyna

Pierwszy etap badan nad wykorzystaniem kwercetyny w zlozonej terapii
przeciwnowotworowej stanowit kontynuacje mojej pracy doktorskiej. Komorki raka szyjki
macicy (linia HeLa) inkubowalam =z kwercetyng w polaczeniu z cisplatyng (cis-
dichlorodiammine-platinum (I1) CDDP), popularnym lekiem przeciwnowotworowym, szeroko
stosowanym w terapii raka jajnika, jader, ptuc 1 macicy. Molekularny mechanizm dziatania tego
zwigzku polega na wchodzeniu w interakcje z biatkami komoérkowymi 1 lipidami, co
w konsekwencji prowadzi do powstania adduktéw DNA i zatrzymania cyklu komoérkowego
w fazie G2/M. Powoduje tez destabilizacje i uszkodzenie cytoszkieletu. Niestety, czesto
u pacjentow obserwuje si¢ opornos¢ na ten lek. U podstaw tego zjawiska lezy uruchamianie
wewnatrzkomorkowych mechanizmow chronigcych komorki przed $miercig takie jak: obnizenie
ekspresji kaspazy 3, ograniczone uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondrium do cytoplazmy,
blokowanie rozpadu PARP oraz zwickszong ekspresje biatek szoku termicznego. Brak
wrazliwo$ci komorek nowotworowych na indukcje zaprogramowanej $mierci wigze si¢ tez
z podwyzszong aktywnoscig bialek opornosci wielolekowej (MRP, ang. multidrug resistance
proteins). MRP sg glikoproteinami, zwigzanymi z btong komoérkows, nalezacymi do rodziny
biatck ABC (ang. ATP Binding Casette). Ich zadaniem jest wyrzucanie cytotoksycznych
zwiazkow (np. chemioterapeutykow) poza obreb komorki.

Moje badania wykazaly, ze inkubacja komorek HelLa tylko z cisplatyng lub tylko
z kwercetyng inicjowala apoptoze w odpowiednio 11% lub 13% komorek. Po jednoczesnym

podaniu obydwu tych lekow ilo$¢ komorek apoptotycznych zwigkszyta si¢ do 25%. Preinkubacja
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komorek z kwercetyng, po ktorej podawano cisplatyng inicjowala apoptoz¢ w 35%. Najmniej
skuteczna okazala si¢ preinkubacja z cisplatyng (tylko 14%). Wzrost ilosci komorek
apoptotycznych byl skorelowany z aktywacja enzymu markerowego apoptozy — kaspazy 3
oraz obnizeniem poziomu biatka MRP. Preinkubacja komorek Hela z cisplatyng lub kwercetyna
spowodowata obnizenie poziomu anty-apoptotycznego biatka Hsp72. Z kolei zastosowanie
pojedynczych lekéw lub ich jednoczesne podanie wywotato wzrost poziomu badanego bialka.

Z danych literaturowych wiadomo, ze nie tylko poziom ekspresji, ale roéwniez
rozmieszczenie biatek szoku termicznego w komoérkach odgrywa wazng rolg w ochronie
przed zaprogramowang $miercig. Cytoplazmatyczne biatko Hsp72, pod wplywem stresu migruje
do jadra komodrkowego, gdzie chroni jego struktur¢ i kontroluje prawidtowy przebieg
transkrypcji. W moich badaniach wykazalam, ze kwercetyna blokuje translokacj¢ biatka
z cytoplazmy do jadra, czym mozna thumaczy¢ wysoki poziom apoptozy przy jednoczesnym
wzroscie poziomu ekspresji Hsp72 w przypadku inkubacji z obydwoma lekami podanymi w tym
samym czasie.

Podsumowujac powyzsze obserwacje, wykazatam, ze kwercetyna skutecznie wspomagata
cisplatyne w indukcji zaprogramowanej $mierci w komorkach raka szyjki macicy [Biochem.
Pharmacol., poz. 1].

Ad. 2. Kwercetyna a komoérki prawidlowe i nowotworowe centralnego uktadu nerwowego

W dalszej czesci badan, jako model eksperymentalny wykorzystalam komorki
nowotworowe centralnego uktadu nerwowego (CNS, ang. Central Nervous System). Jest to grupa
nowotworow bardzo trudna do wyleczenia. Skomplikowana budowa anatomiczna i histologiczna
ukladu, z ktérego si¢ wywodza czesto uniemozliwia catkowite chirurgiczne usunigcie
stransformowanej tkanki. Charakteryzuja si¢ tez wysoka opornoscig na leczenie farmakologiczne.

