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Streszczenie
Ocena mechanizmow cytotoksycznego wspoldzialania inhibitorow glikolizy oraz
inhibitorow deacetylaz histonow (HDACi) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego

Komorki nowotworowe preferuja proces glikolizy jako gléwny szlak utylizacji glukozy
1 pozyskiwania energii niezaleznie od dostepnosci tlenu. Komorki glejaka wielopostaciowego
sg szczegblnie zaleznie od tego procesu. Hamowanie metabolizmu glukozy przez inhibitory
glikolizy, np. 2-deoksy-D-glukozg (2-DGQ), jest jedng ze strategii przeciwnowotworowych,
ktéra z uwagi na niewystarczajagce wlasciwosci farmakokinetyczne zwigzku nie uzyskata
rejestracji do stosowania w klinice. Acetylowana pochodna 2-DG - WP1122 wykazuje istotnie
lepsze parametry farmakokinetyczne.

W rozwoju nowotworu wazng role odgrywa takze regulacja ekspresji genéw poprzez
zmiany acetylacji/deacetylacji histondéw, katalizowana przez acetylotransferazy (HAT) i
deacetylazy histonowe (HDAC). Nadekspresja HDAC powoduje obnizenie poziomu acetylacji
histonéw i1 nieprawidtowe wyciszenie transkrypcji wielu genow. Dlatego inhibitory HDAC sa
rozpatrywane jako potencjalne leki przeciwnowotworowe. Powszechnie znanymi 1 najcze$ciej
badanymi inhibitorami HDAC sg maslan sodu (NaBt) i walproinian sodu (NaVPA).

Celem niniejszej pracy byta analiza efektow oraz molekularnego mechanizmu
wspotdziatania inhibitorow glikolizy (2-DG, WP1122) wraz z inhibitorami deacetylaz histonow
(NaBt, NaVPA) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego. Efekt cytotoksyczny zwigzkow
oceniono na podstawie parametrow zmian zywotnosci (test MTS, wyznaczenie ICso),
proliferacji (test BrdU) oraz natezenia biosyntezy biatek (test z SRB) komoérek GBM linii U-87
1 U-251. Uzyskane wyniki wykazaly, ze wszystkie badane zwiazki zaleznie od dawki i czasu
istotnie statystycznie obnizaja zywotnos¢ komodrek obu linii komoérkowych. Wrazliwosé
komorek na cytotoksyczne oddziatywanie badanych zwigzkow nie byla istotnie rézna w
warunkach normoksji oraz warunkach nasladujacych hipoksje, co $wiadczy o silnie
glikolitycznym metabolizmie komorek GBM.

Molekularny mechanizm oddziatywania inhibitoréow glikolizy potwierdzono poprzez
oznaczenie natg¢zenia syntezy mleczanu oraz ATP, ktore byly istotnie nizsze pod wplywem
dzialania 2-DG i WPI1122 niz w komdrkach nietraktowanych. Z kolei, specyficznosé¢
oddzialywania inhibitoréw HDAC potwierdzono analiza aktywnosci HDAC w badanych
komoérkach GBM. Jak wykazaly dalsze analizy, cytotoksyczne oddziatywanie badanych
zwigzkow warunkowata aktywacja procesu apoptozy a nie autofagii, w komoérkach.

Skojarzone traktowanie komorek GBM inhibitorami glikolizy i deacetylaz histonow

potegowato synergistycznie ich efekty cytotoksyczne. Z kolei zastosowanie pochodnej



WP1234, zawierajacej w swojej strukturze podstawnik etylomaslanu, potwierdzito jej
dwutorowy charakter oddziatywania i zdolno$¢ indukowania $mierci komorek na drodze
ograniczenia aktywnosci procesu glikolizy oraz zmian epigenetycznych acetylacji histonow i
ekspresji biatek pro- 1 antyapoptotycznych.

Podsumowujac uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej wyniki, nalezy
stwierdzi¢, iz obrana strategia jednoczesnego hamowania procesu glikolizy oraz aktywnosci
deacetylaz histondow okazata si¢ by¢ skutecznym sposobem eliminacji komorek
nowotworowych glejaka wielopostaciowego na drodze fizjologicznego procesu apoptozy.
Ponadto, eliminacja komérek GBM byla mozliwa zaréwno poprzez zastosowanie kombinacji
2-DG lub WP1122 z NaBt lub NaVPA, jak réwniez w obecnosci dwufunkcyjnej pochodne;j
WP1234. Biorac takze pod uwage zdolno$¢ przenikania bariery krew-moézg dla badanych w
niniejszej pracy doktorskiej zwigzkdw, przy ograniczonej obecnie dostgpnosci terapii GBM,
opisana koncepcja, powinna by¢ rozwijana w dalszych etapach przedklinicznych i klinicznych,

jako potencjalna terapia glejaka wielopostaciowego.



Summary
Assessment of the mechanisms of cytotoxic interaction of glycolysis inhibitors and histone
deacetylase inhibitors (HDAC:i) in an in vitro model of glioblastoma

Tumor cells preferentially use the glycolysis process as the main pathway for glucose
utilization and source of ATP regardless of the availability of oxygen (Warburg effect). GBM
cells are mainly dependent on this process. An anti-cancer strategy is the inhibition of glucose
metabolism by glycolysis inhibitors, e.g., 2-deoxy-D-glucose (2-DG). Unfortunately,
therapeutic use of 2-DG is limited due to insufficient pharmacokinetic parameters of the
compound. However, the acetylated derivative of 2-DG - WP1122 shows significantly better
pharmacokinetic parameters.

Moreover, regulation of gene expression also plays an important role in tumor development
- acetylation/deacetylation of histones, catalyzed by acetyltransferases (HAT) and histone
deacetylases (HDAC). Overexpression of HDAC causes a decrease in histone acetylation and
an abnormal silencing of the transcription of many genes. Therefore, HDAC inhibitors are
considered potential anti-cancer drugs. The most frequently studied HDACis are sodium
butyrate (NaBt) and sodium valproate (NaVPA).

