Streszczenie

Gwiazdziak anaplastyczny i glejak wielopostaciowy to nowotwory centralnego uktadu
nerwowego, ktore wigzg si¢ z niezwykle ztym rokowaniem. Aktualnie stosowane metody
leczenia pozwalajg jedynie na wydluzenie Zycia pacjenta oraz poprawe jego jakosci. Ze
wzgledu na naciekowy charakter wzrostu glejakow, catkowita resekcja chirurgiczna jest
praktycznie niemozliwa, za§ w trakcie radio- i chemioterapii bardzo czesto dochodzi do
nabywania opornosci na stosowane leczenie. Z tego wzgledu poszukiwane sa nowe zwiazki,
mogace wspomoc stosowana terapig. Biorac pod uwage powszechna dostepnosé oraz szerokie
spektrum dziatania wiele uwagi poswigca si¢ w tym aspekcie naturalnym kumarynom.
Wielokrotnie wykazano bowiem, ze sprz¢zenie dzialania tych zwiazkoéw z chemioterapia
poteguje przeciwnowotworowe dziatanie cytostatykow, dzialajac jednoczesnie protekeyjnie na
komorki prawidiowe. Wykazano rowniez, ze duzy wplyw na wlasciwosci biologiczne kumaryn
ma ich struktura chemiczna. Dlatego tez w niniejszej pracy podjeto probe okreslenia wplywu
obecnosci oraz lokalizacji okreslonych podstawnikéw na aktywnos$é przeciwnowotworowa
wybranych kumaryn prostych (ostol, 4-hydroksykumaryna, umbeliferon i eskulina) i
furanokumaryn (imperatoryna, izoimperatoryna, bergapten i ksantotoksyna).

Na poziomie molekularnym transformacja glejakow zwigzana jest ze wzmozonym
przekazywaniem sygnatu przezycia przez dwa kluczowe szlaki sygnalowe RAS-RAF-MEK-
ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR, dlatego opracowanie nowych strategii terapeutycznych,
uwzgledniajgcych blokowanie aktywnosci wspomnianych szlakow poprzez specyficzne
inhibitory moze mie¢ duze znaczenie w leczeniu tych nowotworéw. Z danych literaturowych
wiadomo réwniez, ze stosowanie pojedynczych zwiazkéw w chemioterapii jest mniej
skuteczne od tzw. terapii skojarzonej, wykorzystujacej kilka zwiazkéw o réznych

mechanizmach dzialania. Dlatego tez, dzialanie badanych kumaryn zostalo sprzezone z

temozolomidem - lekiem aktualnie stosowanym w terapii przeciwko glejakom oraz z
inhibitorami  szlakéw RAS-RAF-MEK-ERK (sorafenib) i PI3K-AKT/PKB-mTOR
(LY294002).

Przeprowadzone analizy mikroskopowe wykazaly, ze wszystkie badane zwiazki
indukowaly zaprogramowana smier¢ w ludzkich komérkach glejaka (linia MOGGCCM i
T98G), a dominujagcym typem $mierci byla apoptoza. Zaobserwowano jednoczesnie, ze
wrazliwos¢ komorek glejakéw na stosowang terapi¢ w duzej mierze zalezala od zastosowanej
linii komorkowej oraz budowy strukturalnej badanych zwigzkéw. Wyzsza aktywnosé

proapoptotyczna, zaréwno kumaryn prostych jak i furanokumaryn, uwarunkowana byla



obecnoscig ugrupowania izoprenylowego, wystepujacego w strukturze ostolu i imperatoryny.
Z kolei zastgpienie podstawnika metoksylowego (wystepujacego w czasteczee ostolu) przez
pierscien furanu (obecny w strukturze imperatoryny) obnizato cytotoksycznos¢ zwiazku w
stosunku do obu badanych linii komorkowych. Jednoczesna aplikacja temozolomidu z
badanymi kumarynami znaczaco redukowata odsetek komorek autofagalnych. Stosujac
technik¢ immunoblottingu wykazano, ze na poziomie molekularnym aktywnosé
proapoptotyczna ostolu i imperatoryny w aplikacji pojedynczej, jak i skojarzonej z
temozolomidem, zwigzana byta z ich zdolnoscia do zwigkszania poziomu oraz aktywnosci
kaspazy 3, a takze zmniejszania ilosci antyapoptotycznego biatka Bel-2. Indukcji autofagii
towarzyszyt z kolei wzrost poziomu bekliny 1. Metodg immunoprecypitacji wykazano rowniez,
ze kluczowa rolg w kierowaniu $miertelnego sygnatu na droge apoptozy odgrywa obecnos¢
kompleksow bialek Bcl-2:beklina 1.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze zaréwno ostol jak i imperatoryna posiadaty
zdolno$¢ do zmniejszania poziomu oraz aktywnosci bialek bioracych udzial w przekazywaniu
sygnatu przezycia od blony komorkowej do jadra, wechodzacych w sklad szlakéw RAS-RAF-
MEK-ERK i PI3K-AKT/PKB-mTOR. Co wiecej, skojarzona aplikacja inhibitorow tych
szlakow: sorafenib (inhibitor RAF) i LY294002 (inhibitor PI3K) znacznie zmniejszata
opornos¢ komorek glejakéw na indukeje zaprogramowanej smierci przez ostol i imperatoryne.
Zablokowanie ekspresji wspomnianych kinaz przy pomocy specyficznych siRNA w jeszcze
wyzszym stopniu zwigkszylo wrazliwo$é¢ komorek glejakéw na indukcje zaprogramowane;j
smierci. Obok wiasciwosci proapoptotycznych, zwigzki te zmniejszaty potencjal migracyjny
komorek glejakow, co wykazano stosujac test rysy.

Biorge pod uwage powszechna dostgpnosé oraz wysoki potencjal przeciwnowotworowy
badanych pochodnych kumaryny, uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe do
opracowywania nowych strategii terapeutycznych, uwrazliwiajacych komorki glajaka na
indukcj¢ zaprogramowanej $mierci. Poznanie funkcji, jaka pelnia poszczegdlne ugrupowania
w aktywnosci przeciwnowotworowej pochodnych kumaryny ulatwi z kolei konstruowanie i

przewidywanie skutkow ich zastosowania.
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