Dodatkowym utrudnieniem w terapii jest konieczno$¢ ochrony neuronéw przed uszkodzeniem.
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Wiadomo, ze komorki nerwowe sg bardzo wrazliwe na stres oksydacyjny. Kwercetyna, jako silny
antyoksydant, moze odegra¢ wazng rol¢ w ochronie neuronéw przed $miercig W trakcie terapii
przeciwnowotworowej. Dlatego tez badania nad wykorzystaniem flawonoidu w ztozonej terapii
nowotworow CNS zostaly poprzedzone oceng wpltywu tego zwigzku na przezywalnosé
prawidtowych komorek nerwowych [Acta Neurobiol. Exp., poz. 2, poz. 3].

Modelem badawczym byla hodowla pierwotna neurondéw wyizolowanych z moézgoéw 18
dniowych szczuréw. Inkubacja z kwercetyng w stezeniu 1 pg/ml przez 24 godziny nie miata
znaczacego wpltywu na przezywalno$¢ komorek. Po inkubacji z wyzszymi dawkami zwigzku
obserwowano istotny statystycznie wzrost ilo$ci martwych neuronéw. Dawka 50 pg/ml byla
toksyczna i wszystkie komorki nerwowe ulegaty $mierci. Tak wysoka $miertelno$¢ moze by¢
zwigzana z brakiem ekspresji biatka opiekunczego Hsp72. Hsp27 ulegato prawidlowej ekspres;i

i lokalizowato si¢ na terenie jadra komoérkowego, niezaleznie od obecnosci kwercetyny w plynie
hodowlanym. Inne prawidtowe komorki (fibroblasty skory HSF, linia GMK) nie byly wrazliwe
na dziatanie flawonoidu w badanych stezeniach.

Kwercetyna zmieniata réwniez morfologi¢ komoérek nerwowych. Struktura neuronow
nalezy do najbardziej skomplikowanych, a regularny ksztatt komoérek warunkuje prawidtowe
przekazywanie impulséw. Jak wykazata analiza fraktalna, neurony po inkubacji z kwercetyng
zajmowaly mniejszg powierzchni¢ 1 posiadaty mniejszg ilos¢ dendrytow. Zaleznos¢ ta byla
wprost proporcjonalna do stezenia flawonoidu. Przeprowadzone obserwacje sugerujg, ze wpltyw
kwercetyny na przezywalno$¢ neurondw zalezy od stezenia zwigzku. W niskich dawkach nie
mial on wplywu na $miertelno$¢ komorek, natomiast wigksza ilo§¢ zwigzku w $rodowisku
komorek nerwowych moze by¢ dla nich toksyczna [Acta. Neurobiol. Exp., poz. 2].

Komorki neuroblastomy, nowotworu zios§liwego, wywodzacego si¢ z komorek cewy

nerwowej, odpowiedzialnego za okoto 15% zgondéw dzieci z powodu nowotwordéw ztosliwych,
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okazaty si¢ bardziej oporne niz neurony na indukcje zaprogramowanej $Smierci pod wptywem
kwercetyny [Acta. Neurobiol. Exp., poz. 3]. Typowe dla apoptozy zmiany morfologiczne
obserwowano w maksymalnie 6% populacji komorek przy zastosowaniu stezen od 1 pg/ml do 10
pg/ml oraz w okoto 12% po uzyciu dawki 15 pg/ml. Illo$¢ komoérek nekrotycznych byta zblizona
lub nawet przewyzszata procent komoérek umierajacych na drodze zaprogramowanej $mierci.
Mniejsza $miertelno$¢ komoérek nowotworowych w poréwnaniu z neuronami mogta byé
zwigzana z wysoka ekspresja biatka opiekunczego Hsp72, ktorego brak ekspresji obserwowano
w komorkach nerwowych. Aby uzyskac potwierdzenie tej tezy, wykonano seri¢ do§wiadczen,
w  ktorych zablokowano ekspresj¢ biatka szoku Hsp72 w komorkach neuroblastoma,
wykorzystujac specyficzne oligonukleotydy antysensowne. W konsekwencji odnotowano prawie
dwukrotny wzrost indukcji apoptozy pod wptywem kwercetyny. Nie obserwowano natomiast
komorek nekrotycznych, co sugeruje, ze Hsp72 jest zaangazowane w ochron¢ przed
zaprogramowang $miercig. Podobnie jak w przypadku komorek raka szyjki macicy, nie tylko
poziom ekspresji biatek szoku, ale rowniez rozmieszczenie W komorce moze mie¢ Kluczowe
znaczenie w opornosci komorek nowotworowych. Biatko Hsp72 pod wptywem kwercetyny
przemieszczato si¢ z cytoplazmy do jadra komoérkowego, co dodatkowo tlumaczy niskg
wrazliwos$¢ komoérek nowotworowych na indukcj¢ zaprogramowanej smierci [Acta Neurobiol.
Exp., poz. 3].