This study aimed to analyze the effects and molecular mechanism of cooperation of
glycolysis inhibitors (2-DG, WP1122) with histone deacetylases inhibitors (NaBt, NaVPA) in
an in vitro glioblastoma model. The cytotoxic effect of the mentioned compounds was assessed
based on the parameters of changes in viability (MTS test, IC50 determination), proliferation
(BrdU test), and the intensity of protein biosynthesis (SRB test) of GBM cells (U-87 and U-251
cell lines). Obtained results showed that all tested compounds, depending on the dose and time,
statistically significantly reduced the viability of both cell lines. In addition, combined treatment
of GBM cells with compounds with distinct mechanisms of action enhances the cytotoxic
effect. The sensitivity of cells to the cytotoxic effect of the tested compounds was not
significantly different under normoxia and hypoxia-like conditions, which proves the strongly
glycolytic metabolism of GBM cells.

The molecular mechanism of glycolysis inhibitors' action has been confirmed by
evaluating lactate and ATP synthesis, which was significantly downregulated in response to 2-
DG and WP1122 treatment compared to untreated cells. On the other hand, the specificity of
HDAC: confirmed the analysis of HDAC activity in GBM cells. Further investigation showed
that cytotoxic action of analyzed compounds was mediated by apoptosis, but not autophagy

process, activation.



The combined treatment of GBM cells with glycolysis and histone deacetylases inhibitors
synergistically potentiated their cytotoxic effects. On the other hand, the WP1234 derivative
containing ethyl-butyrate substituent revealed its dual mechanism of cell death induction via
glycolysis inhibition and concomitant modulation of histone acetylation and pro-/antiapoptotic
proteins expression.

Summarizing the obtained results, it is evident that verified in the Ph.D. thesis strategy of
simultaneous inhibition of glycolysis process and histone deacetylases activity appeared as an
effective method of cancer cells elimination via physiological apoptosis process induction.
Furthermore, GBM cells elimination was induced by combining 2-DG or WP1122 with NaBt
or NaVPA, as well as, by bifunctional WP1234 derivative. Bearing in mind the ability of tested
compounds to cross the blood-brain barrier and the limitations of currently available GBM
therapies, the above-described therapeutic strategy should be further developed in preclinical

and clinical studies as a potential therapy for GBM patients.
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Wykaz skrotow

2-BG ang. 2-deoxy-2-bromo-D-glucose, 2-deoxy-2-bromo-D-glukoza
2-CG ang. 2-deoxy-2-chloro-D-glucose, 2-deoxy-2-chloro-D-glukoza
2-B8FG ang. 8F-fluoro-2-deoxy-D-glucose, 2-deoxy-2-'8fluoro-D-glukoza
2-FG ang. 2-deoxy-2-fluoro-D-glucose, 2-deoxy-2-fluoro-D-glukoza
2-DG ang. 2-deoxy-D-glucose, 2—deoxy—D—glukoza

2-DG-6-P ang. 2-deoxy-D-glucose-6-phosphate, 2—deoksyglukozo-6-fosforan
2-DG-GDP  ang. 2-deoxy-D-glucose-guanosine 5'-diphosphate, 2-deoksy-D-glukozo-

guanozyno-5’-difosforan

2-DM ang. 2-deoxy-D-mannose, 2—deoksy-D-mannoza

2-IM ang. 2-deoxy-2-iodo-D-glucose, 2-deoxy-2-jodo-D-glukoza
4-PB ang. 4-phenylbutyrate, fenylomaslan sodu

5'AMP ang. adenosine 5'-monophosphate, adenozyno-5'-monofosforan

acetylo-CoA ang. acetyl coenzyme A, acetylo koenzym A

AEO ang. anhydrous enol-oxaloacetate, bezwodny enolo-szczawiooctan

AIF ang. apoptosis inducing factor, czynnik indukujacy apoptoze

AMPK ang. AMP-activated protein kinase, kinaza biatkowa aktywowana przez AMP

AN9 ang. pivaloyloxymethyl butyrate, maslan piwaloiloksymetylu

ANT ang. adenine nucleotide translocator, translokaza nukleotydow adeninowych

APAF1 ang. apoptotic protease activating factor 1, apoptotyczny czynnik aktywujacy

ATG ang. autophagy-related protein, biatko zwigzane z autofagia

ATP ang. adenosine-5'- triphosphate, adenozyno-5'-trifosforan

BBB ang. blood-brain barrier, bariera krew-mozg

Bel-x1 ang. B-cell lymphoma-extra-large, bialko anty-apoptotyczne

Bim ang. Bcl-2-like protein 11, biatko 11 podobne do Bcl-2

BNIP3 ang. BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein,
BCL2/adenowirus E1B 19 kDa biatko oddziatlujace z biatkiem 3

CAD ang. caspase-activated DNA-se, aktywowana kaspazag DNAza

CCM ang. curcuminoids, kurkuminoidy

CHOP ang. C/EBP homologous protein, biatko homologiczne C/EBP

CT, TK ang. computed tomography, tomografia komputerowa

CTCL ang. cutaneous T-cell lymphoma, chtoniak skorny T-komorkowy

DCA ang. dichloroacetate, kwas dichlorooctowy

DHAP ang. dihydroxyacetone phosphate, fosfodihydroksyaceton
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DISC
DMSO
Dol-P
Dol-P-Glc
Dol-P-Man
EGFR

EKLF

ER
ERK

F-1,6-biP
F-6-P
FADD

Fas-L

FBS
FDA
Foxp3
G-6-P
G-6-PD

GAP, PGAL
GBM
GLUT
GSK-3B
HATs
HCMV
HDACGC:s
HIF-1a

HK

IDH

ang. death-inducing signal complex, kompleks sygnatowy wywotujacy $mier¢
ang. dimethylsulfoxide, dimetylosulfotlenek

ang. dolichol phosphate, fosforan dolicholu

ang. dolichyl phosphate glucose, fosfodolichylo-glukoza

ang. dolichyl phosphate mannose, fosfodolichylo-mannoza

ang. epidermal growth factor receptor, receptor naskorkowego czynnika
wzrostu

ang. erythroid Krueppel-like transcription factor, erytroidalny czynnik
transkrypcyjny podobny do Krueppela

ang. endoplasmic reticulum, retikulum endoplazmatyczne

ang. extracellular signal-regulated kinases, kinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomérkowym

ang. fructose 1,6-bisphosphate, fruktozo-1,6-bisfosforan

ang. fructose-6-phosphate, fruktozo-6-fosforan

ang. Fas-associated death domain protein, biatko domeny $mierci zwigzane z
Fas

ang. Fas ligand, ligand Fas, bialko transbtonowe nalezace do cytokin z rodziny
TNF

ang. fetal bovine serum, ptodowa surowica bydleca

ang. Food and Drug Administration, Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow
ang. forkhead box P3, skurfina (czynnik transkrypcyjny)

ang. glucose-6-phosphate, glukozo-6-fosforan

ang. glucose-6-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza glukozo-6-
fosforanowa

ang. glyceraldehyde 3-phosphate, aldehyd 3-fosfoglicerynowy

ang. glioblastoma multiforme, glejak wielopostaciowy

ang. glucose transporter, transporter glukozy

ang. glycogen synthase kinase-3 beta, kinaza syntazy glikogenu-3 beta

ang. histone acetyltransferases, acetylotransferazy histonowe

ang. human cytomegalovirus, ludzki cytomegalowirus

ang. histone deacetylases, deacetylazy histonow

ang. hypoxia-inducible factor 1a, czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksja
ang. hexokinase, heksokinaza

ang. isocitrate dehydrogenase, dehydrogenaza izocytrynianowa
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IR

INK

KRN
LDHA
LLO
MAPI1-LC3

Mcl-1
MCT
MGMT

MPTP

MRA

MRI, RM
MTIC

mTORCI
MyoD
NaBt
NAD+

NADH

NaVPA
NF-1
NF-xB

NOS
OAA
OUN
PBS

ang. infrared radiation, promieniowanie podczerwone

ang. c-Jun N-terminal kinase, kinaza biatka c-Jun

Krajowy Rejestr Nowotworow

ang. lactate dehydrogenase, dehydrogenaza mleczanowa

ang. lipid linked oligosacharide, pierwotny oligosacharyd

ang. microtubule-associated protein 1 light chain 3, tancuch lekki 3 biatka
zwigzanego z mikrotubulami

ang. myeloid cell 91 leukaemia- 1, biatko anty-apoptotyczne

ang. monocarboxylate transporters, transportery monokarboksylanow
ang. O6-methylguanine-DNA methyltransferase, metylotransferaza O-6-
metyloguaniny

ang. mitochondrial permeability transition pore, por przejsciowy
przepuszczalnos$ci mitochondrialnej

ang. magnetic resonance angiography, angiografia metoda rezonansu
magnetycznego

ang. magnetic resonance imaging, rezonans magnetyczny

ang. 5-(3-Methyl-I-triazeno)-imidazole-4-carboxamide, metylo-triazen-1-
imidazolo-4-karboksyamid

ang. mammalian target of rapamycin complex 1, kompleks 1 kinazy mTOR
ang. myoblast determination protein 1, biatko 1 okreslajace mioblasty
ang. sodium butyrate, maslan sodu

ang. oxidized form of nicotinamide adenine dinucleotide, forma utleniona
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

ang. reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide, forma zredukowana
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

ang. sodium valproate, walproinian sodu

ang. neurofibromatosis- 1, neurofibromatoza typu 1

ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, jadrowy
czynnik transkrypcyjny

ang. not otherwise specified, status IDH nie zostat okreslony

ang. oxaloacetic acid, kwas szczawiooctowy

osrodkowy uktad nerwowy

ang. Phosphate buffered saline, s6l fizjologiczna buforowana fosforanem
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PDK1 ang. pyruvate dehydrogenase kinase 1, kinaza 1 zalezna od

fosfatydyloinozytolu
PEP ang. phosphoenolpyruvate, fosfoenolopirogronian
PET ang. positron emission tomography, pozytonowa tomografia emisyjna
PFK-1 ang. phosphofructokinase- 1, fosfofruktokinaza-1
PGI ang. glucose-6-phosphate isomerase, izomeraza glukozo-6-fosforanowa

PI3K-III ang. class 11l phosphatidylinositol 3-kinase, 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

klasy 111
PKM ang. pyruvate kinase, kinaza pirogronianowa
PON2 ang. paraoxonase 2, paraoksanaza 2
PPP ang. pentose phosphate pathway, szlak pentozofosforanowy
proteaze 1
PTCL ang. peripheral T-cell lymphoma, chtoniak z obwodowych komorek T
PTEN ang. phosphatase and tensin homolog, gen dla homologu fosfatazy i tensyny
QCT ang. quercetin, kwercetyna
RB1 ang. retinoblastoma-1, retinoblastoma
ROS ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu
RUNX3 ang. runt-related transcription factor 3, czynnik transkrypcyjny 3 zwigzany z
runt
SDS ang. dodecyl sodium sulfate, siarczan dodecylu, s6l sodowa
SGLT ang. sodium-glucose linked transporter, kotransporter glukozowo — sodowy
Smac/DIABLO ang. second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP

binding protein with low pl, mitochondrialny czynnik 2 aktywujacy kaspazy,
wigzacy inhibitory kaspaz (IAPs)
SPECT ang. single-photon emission computed tomography, emisyjna tomografia

pojedynczego fotonu

STAT3 ang. signal transducer and activator of transcription 3, przekaznik sygnatu i
aktywator transkrypcji 3

TEMED ang. tetramethylethylenediamine, tetrametyloetylenodiamina

TERT ang. telomerase reverse transcriptase, odwrotna transkryptaza telomerazy

™Z ang. Temozolomide, Temozolomid

TNF ang. tumor necrosis _factor, czynnik martwicy nowotworoéw

TRADD ang. TNFRI- associated death domain protein, biatko domeny §mierci
zwigzane z TNFR1
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TRAIL

ULK
UPR
VEGF

WHO
WP1122
WP1234

ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand, ligand indukujacy apoptoze
zwigzany z TNF

ang. unc-51-like kinease, kinazy aktywujaca autofagi¢ unc-51

ang. unfolded protein response, odpowiedz na niesfaldowane biatka

ang. vascular endothelial growth factor, receptor czynnika wzrostu srodbtonka
naczyn

ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

ang. 3,6-di-O-acetyl-2-deoxy-D-glucose, 2-deoksy-3,6-di-O-acetylo-D-glukoza
ang. 3,6-di-O(2-ethyl)butyryl-2-deoxy-D-glucose 3,6-di-O-(2-Ethyl)butyryl-D-
glukoza
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1. Wstep
1.1. Glejaki - klasyfikacja

Glejaki to ogdlny termin uzywany do opisania pierwotnych nowotworéow osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN). Klasyfikacji glejakow mozemy dokonaé zgodnie z pochodzeniem
komoérek glejowych. Wyrézniamy nowotwory gleju gwiazdzistego (astrocytoma), gleju
skapowypustkowego (oligodendroglioma), gleju wyscidtkowego (ependymoma) jak réwniez
tzw. glejaki mieszane [1]. Nowotwory gleju gwiazdzistego stanowig prawie 80% wszystkich
glejakow. Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) klasyfikuje
glejaki w zaleznosci od stopnia zlosliwosci okreslanego przez kryteria histopatologiczne
wykorzystujace cechy morfologiczne guza, od tagodnych (I°) do najbardziej ztosliwych (IV®)
[2] (Tabela I). Ponadto w 2016 r. WHO opublikowata zmieniong klasyfikacje guzéw OUN
uwzgledniajacg charakterystyke molekularng nowotworéw mozgu. Zmiana ta dotyczy opisania
mutacji dehydrogenazy izocytrynianowej (ang. isocitrate dehydrogenase, IDH) i jej znaczenia

w patogenezie GBM [3].

Tabela I. Klasyfikacja nowotworow gleju gwiazdzistego wedtug WHO, 2016.
Typy nowotworow gleju gwiazdzistego Stopien zlosliwosci
Gwiazdziak rozlany (ang. diffuse astroctroma) — IDH mutant
Gwiazdziak gemistocytarny (ang. gemistocytic astrocytoma) — IDH mutant
Gwiazdziak rozlany (ang. diffuse astroctroma) — IDH typ dziki (ang. wild-type) -
Gwiazdziak rozlany — (ang. diffuse astroctroma) — NOS*
Gwiazdziak wlokienkowy (ang. fibrillar astrocytoma)
Gwiazdziak protoplazmatyczny (ang. protoplasmic astrocytoma)
Gwiazdziak anaplastyczny (ang. anaplastic astrocytoma) — IDH mutant
Gwiazdziak anaplastyczny (ang. anaplastic astrocytoma) — IDH typ dziki Ir°
Gwiazdziak anaplastyczny — NOS*
Glejak ztosliwy (ang. glioblastoma, GBM) — IDH typ dziki
Glejak wielokomorkowy (ang. giant cell glioblastoma)
Glejakomigsak (ang. gliosarcoma)
Glejak nablonkowy (ang. epithelioid glioblastoma) Ive
Glejak ztosliwy (ang. glioblastoma) — IDH mutant
Glejak ztosliwy (ang. glioblastoma) — NOS*
Rozlany glejak linii $rodkowej (ang. diffuse midline glioma) H3K27 mutant
*NOS — status IDH nie zostat okreslony
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Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM) IDH - typ dziki, to
najbardziej inwazyjny pierwotny nowotwor pochodzenia glejowego. Pacjenci z GBM maja zte
rokowanie 1 jedynie 3-5% pacjentéw przezywa dluzej niz trzy lata od diagnozy [4]. 90%
przypadkéw GBM stanowig guzy rozwijajace si¢ ,,de novo”. Pozostate 10% glejakéw to
nowotwory wtorne (z mutacja genu IDH), ktore rozwijaja si¢ poprzez transformacje
nowotworow o niskiej zto§liwosci — gwiazdziak rozlany lub anaplastyczny [3]. Mutacje genu
IDH wykazuje jedynie 2% pierwotnych, a az 80% wtornych GBM [5]. Glejaki pierwotne i
wtorne stanowig dwie odrebne jednostki chorobowe réznigce si¢ pod wzgledem zarowno
molekularnym jak i genetycznym, jednak nie wykazuja réznic morfologicznych. GBM
rozwijajacy sie ,,de novo” ro$nie w okresie okolo trzech miesigcy i cze$ciej wystepuje u osoéb
starszych, powyzej 55 roku zycia. Glejaki wtérne rozwijaja si¢ wolniej, maja lepsze rokowania
1 zazwyczaj wystepuja u osob mtodszych (Sredni wiek zachorowania to 44 lata) [6]. Badania
wskazuja, ze globalna zapadalno$¢ na GBM waha si¢ od 0,6-5/100 tys. osob rocznie [7]. W
krajach europejskich i Ameryce Poinocnej zapadalnos¢ na GBM wynosi 2/3 nowe przypadki
na 100 tys. oséb rocznie [8]. W Polsce guzy mozgu obejmuja 3,10% 1 1,62% wsrod zachorowan
na nowotwory zlosliwe odpowiednio dla kobiet i me¢zczyzn a czesto$§¢ zachorowania stale
ro$nie [9]. Od 1980 roku do teraz zauwazono okolo dwukrotny wzrost liczby nowych
przypadkéw nowotworow moézgu. GBM stanowi takze powazny problem pediatryczny. U
dzieci nowotwory OUN, zaraz po biataczkach, sg najczestszym typem nowotworu (ponad 15%
zachorowan u pacjentéw ponizej 19 roku zycia) [10-12].

Glejaki wielopostaciowe sg wysoce inwazyjnymi guzami. Obecnie terapia GBM oparta
jest o resekcje chirurgiczng guza (95% przypadkéw) i pézniejszg chemio- lub/i radio-terapie.
U wigkszosci pacjentéw dochodzi jednak do nawrotu choroby.

Pomimo postepu w terapii wielu typéw nowotwordéw od ponad trzech dekad mediana
przezycia pacjentdéw z GBM nie zwigkszyla si¢ znaczaco i wynosi okoto 14 - 15 miesiecy od
momentu diagnozy [13-15]. Wedtug danych z Krajowego Rejestru Nowotworéow (KRN) u
pacjentéw ze zdiagnozowanymi nowotworami moézgu jednoroczne wskazniki przezycia
wynosity mniej niz 50% zaréwno w przypadku kobiet jak i mezczyzn. Nowotwory mozgu
stanowig 3% zgonoéw powodowanych chorobg nowotworowa u kobiet i m¢zczyzn oraz 30%

zgondéw powodowanych chorobg nowotworowa dzieci (0 — 19 lat) [16].

