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STRESZCZENIE

Pomimo intensywnego rozwoju medycyny i nauk pokrewnych choroby
nowotworowe stanowia jeden z najwigkszych problemow krajow rozwinigtych.
Wedhlug szacunkéw w skali globalnej rak jelita grubego zajmuje obecnie trzecie
miejscu pod wzglegdem wystgpowania i czwarte pod wzgledem S$miertelnosci.
Rowniez w Polsce nowotwodr ten stanowi powazny problem ekonomiczno-
spoteczny zajmujac drugie miejsce pod wzgledem czgstosci wystgpowania jak i
Smiertelnosci. Obecnie stosowane metody terapii pozostaja nie w pelni
satysfakcjonujace, co odzwierciedla wskaznik 5-letniego przezycia na poziomie
35%, bedac tym samym jednym z najnizszych w krajach Unii Europejskiej. Rozwoj
raka jelita grubego od pojawienia si¢ guza do wystapienia objawow klinicznych
moze trwac od kilku do kilkudziesigciu lat. U podstaw progresji tego nowotworu
leza zarbwno zmiany na poziomie genetycznym, epigenetycznym jak i obecnos¢
pewnych czynnikdw pozagenetycznych wptywajacych na zachwianie homeostazy w
jelicie grubym. Doprowadza to do zaburzen wewnatrzkomorkowych szlakéw
sygnalnych i utraty kontroli komoérek nad takimi procesami jak proliferacja czy
apoptoza. Nalezy pamigta¢, ze w przypadku raka jelita grubego stosowanie
chemoprewencji, wczesna diagnoza, interwencja chirurgiczna jak i chemioterapia
moze doprowadzi¢ do catkowitego wyleczenia lub spowolni¢ rozwoj choroby.
Zalezy to jednak w duzej mierze od stopnia zaawansowania zmiany nowotworowej

jak i indywidualnych cech pacjenta. W przypadku wykrycia raka jelita grubego



najczestsza forma terapii obok interwencji chirurgicznej pozostaje chemioterapia.
Powszechnie stosowanymi lekami pozostaja oksaliplatyna, 5-fluorouracyl,
leukoworyna czy irinotekan. Jednak w dalszym ciagu prowadzone sa badania nad
poszukiwaniem nowych chemoterapeutykdéw, mogacych stanowi¢ kolejne narzedzie
do walki z rakiem jelita grubego.

Interesujaca grupa zwiazkéw o potencjale cytostatycznym stanowia
pochodne 1,3-tiazyny. R6znorodne pochodne w badaniach in vitro wykazuja duza
skuteczno$¢ przeciwbakteryjna (zaréwno wobec G+, G-, jak i Mycobacterium),
przeciwgrzybiczna, owadobdjcza 1 przeciwwirusowa. Charakteryzuja si¢ réwniez
zdolnoscia do oddziatywania z kilkoma celami molekularnymi.

W zwiazku z szerokim spektrum aktywnosci biologicznej 1,3-tiazyn,
celem pracy Dbyla ocena wilasciwosci przeciwnowotworowych  nowo
zsyntetyzowanych pochodnych oraz okreslenie molekularnego mechanizmu
dzialania w komorkach raka jelita grubego, substancji o najwigkszym potencjale
przeciwnowotworowym. Badane zwiazki z grupy 1,3-tiazyn charakteryzuja si¢
unikalna struktura. Posiadaja one cykliczne ugrupowania ketonowe lub podstawniki
chlorowcowe mogace oddziatywa¢ z potencjalnym celem molekularnym oraz sa
zaopatrzone w odpowiednio modyfikowany podstawnik rezorcynolowy, ktéry
stanowi korzystny dla wtasciwosci farmakologicznych element budowy czasteczki.