Glejaki to nowotwory moézgu wywodzace sie z astrocytow tkanki glejowej.
Do najbardziej zto$liwych nalezy gwiazdziak anaplastyczny (fac. astrocytoma anaplasticum, AA,
III stopien ztosliwosci wg WHO) oraz glejak wielopostaciowy (tac. glioblastoma multiforme,
GBM, 1V stopien ztosliwosci wg WHO). Stanowia okoto 50% wszystkich nowotworéw mozgu.
Niestety prognozy dla pacjentow z tymi schorzeniami nie sg optymistyczne — przezywalno$é

od momentu zdiagnozowania GBM wynosi okoto roku oraz 3-5 lat w przypadku AA. Glejaki
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Sa nowotworami rozwijajacymi si¢ bardzo powoli i poézno dajacymi niepokojace objawy.
Dodatkowym utrudnieniem w terapii jest zdolnos¢ komorek glejaka do rozproszonej migracji
pomigdzy zdrowe komorki mézgu, co uniemozliwia catkowite usunigcie tkanki nowotworowe;.
Glejaki sg tez bardzo oporne na leczenie farmakologiczne. Dlatego tez, poszukuje si¢ nowych,
skuteczniejszych terapii, eliminujgcych komodrki nowotworowe na drodze zaprogramowanej
$mierci (apoptoza, autofagia) i ograniczajacych ich migracje.

Kwercetyna okazata si¢ silnym induktorem nekrozy w komorkach gwiazdziaka
anaplastycznego (linia MOGGCCM), inicjujac apoptoze i autofagic tylko w niewielkiej ilosci
komorek (ok. 5%) [Chem. Biol. Inter., poz. 4, Pharmacol. Rep., poz. 5]. Na poziomie
molekularnym obserwowano wzrost ekspresji markera nekrozy — biatka Bcl2L12 oraz wzrost
mitochondrialnego potencjalu  blonowego. Aktywacji ulegaly tez markery apoptozy
mitochondrialnej (wzrost ekspresji kaspazy 3 i cytochromu c, obnizenie poziomu Hsp27
i Hsp72), jednak nie towarzyszyt temu wzrost ilosci martwych na drodze zaprogramowanej
Smierci komorek. Jadrowa lokalizacja biatka Hsp72 moze tlumaczy¢ brak typowo
apoptotycznych zmian morfologicznych, pomimo aktywacji cytoplazmatycznych markerow.
Komoérki glejaka wielopostaciowego (linia T98G) okazaty si¢ bardziej wrazliwe na indukcje
apoptozy pod wptywem kwercetyny niz komorki gwiazdziaka, inicjujgc proces w okoto 22%
populacji komorek [Tumor Biol., poz. 6]. Po inkubacji z flawonoidem w stezeniu powyzej 50
uM pojawita si¢ réwniez nekroza. Sygnat apoptotyczny przebiegal droga wewnetrzng,
mitochondrialng, z obnizeniem blonowego potencjalu mitochondrialnego, uwolnieniem
cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy oraz aktywacjg kaspazy 3 i kaspazy 9.
Ograniczeniu ulegata rowniez ekspresja Hsp27 i Hsp72. Obydwa biatka zlokalizowane byty na

terenie cytoplazmy zaréwno w komorkach kontrolnych jak i po inkubacji z kwercetyna.
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W komorkach glejaka nie zaobserwowano wigc migracji biatka Hsp72 do jadra, co miato miejsce
w przypadku komoérek gwiazdziaka.

Kwercetyna nie miata wptywu na indukcje autofagii w obydwu badanych liniach nowotworéow
mozgu [Chem. Biol. Inter., poz. 4, Pharmacol. Rep., poz. 5, Tumor Biol., poz. 6].