1.2. Etiologia GBM
Przyczyny GBM s3 nadal nieznane. Postuluje si¢ udzial roéznych czynnikow

srodowiskowych, ale jedynym potwierdzonym czynnikiem ryzyka jest ekspozycja na wysokie
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dawki promieniowania jonizujacego [17]. Generalnie uwaza si¢, ze GBM to nowotwor
pojawiajacy si¢ w sposob samoistny. Predyspozycje genetyczne obserwowano tylko w 5 — 10%
przypadkéw [2]. GBM moze roéwniez wystgpowac w przebiegu chordb genetycznych tj.:
choroba von Recklinghausena (neurofibromatoza typu 1 (NF-1)), zesp6t Turcota, zesp6t Li-
Fraumeni, stwardnienie guzowate [18-23]. Uwaza sie, rOwniez, ze cytomegalowirus (ang.
human cytomegalovirus, HCMV), ktory powoduje wrodzone zapalenie moézgu czy zmiany
wielonarzadowe u dorostych jest jednym z czynnikow etiologicznych rozwoju GBM [24].
Ponadto, postuluje si¢ udziat estrogendw w patogenezie GBM, gdyz GBM jest nowotworem
czesciej diagnozowanym u kobiet w wieku post-menopauzalnym [25]. Zauwazono takze, iz
infekcje oraz choroby alergiczne maja ochronny wplyw na rozwdj GBM. U alergikéw

prawdopodobienstwo wystapienia GBM jest nizsze nawet o 40% [26].

1.3. Cechy morfologiczne GBM

GBM sklada si¢ z polimorficznych, wrzecionowatych komorek, ktore charakteryzuje
przewaga proliferacji nad zréznicowaniem i dojrzewaniem komorek (anaplazja), atypia jader,
aktywno$¢ mitotyczna, kwasochtonna cytoplazma oraz niewyrazne granice migdzykomoérkowe
[27]. Jadra komorek glejaka sg owalne lub wydtuzone, hiperchromatyczne z gruboziarnista,
zbita chromatyng i zawieraja wiele utozonych centralnie lub obwodowo jaderek. Komorki
GBM maja zwigkszony stosunek jadrowy do cytoplazmatycznego, niektdre zawierajg
wtracenia wewnatrzjadrowe. Ponadto moga takze wystepowaé dwa lub wigcej jader
komorkowych jak réwniez makrofagi, neutrofile, limfocyty czy komorki nekrotyczne [28]. Ze
wzgledu na zawarto$¢ duzych wakuoli tluszczowych, niekiedy komorki GBM sg podobne w
morfologii do adipocytow [29, 30]. Glejak charakteryzuje si¢ duzym unaczynieniem oraz
wystepowaniem obszardw martwicy wywotanej niedotlenieniem, ktdre sg otaczane przez strefy

tzw. pseudopalisad, zawierajacych komorki apoptotyczne [31, 32].

1.4. Obraz kliniczny GBM

Obraz kliniczny pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym zalezy przede wszystkim od
umiejscowienia guza jak rowniez wzrastajacego wraz z postgpem choroby ci§nienia wewnatrz-
czaszkowego. Najczesciej wystepujacymi objawami GBM sa: béle glowy, senno$é¢, zaburzenia
widzenia, rownowagi i osobowosci, napady padaczkowe, czeste omdlenia a takze bol plecow,
czy rwa kulszowa. Objawy sa poczatkowo niespecyficzne, przez co diagnostyka GBM bywa

utrudniona [33, 34].
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1.5. Diagnostyka GBM

Diagnostyka glejaka wielopostaciowego obejmuje badania obrazowe jak rowniez
laboratoryjne. Do obrazowych metod zalicza si¢: tomografie komputerowa (TK, ang. computed
tomography, CT), emisyjna tomografi¢ pojedynczego fotonu (ang. single-photon emission
computed tomography, SPECT), rezonans magnetyczny (RM, ang. magnetic resonance
imaging, MRI), angiografi¢ metoda rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance
angiography, MRA) jak réwniez pozytonowa tomografi¢ emisyjng (ang. positron emission
tomography, PET) [35-37]. Pomimo dobrej rozdzielczo$ci oraz mozliwo$ci oceny charakteru,
unaczynienia czy metabolizmu tkanek, metody obrazowe nie w kazdym przypadku pozwalaja
trafnie 1 jednoznacznie zdiagnozowa¢ rodzaj guza. Co wigcej, identyczne pod wzgledem
morfologii guzy zazwyczaj r6znig si¢ od siebie pod wzglgdem molekularnym [38]. Niedawne
postepy w technice sekwencjonowania nowej generacji zapoczatkowaly identyfikacje
charakterystycznych, molekularnych cech GBM, dzigki czemu mozliwe jest doktadniejsze
poznanie podloza molekularnego tej choroby. W rezultacie zaproponowano szereg
biomarkerow prognostycznych i diagnostycznych. Biomarkerami, ktére sg obecnie stosowanie
do stratyfikacji pacjentéw GBM sa: gen metylotransferazy O-6-metyloguaniny — MGMT (ang.
O6-methylguanine-DNA methyltransferase) 1 delecja 1p/19q, IDH1/2, receptor naskorkowego
czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR), receptor czynnika wzrostu
srédblonka naczyn (ang., vascular endothelial growth factor, VEGF), gen biatka p53, gen
pl6INK4a, gen dla homologu fosfatazy i tensyny — PTEN (ang. phosphatase and tensin
homolog), gen odwrotnej transkryptazy telomerazy (ang. telomerase reverse transcriptase,
TERT), gen NF'I (ang. neurofibromatosis-1), gen RB1 (ang. retinoblastoma-1), ocena poziomu
trojmetylowanej lizyny 4 histonu H3 (H3K4me3), ocena metabolizmu fosfolipidéw [38-43].