W pierwszym etapie badan dokonano wyboru substancji o najwigkszym
potencjale przeciwnowotworowym poprzez oceng aktywnosci cytotoksycznej w
komorkach prawidlowych, reprezentowanych przez model ludzkiego prawidlowego
nablonka jelita grubego (linia CCD 841 CoTr) testem wychwytu czerwieni
obojetnej (NR) i aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH). Przeprowadzono
rowniez oceng¢ zdolnosci do hamowania proliferacji modelowych komorek
nowotworowych ludzkiego raka jelita grubego (linii LS180 i HT-29), testem
wykorzystujacym  aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej (MTT) oraz
inkorporacji analogu tymindyny do nowo syntezowanego DNA (BrdU). Analizie
poddano sze$¢ pochodnych 1,3-tiazyny, (oznaczonych numerami: 611, 677, 976,
1005, 1135, 1156). W kolejnym etapie badan przeprowadzono oceng wpltywu
wybranej pochodnej (1135) na indukcje apoptozy i nekrozy w komorkach
nowotworowych poprzez okreslenie poziomu mono- i oligonukleosomow
komercyjnie dostgpnym testem Cell Death Detection ELISA oraz barwienie

roéznicujace z wykorzystaniem mieszaniny jodku propidynowego i Hoechst 33342.
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Zmiany morfologii komorek pod wpltywem substancji 1135 okreslono przy pomocy
barwienia May-Grinwalda — Giemzy. Natomiast zdolno$¢ badanej pochodnej do
modulacji przebiegu cyklu komorkowego, przebadano z uzyciem cytometrii
przeptywowej. Bezposredni wptyw pochodnej 1135 na ekspresjg¢ biatek w
komorkach nowotworowych zwiazanych z regulacja cyklu komoérkowego, apoptoza
1 wewnatrzkomoérkowymi szlakami sygnalnymi okre§lono przy pomocy techniki
Western Blotting.

Wstepne badania  wykazaly, ze wszystkie badane pochodne
charakteryzowaly si¢ aktywno$cia przeciwproliferacyjna. Znaczaca aktywnos$¢ do
hamowania podzialéw komorek linii nowotworowej HT-29 wykazywaty pochodne
976, 1156 i 1135, a wobec linii LS180, 1135 i 1156. Ocena cytotoksycznosci
wobec prawidlowych komorek nablonka jelita grubego (CCD 841 CoTr) dla
badanych stgzen pochodnych 1,3-tiazyn wykazata brak efektu uszkodzenia bton
komdrkowych w przypadku pochodnych 976 i 1135. Niska toksyczno$¢ wobec
komorek byla charakterystyczna dla pochodnych 677 i 1156, natomiast wysoka
cytotoksycznos$cia charakteryzowaty si¢ substancje 10051 611.

Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych badan wybrano
substancj¢ oznaczona symbolem 1135 (2-(2,4-dihydroksyfenyl)-4H-benzofuro[3,2-
d][1,3]tiazyn-4-on), ktéra charakteryzowata si¢ najwyzszym potencjatlem
antyproliferacyjnymj wobec komorek nowotworowych oraz brakiem toksycznosci
wobec komorek prawidtowych. Dalsze badania wykazaly, ze pochodna 1135 w
badanych stezeniach nie wptywata na morfologic komorek oraz nie indukowata
apoptozy 1 nekrozy w komorkach raka jelita grubego. Potwierdzity to zarowno
zdjecia uzyskane przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego jak i test ELISA.
Wyniki uzyskane w badaniu z uzyciem cytometru przeptywowego wykazaty, ze w
sposob dawko zalezny substancja 1135 doprowadzata do akumulacji komodrek
LS180 w fazie G; cyklu (do 13,28% w poroéwnani z kontrola). W komorkach linii
HT-29, 1135 przy stgzeniu 25 uM powodowata akumulacjg komorek w fazie G,
natomiast zastosowanie wyzszych stezen (75 uM) doprowadzato do akumulacji
komodrek w fazie G,-M. Analiza ekspresji bialek w komorkach linii LS180
poddanych dziataniu substancji 1135 wykazata dawko zalezny wzrost ekspresji
biatka p27 oraz spadek ekspresji kinazy CDK4, cyklin B, A oraz fosforylacji biatka

Rb. Odzwierciedla to molekularne podstawy zatrzymania komoérek w fazie G;



cyklu. W komorkach HT-29 dochodzito do spadku fosforylacji kinazy Akt i wzrostu
ekspresji cykliny A2 po ekspozycji na substancj¢ 1135.

Uzyskane wyniki dowodza przeciwnowotworowego potencjatu badanych
pochodnych 1,3-tiazyn ze szczegdlnym uwzglednieniem substancji 1135 wobec
komorek raka jelita grubego. W celu potwierdzenia skutecznosci i bezpieczenstwa
stosowania niezbedne sa jednak dalsze badania z uwzglednieniem zwierzat

laboratoryjnych.
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