Ad. 3. Przeciwnowotworowe dziatanie kwercetyny i temozolomidu

Nowym 1 czesto stosowanym lekiem w chemioterapii glejakow zlosliwych jest
temozolomid (Temodal, TMZ). Jest to zwigzek alkilujacy, ktorego przeciwnowotworowa
aktywno$é opiera si¢ na formowaniu O°-metyloguaniny w nici DNA, ktéra to nieprawidtowo
paruje si¢ z tyming w czasie kolejnego cyklu replikacyjnego. W konsekwencji prowadzi
to do zablokowania cyklu w fazie G2/M i $mierci komorek. Jak wykazata analiza morfologiczna,
temozolomid w przeciwienstwie do kwercetyny nie byt skutecznym induktorem nekrozy w linii
MOGGCCM, a apoptoze inicjowal na poziomie porownywalnym z flawonoidom [Chem. Biol.
Inter., poz. 4, Pharmacol. Rep., poz. 5]. Dominujgcym typem $mierci byta autofagia, co zostato
potwierdzone na poziomie molekularnym. Zaobserwowano, bowiem rozpad biatka LC3
na izoformy LC3I1 i LC3II oraz ponad dwukrotny wzrost poziomu LC3Il w porownaniu do LC3I.
Odmienne proporcje pojawiajgcych si¢ typow Smierci komorek pod wpltywem temozolomidu
wykazata cytometria przeptywowa. W 80% populacji komorek MOGGCCM wykryto symptomy
wczesnej apoptozy, a 4% komorek znajdowato si¢ w poznej fazie tego procesu. Wykorzystana
do analizy Aneksyna V, jest zwigzkiem fluorescencyjnym, specyficznie wigzacym si¢
z fosfatydyloseryng. W prawidtlowych warunkach fosfatydyloseryna zlokalizowana jest
na wewnetrznej stronie btony komorkowej. W czasie apoptozy zwigzek ten przemieszcza si¢
na zewnetrzng czg$¢ btony, gdzie staje si¢ dostepny dla Aneksyny V. Zjawisko to zachodzi
w ciagu pierwszych kilku godzin od rozpoczecia apoptozy 1 umozliwia rozpoznanie

zaprogramowanej Smierci we wczesnej fazie. Omowiona translokacja fosfatydyloseryny zachodzi
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réwniez w innych typach $mierci, np. autofagii. Prawdopodobne jest, ze w grupie komorek
opisanych, jako apoptotyczne, obecne sa takze komorki autofagalne. Temozolomid nie miat
wplywu na indukcje autofagii w linii glejaka wielopostaciowego T98G [Tumor Biol., poz. 6].
Obserwowano natomiast gléwnie apoptozg, a przy wyzszych stezeniach i dluzszym czasie
inkubacji  réwniez nekrozg. Apoptoza byla inicjowana szlakiem wewngtrznym
(mitochondrialnym) z obnizeniem mitochondrialnego potencjalu blonowego, uwolnieniem
cytochromu ¢ do cytoplazmy, aktywacjg kaspazy 3 i 9. Temozolomid okazat si¢ rowniez
inhibitorem Hsp27 i Hsp72. Oprocz ciatek apoptotycznych, w komoérkach T98G obserwowano
granularne, pgcherzykowate struktury w obrgbie siateczki $rédplazmatycznej, otoczone Hsp27.
Na poziomie molekularnym odnotowano wzrost ekspresji kaspazy 12, uwazanej za marker stresu
retikularnego i ten wiasnie proces moze by¢ bezposrednig przyczyng apoptozy w komorkach
glejaka.

Temozolomid zmieniat réwniez ksztalt jader komorek T98G z okragltego w charakterystyczny,
sierpowato wygiety. Zmian¢ morfologii jader po inkubacji z cytostatykiem obserwowano
rowniez w linii MOGGCCM, przy czym ksztalt organelli byt odmienny — bardziej owalny,
Z nieregularnie pofatdowang powierzchnig. Jak wynika z badan histomorfometrycznych, moze
mie¢ to wazne znaczenie diagnostyczne. Czas przezycia pacjentow, u ktorych w biopsji
zaobserwowano owalny ksztatt jader po chemioterapii, byt krotszy [Chem. Biol. Inter., poz. 4,
Tumor Biol., poz. 6].

Jak wspomniano wczes$niej, kwercetyna potegowata pro-apoptotyczng aktywnos$¢
cisplatyny w komorkach raka szyjki macicy [Biochem. Pharmacol., poz. 1]. Aby sprawdzi¢, czy
flawonoid wykaze podobne wiasciwosci w stosunku do temozolomidu, komorki gwiazdziaka
anaplastycznego i glejaka wielopostaciowego inkubowano z obydwoma lekami w 3 wariantach

badawczych [Chem. Biol. Inter., poz. 4, Pharmacol. Rep., poz. 5, Tumor Biol., poz. 6]:
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- kwercetyna i temozolomid podawane byly w tym samym czasie,

- po pre-inkubacji z temozolomidem nastgpowata inkubacja z kwercetyna,

- temozolomid podawano po wczesniejszej pre-inkubacji z kwercetyng.