1.6. Terapia GBM

Pomimo znaczacych postepéw w diagnostyce, terapia GBM opiera si¢ gldéwnie na
resekcji chirurgicznej guza, chemioterapii i/lub radioterapii. Obecny schemat terapeutyczny nie
zapewnia jednak wyleczenia pacjenta a jedynie krdotkotrwate zahamowanie postgpu choroby.
Ze wzgledu na naciekajacy charakter GBM, catkowite, chirurgiczne usunigcie guza prawie
zawsze jest niemozliwe [44-46]. Z uwagi na ograniczong przenikalno$¢ lekow przez bariere
krew-mo6zg (ang. blood-brain barier, BBB) wybor mozliwych do stosowania
chemioterapeutykow jest ograniczony a jedynym dopuszczonym lekiem do stosowania w
pierwszej linii chemioterapii jest temozolomid (TMZ). Mechanizm dziatania TMZ opiera si¢

na hydrolizie leku wewnatrz komorki do metabolitu posredniego — MTIC (metylo-triazen-1-
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imidazolo-4-karboksyamidu), ktory ma dziatanie alkilujace. Prowadzi to do uszkodzenia DNA,
zaburzenia syntezy kwasow nukleinowych i bialek a w konsekwencji do $§mierci komorki [47].
Skutecznos¢ TMZ jest jednak rowniez bardzo ograniczona, gdyz u okoto 50% pacjentow z
GBM wystepuje nadekspresja enzymu MGMT, ktora bierze udzial w mechanizmach naprawy
DNA, znoszac cytotoksyczne dziatanie TMZ [48]. Nieznacznie lepsze efekty terapeutyczne sg
osiggane w schemacie leczenia TMZ w polaczeniu z radioterapig [49].

Wielopostaciowo$¢ komérek GBM oraz zrdéznicowanie na poziomie molekularnym sa
gléwnymi problemami w opracowaniu skutecznej terapii GBM. Istnieje pilna potrzeba
kliniczna opracowania nowych sposobow w leczeniu glejaka. Duza nadziej¢ poktadano w
rozwoju immunoterapii. Jedng z obiecujacych strategii bylo zastosowanie inhibitorow
angiogenezy, ale terapie antyangiogenne nie spetnity poczatkowych oczekiwan by w istotny
sposob zmieni¢ kliniczny przebieg choroby. Skuteczno$¢ w badaniach klinicznych dotyczacych
GBM wykazat jedynie Bevacizumab (przeciwciato monoklonalne wigzace VEGF), ktory zostat
zaakceptowany jako lek w nawrotowym GBM [50, 51]. Bavacizumab nie wykazuje jednak
istotnego wptywu na catkowita dtugo$¢ zycia pacjentéw z GBM, lecz jedynie poprawia jakos¢
zycia pacjentow ze wznowa [52].

Jednym z innowacyjnych i dotychczas niewykorzystanych terapeutycznie podejs¢ jest
celowanie w metabolizm guza moézgu. Guzy mdzgu sg silnie zalezne od procesu glikolizy, co
moze skutkowaé¢ ich wyjatkowa wrazliwo$cig na inhibicje tego procesu [53-55]. Zjawisko
nasilonego metabolizmu komoérek GBM jest powszechnie wykorzystywane w diagnostyce
technika PET. W metodzie PET jako znacznik wykorzystuje si¢ 18F-fluoro-2-deoxy-glukoze (2-
18FG), ktora jest pobierana przez szybko metabolizujace komorki nowotworowe. PET jest
standardem w diagnostyce guzéw moézgu, jednakze terapeutyczne wykorzystanie strategii
hamowania metabolizmu komorek nowotworowych dotychczas nie zostalo w pelni

wykorzystane [56].

1.7. Metabolizm glukozy w komorkach nowotworowych — efekt Warburga

Glukoza jest najpowszechniejszym zrédlem pozyskiwania energii komoérkowej jak
réwniez substratem do szeregu proceséw biochemicznych. W 1920 r. Otto Warburg zauwazyt,
ze komorki charakteryzujace si¢ wysokim stopniem proliferacji (w tym nowotworowe), nawet
w obecnosci tlenu preferuja glikolize tlenowa jako gtéwnie zrodto utylizacji glukozy i
pozyskiwania energii (tzw. efekt Warburga) [57]. W komorkach prawidlowych w obecnosci
tlenu utylizacja glukozy odbywa si¢ w procesie fosforylacji oksydacyjnej. W warunkach

beztlenowych komorki prawidtowe przeksztatcaja glukoze gldwnie w procesie glikolizy a
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produktem utylizacji jest mleczan [58]. W przeciwienstwie do prawidlowych, komorki
nowotworowe metabolizuja glukoze do mleczanu nawet w warunkach dostepnosci tlenu [57,
59-63]. W wyniku procesu glikolizy z jednej czasteczki glukozy zostaja wytworzone dwie
czasteczki pirogronianiu a w konsekwencji dwie czasteczki ATP (ang. adenosine-5'-
triphosphate) podczas gdy poprzez fosforylacj¢ oksydacyjng wytworzonych jest 36 czasteczek
ATP. W trakcie glikolizy tlenowej wytwarzane sg 4 czasteczki ATP [61, 64, 65]. Schematyczny
przebieg metabolizmu glukozy w komorkach prawidlowych i nowotworowych zostat

przedstawiony na Rysunku 1.

Tkanka zréznicowana Tkanka proliferujgca Nowotwor
+ Q;, 2 ‘-“O2 +- 0,
Glukoza Glukoza Glukoza
0, Pirogronian Pirogronian 0, Pirogronian
I /N 8%
\ Mleczan 5% Micczai
e FLA
Cykl Krebsa
CO, CO,
Oddychanie tlenowe ‘ Oddychanie beztlenowe Glikoliza tlenowa
36 moli ATP/mol glukozy (glikoliza) (EFEKT WARBURGA)
2 mole ATP/mol glukozy - 4 mole ATP/mol glukozy

Rysunek 1. Porownanie metabolizmu glukozy w komorkach prawidlowych i nowotworowych
(oddychanie tlenowe i beztlenowe vs glikoliza tlenowa).