Jako pierwsza wykazalam, ze kwercetyna wraz z temozolomidem efektywniej inicjowata
proces zaprogramowanej $mierci w komorkach glejaka niz w przypadku pojedynczej aplikaciji.
Kombinacja obydwu lekow, podanych w tym samym czasie, byta najskuteczniejsza. Rodzaj
inicjowanej $mierci zalezal od linii komérkowej. W komorkach glejaka wielopostaciowego
kwercetyna oraz temozolomid indukowaly przede wszystkim apoptoze. Smiertelny sygnat
przebiegal droga mitochondrialng. Podobnie jak w przypadku samego temozolomidu,
odnotowano obecno$¢ granularnych struktur w obrebie siateczki Srddplazmatycznej, czemu
towarzyszyl wzrost ekspresji kaspazy 12. W komorkach gwiazdziaka anaplastycznego
kwercetyna oraz temozolomid inicjowaty zard6wno apoptoze jak 1 autofagie, przy czym proporcje
obydwu typow S$mierci zalezaty od stezenia uzytych zwigzkow. Wykorzystujac flawonoid
w stezeniu 5 puM oraz temozolomid w stezeniu 100 puM, obserwowano przede wszystkim
autofagie. Wyzsze st¢zenia kwercetyny efektywniej inicjowaty apoptoze i1 przy stezeniu 30 uM
zwigzku ten typ $mierci dominowat w analizowanych komorkach. Temozolomid znosit pro-
nekrotyczne wiasciwosci kwercetyny. Morfologicznym zmianom, charakterystycznym dla
zaprogramowanej smierci, towarzyszyta aktywacja typowych biatek markerowych, $wiadczacych
o mitochondrialnym przebiegu $ciezki apoptotycznej oraz obecnosci LC3II w procesie autofagii.
Podobnie jak w przypadku samego temozolomidu, potgczenie z kwercetyng powodowato zmiang
ksztaltu jader komorkowych oraz ograniczenie migracji komorek nowotworowych.

Dotychczas wykazano, ze wysoka ekspresja biatek Szoku odgrywa wazng role
w opornosci komorek raka szyjki macicy i neuroblastomy na inicjowanie zaprogramowanej

$mierci. Dlatego tez w kolejnej cze$ci badan sprawdzono, czy zablokowanie ekspresji genow
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HSP72 oraz HSP27 zwigkszy wrazliwo$¢ komérek GBM oraz AA na indukcje apoptozy
I autofagii pod wptywem kwercetyny i temozolomidu [Toxicol. Appl. Pharmacol., poz. 7].
Wykorzystujac specyficzne siRNA wykazano, ze obydwa leki podane razem lub osobno
inicjowaly apoptoze¢ w prawie 90% populacji stransfekowanych komoérek. Nie odnotowano
wzrostu ilosci komorek nekrotycznych. Co ciekawe, apoptoza byta dominujagcym typem $mierci
nawet w linii MOGGCCM, gdzie przed blokowaniem pod wplywem temozolomidu
obserwowano przede wszystkim autofagic. Apoptozie towarzyszylo obnizenie blonowego
potencjatu mitochondrialnego, uwolnienie cytochromu ¢ do cytoplazmy, aktywacja kaspazy 3 i 9.
Obnizenie poziomu Hsp27 i Hsp72 oraz pozniejsza inkubacja z temozolomidem (z lub bez
kwercetyny) spowodowato znaczacy wzrost ilosci granularnych struktur na terenie cytoplazmy.
Obecnos¢ samego flawonoidu nie miata wplywu na zmiang morfologii siateczki
srodplazmatycznej. Blokowanie ekspresji biatek szoku termicznego dodatkowo zmieniato ksztatt
jader i w obydwu liniach komorkowych organella przyjmowaty formg fragmentarycznie
podzielonych ,,rogali”.

Ad. 4. Przeciwnowotworowe dziatanie kwercetyny i sorafenibu

Moje pionierskie badania wykazatly, ze kwercetyna byla tez skuteczna w pobudzaniu pro-
apoptotycznych i pro-autofagalnych wiasciwosci innego zwigzku przeciwnowotworowego —
sorafenibu (Nexavar), stosowanego w leczeniu raka nerki [Neurotox. Res., poz. 8]. Molekularny
mechanizm dziatania leku opiera si¢ przede wszystkim na hamowaniu aktywnos$ci kinazy
serynowo-treoninowej Raf, bedacej kluczowym elementem wewnatrzkomoérkowego szlaku
przekazywania sygnalow Ras/Raf/MEK/ERK, co w konsekwencji prowadzi do hamowania
proliferacji. Na podstawie dotychczasowych badan klinicznych zaobserwowano, ze podanie tego
zwigzku pacjentom ze zlo$liwymi glejakami ogranicza angiogenez¢ oraz inicjuje apoptoze

i autofagic w komorkach nowotworowych. W przypadku gwiazdziaka anaplastycznego
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MOGGCCM skutecznos¢ sorafenibu w eliminowaniu komorek nie byta znaczaca. Dominowata
nekroza, a w mniejszym stopniu apoptoza. Potaczenie sorafenibu z kwercetyng znaczgco
zwickszato wrazliwo$¢ komorek MOGGCCM na indukcj¢ apoptozy przebiegajacej Szlakiem
mitochondrialnym oraz znosilo pro-nekrotyczne wiasciwosci zwigzkow  stosowanych
pojedynczo. Sorafenib okazal si¢ natomiast bardzo efektywnym induktorem autofagii w linii
glejaka wielopostaciowego, gdzie ilo§¢ martwych na tej drodze komoérek przekraczata 40%.
Towarzyszyt temu wzrost ekspresji markeréw autofagii — bekliny 1 oraz LC3Il. Dodatkowa
inkubacja z kwercetyna nie zwigkszata ilosci martwych komorek. Uruchamiata natomiast
dodatkowe szlaki przekazywania S$miertelnego sygnalu i obok komoérek autofagalnych
obserwowano komorki apoptotyczne. Wszystkim typom $mierci towarzyszyto obnizenie
poziomu biatka Ras 1 kinazy Raf. Sugeruje to, ze zablokowanie przekazywania sygnatow
szlakiem Ras/Raf/MEK/ERK odgrywa wazng role w zwigkszaniu wrazliwos$ci komorek glejaka
na indukcj¢ apoptozy i autofagii, lecz nie jest specyficzna dla rodzaju zaprogramowanej Smierci.

Badania molekularne wykazaty, ze sorafenib nie byl skutecznym inhibitorem ekspresji
bialek szoku termicznego. Dopiero polaczenie z flawonoidom obnizylo poziom Hsp27 oraz
Hsp72. Zablokowanie ekspresji biatek szoku, wykorzystujac specyficzne siRNA, znaczgco
zwiekszyto wrazliwo$¢ komorek MOGGCCM na indukcj¢ apoptozy. Co ciekawe, apoptoza byta
rowniez dominujagcym typem S$mierci w komodrkach glejaka wielopostaciowego, natomiast
autofagic obserwowano tylko w niewielkim procencie. Apoptoza przebiegata szlakiem
mitochondrialnym w obydwu liniach komérkowych.

Podsumowujgc, wykazatam, ze kwercetyna w potaczeniu z badanymi cytostykami
nowotworowych niz zwiazki w pojedynczej aplikacji. Obnizenie poziomu biatek opiekunczych

Hsp72 oraz Hsp27 dodatkowo zwigksza wrazliwo$¢ transformowanych komoérek na indukcje
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apoptozy. Uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie aplikacyjne w projektowaniu nowych terapii

przeciwnowotworowych.

Plany przeszlych badan

W najblizszej]  przysztosci  zamierzam  kontynuowaé¢  badania  dotyczace
przeciwnowotworowych wlasciwosci zwigzkdw pochodzenia naturalnego, stosowanych osobno
jak 1 w potaczeniu z wykorzystywanymi w chemioterapii cytostatykami. Doswiadczenia beda
przeprowadzone na hodowlach pierwotnych ludzkich komorek glejaka wielopostaciowego oraz
gwiazdziaka anaplastycznego, wyprowadzonych z chirurgicznie usunigtych guzow pacjentow
ze zdiagnozowanymi nowotworami. Swoja prace naukowg zamierzam rowniez poszerzy¢
0 badania in vivo, w ktorych modelem eksperymentalnym beda gryzonie z wszczepionymi

komoérkami nowotworowymi.

Najwazniejsze wyniki badan zwigzane z opisanym powyzej nurtem badawczym zawarte

w monotematycznym cyklu 8 oryginalnych prac eksperymentalnych

e Kwercetyna synergistycznie  wspomaga cisplatyne, temozolomid, sorafenib
w eliminowaniu komoérek nowotworowych (rak szyjki macicy, glejak wielopostaciowy,
gwiazdziak anaplastyczny, neuroblastoma) na drodze zaprogramowanej $mierci.

e Rodzaj $mierci inicjowany kwercetyng oraz cytostatykami zalezal od linii komorkowe;,
rodzaju i stezenia podawanych zwiazkow. W linii T98G, kwercetyna oraz temozolomid,
podane pojedynczo lub w kombinacjach, pobudzaty przede wszystkim apoptoze,
sorafenib autofagie, a w potaczeniu z kwercetyng dodatkowo apoptozg. W linii

MOGGCCM po inkubacji z kwercetyng lub z sorafenibem obserwowano nekroze,
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a w wyniku polaczenia obydwu lekow komorki umieraty na drodze apoptozy.
Temozolomid inicjowat autofagi¢, a w towarzystwie kwercetyny dodatkowo apoptoze.
Kwercetyna dziala protekcyjnie na prawidtowe fibroblasty skory HSF, komorki nerki
malpiej GMK. Wyjatek stanowig neurony, dla ktorych flawonoid w wyzszych stezeniach
byl cytotoksyczny.

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ nadekspresja biatek opiekunczych Hsp27
oraz Hsp72, warunkujacych przezycie w niekorzystnych warunkach. Brak ekspresji
Hsp72 w neuronach thumaczy wysoka $miertelno$¢ komorek pod wptywem kwercetyny.
Kwercetyna wraz z temozolomidem, sorafenibem lub cisplatyng skutecznie obnizata
poziom Hsp27 oraz Hsp72, co wigzalo si¢ ze wzrostem ilo§ci martwych komorek
na drodze zaprogramowanej $Smierci.