Do wnetrza komorki glukoza jest transportowa przez transportery GLUT (ang. glucose
transporter) a takze SGLT (ang. sodium-glucose linked transporter) [66, 67]. Ze wzgledu na
wysokie zapotrzebowanie metaboliczne komoérek nowotworowych, charakteryzuje je
nadekspresja GLUT w porownaniu do komoérek prawidlowych [68, 69]. We wnetrzu komorki
glukoza ulega fosforylacji z udziatem enzymu heksokinazy (HK) do glukozo—6—fosforanu (ang.
glucose-6-phosphate, G-6-P), ktory nastepnie jest metabolizowany przez dehydrogenaze
glukozo—6—fosforanowa (ang. glucose-6-phosphate dehydrogenase, G-6-PD) w szlaku
pentozofosforanowym (z ang. pentose phosphate pathway, PPP) lub jest przeksztatcany do
fruktozo—6—fosforanu (ang. fructose-6-phosphate, F-6-P) przez izomeraz¢ glukozo—6—

fosforanowa (z ang. phosphoglucose isomerase, PGIl). W kolejnym etapie F-6-P jest
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przeksztalcany przez fosfofruktokinaze (ang. phosphofructokinase-1, PFK-1) do fruktozo-1,6-
bisfosforanu (ang. fructose 1,6-bisphosphate, F-1,6-biP). F-1,6-diP jest kolejno przeksztalcany
w aldehyd 3—fosfoglicerynowy (ang. glyceraldehyde 3-phosphate, GAP, PGAL) lub
fosfodihydroksyaceton (ang. dihydroxyacetone phosphate, DHAP) wykorzystywany w
syntezie trigliceroli 1 fosfolipidoéw. W nastepnych etapach fosfoenolopirogronian (ang.
phosphoenolpyruvate, PEP) jest przeksztalcany do pirogronianu przez enzym — kinazg
pirogronianow3 (z ang. pyruvate kinase, PKM). PKM jest dezaktywowana z powodu dzialania
glukagonu podczas niedozywienia komorki przez co PEP nie moze zosta¢ dalej przeksztatcony
w pirogronian. Dlatego tez alternatywnie poprzez glukoneogenez¢ jest przeksztalcany w
glukoze, ktora jest wydalana z watroby i1 zaopatruje tkanki w stanie niedoboréw. Ostatnig
przemiang procesu glikolizy jest przeksztalcenie pirogronianiu przez dehydrogenazg
mleczanowa, ktora utlenia NADH (ang. reduced form of nicotinamide adenine dinucleotide) do
NAD:+ (ang. oxidized form of nicotinamide adenine dinucleotide) 1 wytworzenie mleczanu lub
acetylo-CoA (ang. acetyl coenzyme A). W komorkach nowotworowych jedynie okoto 5%
pirogrionianu jest katalizowane do acetylo-CoA [70-74]. Schematyczne przedstawienie

przeksztalcen glukozy w komorkach nowotworowych ilustruje Rysunek 2.
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie przebiegu procesu glikolizy w komoérce nowotworowej.
Najwazniejsze enzymy kontrolujgce poszczegélne etapy glikolizy zaznaczono na czerwono [74].
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Istnieje kilka mechanizméw, ktore warunkujg nasilenie glikolizy w warunkach
tlenowych. W odpowiedzi na warunki niedotlenienia komodrki nowotworowe
przeprogramowuja protoonkogeny, zmieniaja szlaki sygnalizacyjne a takze aktywuja rozne
czynniki transkrypcyjne, z ktorych kluczowe znaczenie ma HIF-1a (ang. hypoxia-inducible
factor 1a). HIF-1a aktywuje transkrypcje genéw kodujacych transportery glukozy (GLUT),
transportery monokarboksylanow (ang. monocarboxylate transporters, MCT) oraz enzymy
glikolityczne: heksokinaz¢ I/Il (HK I/Il), kinazg pirogronianowa (PKM), dehydrogenaze
mleczanowg (LDHA) [75-78]. Ponadto, aktywacja HIF 1a poprzez zwigkszenie ekspresji PDK1
(ang. pyruvate dehydrogenase kinase 1) zmniejsza oddychanie mitochondrialne a takze
indukuje mitoautofagi¢ zalezna od BNIP3 (ang. BCL2/adenovirus EIB 19 kDa protein-
interacting protein). Co wigcej, czynnik HIF-1a umozliwia zachowanie homeostazy pomi¢dzy
zuzyciem tlenu, produkcja energii w postaci ATP a powstawaniem reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS) w odpowiedzi na hipoksje.

Komoérki nowotworowe réznych typdw nowotwordw rdznig si¢ natezeniem procesu
glikolizy w utylizacji glukozy [79]. Glejak wielopostaciowy i rak trzustki charakteryzuje
natomiast metabolizm wybitnie glikolityczny [53, 80, 81]. Jedng z molekularnych przyczyn
wysoce glikolitycznego charakteru komoérek GBM jest mutacja genu /IDHI. IDH]I to enzym
cyklu Krebsa, ktorego niska aktywnos$¢ prowadzi do konstytutywnej aktywnosci czynnika HIF-
la, 1 zaleznych od niego enzymow szlaku glikolizy w komorce [82, 83].

Z uwagi na kluczowe znaczenie procesu glikolizy dla przezycia komorek GBM, proces
ten jest atrakcyjnym celem terapeutycznym. Jednym z najlepiej poznanych inhibitoréw procesu

glikolizy jest pochodna glukozy — 2-deoxy-D-glukoza (2-DG) [84-90].

1.8. 2-DG jako inhibitor glikolizy

2-DG jest syntetycznym analogiem glukozy, w ktorym grup¢ hydroksylowa (-OH) przy
drugim atomie wegla zastapiono wodorem. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne 2-DG i
glukozy, 2-DG dziata jako kompetycyjny inhibitor metabolizmu glukozy [90, 91]. Brak grupy
hydroksylowej przy 2 atomie wegla w czasteczce glukopiranozy sprawia, ze 2-DG jest zarowno

analogiem glukozy i mannozy, co ilustruja wzory strukturalne przedstawione na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Budowa czasteczki D-glukozy, 2-DG oraz D-mannozy [92].