Hamowanie przez kwercetyne translokacji cytoplazmatycznego biatka Hsp72 do jadra
komorkowego dodatkowo zwigkszato wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na indukcje
zaprogramowanej Smierci.

Blokowanie ekspresji Hsp27 oraz Hsp72 efektywnie zwigkszato wrazliwos¢ komorek
nowotworowych na indukcje apoptozy, nie miato natomiast wptywu na wzrost ilo$ci
komorek autofagalnych i nekrotycznych.

Sygnatl apoptotyczny, inicjowany badanymi zwigzkami, przebiegal droga wewnetrzna,
mitochondrialng, czemu towarzyszylo obnizenie mitochondrialnego potencjatu
btonowego, uwolnienie cytochromu ¢ z mitochondrium do cytoplazmy oraz aktywacja
kaspazy 31 9.

Apoptoze indukowang temozolomidem w linii glejaka wielopostaciowego poprzedzat

stres retikularny.
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e Inkubacja komorek glejaka wielopostaciowego oraz gwiazdziaka anaplastycznego
z temozolomidem (w potaczeniu z kwercetyng lub bez) powodowata zmiang ksztattu
jader komorkowych z owalnych, o gtadkiej powierzchni, w nieregularne o pofatdowanej
btonie jadrowej (MOGGCCM) lub sierpowato wygicte (T98G). Po zablokowaniu
ekspresji biatek Hsp27 oraz Hsp72 morfologia tych orgenelli w obydwu liniach byta
identyczna i przypominata fragmentarycznie podzielone rogale.

e Zablokowanie przekazywania wewnatrzkomérkowego sygnalu poprzez  szlak
Ras/Raf/MEK/ERK odgrywa wazng role w zwiekszaniu wrazliwosci komorek glejaka
na indukcje zaréwno apoptozy jak i autofagii, lecz nie jest specyficzne dla okreslonego

rodzaju zaprogramowanej Smierci.
V.  OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Rownolegle do badan nad przeciwnowotworowymi wlasciwosciami kwercetyny, ktore
stanowily podstawg prezentowanego osiagnigcia, uczestniczyltam w pracach nad podobnym
wykorzystaniem innych zwigzkow pochodzenia naturalnego — bergaptenu, peucedaniny
i imperatoryny. Wszystkie substancje naleza do furanokumaryn, grupy wtérnych metabolitow
szeroko rozpowszechnionych w $§wiecie ro$lin. Posiadaja wlasciwosci przeciwzapalne,
przeciwzakrzepowe, przeciwbolowe 1 fotouczulajace, czgsto wykorzystywane w leczeniu
schorzen skornych. Istniejg rowniez doniesienia o przeciwnowotworowym dzialaniu
furanokumaryn. Obserwowano, bowiem hamowanie syntezy DNA w mysim raku skory i guzach
Ehrlicha, blokowanie cyklu komorkowego w fazie G2/M oraz indukcje apoptozy w ludzkich
komorkach raka watroby. Wykorzystujac ludzkie komorki raka szyjki macicy (linia HeLa)
wykazano, ze bergapten (5-metoksypsoralen, 5-MOP), izolowany z owocoéw Peucedanum

tauricum Bieb. (gorysz krymski) posiadal znikome wlasciwosci przeciwnowotworowe.
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Peucedanina uzyskiwana z tych samych owocow byla skuteczniejsza w indukcji
zaprogramowanej $mierci. Po wybarwieniu komoérek Aneksyng V, symptomy wczesnej apoptozy
obserwowano w okoto 11% komérek. Dodatkowa ocena morfologiczna wykazata obecnos¢
pecherzykowatych, przypominajacych ciatka autofagalne, struktur na terenie cytoplazmy.
Pamigtajac, ze Aneksyna V moze wykrywaé réwniez ten typ zaprogramowanej $mierci, jest
prawdopodobne, ze peucedanina oprocz apoptozy inicjuje rowniez autofagiec w komodrkach raka
szyjki macicy.

Autofagia byla dominujagcym typem $mierci obserwowanym w linii HeLa pod wpltywem
imperatoryny (8-isopentenyloksypsoralen), izolowanej z korzenia Angelica officinalis (dziggiel
litwor). Na poziomie molekularnym odnotowano obecnos¢ izoformy biatka LC3: LC3lIl,
bedacego markerem autofagii. Towarzyszylo temu obnizenie ekspresji Hsp27 oraz Hsp72.
Podobny efekt obserwowano po potagczeniu impertoryny z cisplatyna, jednak procent martwych
na drodze autofagii komoérek byl mniejszy w poréwnaniu z dziataniem samej furanokumaryny.
Bardziej obiecujace wyniki uzyskano z potaczenia imperatoryny z kwercetyng. Obydwa zwiazki
znacznie skuteczniej inicjowaly zaprogramowang $mier¢ w ludzkich komoérkach raka szyjki
macicy Hela i raka krtani Hep2 w poréwnaniu z pojedynczg aplikacja. Komorki umieraty przede
wszystkim na drodze apoptozy, czemu na poziomie molekularnym towarzyszyta aktywacja
kaspaz oraz obnizenie poziomu Hsp27 i Hsp72. Tylko niewielki procent komorek wykazywat
typowe dla autofagii cechy morfologiczne, co potwierdzit niski poziom markera bekliny 1.
Dodatkowe zablokowanie ekspresji Hsp27 oraz Hsp72 specyficznymi siRNA nie zwigkszylo
wrazliwosci komoérek HeLa i Hep2 na indukcj¢ apoptozy czy autofagii.

Jednoczesne podanie kwercetyny 1 imperatoryny okazato si¢ bardzo skuteczne w indukcji
apoptozy w komoérkach glejaka wielopostaciowego T98G. Smiertelny sygnat przebiegat droga

wewnetrzng — mitochondrialng z aktywacja kaspazy 3 i 9. Obserwowano réwniez obnizenie
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poziomu biatek opiekunczych Hsp72 i Hsp27. Transfekcja komorek glejaka specyficznymi

SIRNA, blokujacymi ekspresj¢ biatek szoku termicznego, dodatkowo zwigkszyta wrazliwosé

badanych komorek na indukcje¢ apoptozy.

Otrzymane rezultaty opublikowano w czasopismach o zasiegu krajowym i migdzynarodowym:

(Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacje MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania, a w

nawiasach zgodnie z rokiem 2013.)
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autor korespondencyjny

Badziul D., Jakubowicz-Gil J., Langner E., Rzeski W., Gtowniak K., Gawron A.
(2014) The effect of quercetin and imperatorin on programmed cell death induction in
T98G cells in vitro. Pharmacol. Rep. 66: 292-300, 1F50;3: 1,965, MNiSWo3: 25
Badziul D., Jakubowicz-Gil J., Paduch R., Glowniak K., Gawron A. (2014) Combined
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cells. Mol. Cell. Biochem. DOI: 10.1007/s11010-014-2032-4, 1F03: 2,329,
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Peucedanum tauricum Bieb. (Apiaceae) fruits, on apoptosis induction and heat-shock
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Uczestniczylam réwniez w badaniach dotyczacych ekspresji bialek szoku termicznego
i opornosci wielolekowej MRP w ko-kulturach sferoidéw raka okreznicy, w réznych etapach
inwazyjnosci, z prawidlowymi komérkami nablonka, miofibroblastéw i komérek srédbtonka
okreznicy traktowanymi kamptotecyna (CPT-11) w polaczeniu z rekombinowanym
transformujacym czynnikiem wzrostu B1 (thTGF-p1) lub interleuking-13 (IL-1pB). Technika
immunoblotingu polaczona z densytometria wykazata wzrost ekspresji badanych biatek w ko-
kulturach komérek nowotworowych z miofibroblastami pod wptywem rhTGF-f1 z lub bez CPT-
11. W komérkach nabtonka obserwowano obnizony poziom Hsp27, Hsp72 oraz MRP, natomiast
brak ekspresji Hsp72 byt charakterystyczny dla srodbtonka. Niski poziom ekspresji biatek szoku
odnotowano w badanych ko-kulturach komérek po inkubacji z IL-1p oraz CPT-11. Omdwione
wyniki zostaly opublikowane w 2 pracach o zasiegu migdzynarodowym:
(Przy kazdej pozycji podano impact factor oraz punktacj¢ MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania, a w

nawiasach zgodnie z rokiem 2013.)

e Paduch R., Jakubowicz-Gil J., Kandefer-Szerszen M. (2009) Expression of HSP27,
HSP72 and MRP proteins in in vitro co-culture of colon tumor cell spheroids with normal
cells after incubation with thTGF-B1 and/or CPT-11. J. Biosci. 34: 927-940, IF3gq9:
1,956, MNiSWjg9: 20 (IF2013: 1,759, MNiSW13: 30)

e Paduch R., Jakubowicz-Gil J., Niedziela P. (2010) Hepatocyte growth factor (HGF), heat
shock proteins (Hsps) and multidrug resistance protein (MRP) expression in co-culture of

colon tumor spheroids with normal cells after incubation with interleukin-1B (IL-18)

and/or camptothecin (CPT-11). Ind. J. Exp. Biol. 43: 354-364, 1Fz19: 0,702,
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