Pierwsze doniesienia dotyczace efektow oddzialywania 2-DG pochodzg z 1952 r. gdzie
opisano hamujacy wplyw 2-DG na proliferacj¢ linii komorkowej migsaka szczura [93].
Po6zniejsze badania fermentacji glukozy u drozdzy wykazaty, iz 2-DG konkuruje z glukoza [94].
Inne prace potwierdzity wspétzawodnictwo pomiedzy 2-DG oraz glukoza w komoérkach
prawidtowych oraz nowotworowych [95]. Istotnym faktem w konteks$cie terapii glejakow jest
zdolno$¢ przenikania 2-DG przez BBB ze wzgledu na swoje wysokie podobienstwo w
strukturze do czasteczki glukozy. Ponadto, 2-DG wykazuje niska toksyczno$¢ i moze by¢
podawany doustnie. Wspomniane witasciwosci 2-DG sprawity, iz jest postrzegana jako
kandydat na lek przeciwnowotworowy. Atrakcyjng koncepcja jest takze zastosowanie 2-DG w

terapiach kombinowanych z innymi zwigzkami o dziataniu cytotoksycznym [73, 93].

1.8.1. Wewnatrzkomorkowy metabolizm 2-DG

2-DG analogicznie jak glukoza jest transportowana do wnetrza komorki przez
transportery GLUT jak réwniez w wyniku transportu aktywnego przez transportery SGLT [96].
We wnetrzu komoérki 2-DG ulega fosforylacji przez HK 11 do 2-deoksyglukozo-6-fosforanu
(ang. 2-deoxy-D-glucose-6-phosphate, 2-DG-6-P). 2-DG-6-P ze wzgledu na brak grupy -OH,
nie jest dobrym substratem dla kolejnych enzymoéw: izomerazy-glukozo-6—fosforanowej (PGI)
1 dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G-6-PD) i nie ulega dalszym przemianom w szlaku
glikolizy. 2-DG-6-P hamuje w sposob kompetycyjny PGI podczas gdy niekompetycyjnie
hamuje aktywno$¢ HK, co schematycznie przedstawia Rysunek 4 [97]. W konsekwencji
dochodzi do wewnatrzkomdrkowej akumulacji 2-DG-6-P, zmniejszenia transportu glukozy do
komorki, niedoboru ATP, zatrzymania cyklu komérkowego oraz indukcji $mierci komorki [98,
99]. Postuluje sig, iz hamowanie glikolizy przez 2-DG jest silniejsze w warunkach hipoks;ji,
gdyz w warunkach normalnej dostepnosci tlenu komorki nowotworowe moga wytwarzaé ATP

uzywajac alternatywnych szlakéw sygnatowych z kwasow tluszczowych lub aminokwasow
[100].
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Rysunek 4. Schemat dziatania 2-DG na poziomie komorki [93].

1.8.2. 2-DG jako czynnik zaburzajacy proces N — glikozylacji bialek

Mannoza jest epimerem glukozy, rézni je jedynie potozenie grupy -OH, ktora po jej
usunieciu tworzy czasteczke 2-DG (Rysunek 3). Dlatego tez 2-DG jest zarazem 2-deoksy-
mannozg (ang. 2-deoxy-mannose, 2-DM) 1 moze wptywaé na jej metabolizm. Najwazniejszym
procesem komorkowym, w ktéorym uczestniczy mannoza jest N-glikozylacja biatek [101, 102].
N-glikozylacja bialek rozpoczyna si¢ w retikulum endoplazmatycznym (ang. endoplasmic
reticulum, ER) 1 jest kontynuowana wewnatrz aparatu Golgiego. Polega ona na przytaczeniu
reszty cukrowej tj. mannozy, glukozy, N-acetyloglukozoaminy do no$nika lipidowego, ktérym
jest fosforan dolicholu i utworzeniu wigzania glikozydowego w wyniku czego powstaje
pierwotny sacharyd — LLO (ang. lipid linked oligosacharide). Powstaty glikan o strukturze
Man5GIcNAc2 zostaje przeniesiony do wnetrza ER gdzie nastgpuje wydluzanie
oligosacharydu przez dotaczanie aktywowanych przez Dol-P (ang. dolichol phosphate)
czterech mannoz i trzech glukoz. Powstaja odpowiednio Dol-P-Man (ang. dolichy!l phosphate
mannose) 1 Dol-P-Glc (ang. dolichyl phosphate glucose). Proces glikozylacji stabilizuje
strukturg IlI-rzedowa biatek, chroni je przed proteoliza, kontroluje proces ich prawidtowego
faldowania a takze odpowiada za przekazywanie sygnatow wewnatrzkomorkowych, wlasciwe
interakcje wewnatrzkomorkowe 1 adhezj¢ komorki [103-105].

Ze wzgledu na swoje podobienstwo do mannozy, 2-DG nie tylko wspotzawodniczy z
metabolizmem mannozy, ale takze wbudowuje si¢ (2-DG-GDP, ang. 2-deoxy-D-glucose-
guanosine 5 ’-diphosphate) w oligosacharydy potaczone z Dol-P (Rysunek 5). Inhibicja GDP-

mannozy przez 2-DG-GDP prowadzi do nieprawidtowego faldowania biatek, ich zatrzymania
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w ER, co indukuje proces tzw. odpowiedzi na niesfatldowane biatka — UPR (ang. unfolded
protein response), zaburzenie autofagii, aktywacje AMPK (ang. AMP-activated protein kinase),
obnizenie aktywnos$ci ERK (ang. extracellular signal-regulated kinases) oraz kinazy biatkowe;j
B/AKT. Finalnie przyczynia si¢ to do apoptotycznej $mierci komorki [93, 103, 104, 106-108].
Efekty dzialania 2-DG na proces glikozylacji moga zosta¢ odwrocone poprzez dodanie
egzogennej mannozy, co zatrzymuje stres ER oraz aktywacj¢ autofagii, natomiast nie ma
wptywu na ilo$¢ wytwarzanego ATP [109-112]. Ponadto prace Kurtoglu i wsp. [107] wykazaty,
iz dziatanie 2-DG jest zalezne od dostgpnosci tlenu — w warunkach hipoksji 2-DG
preferencyjnie zaburza proces glikolizy natomiast w normoksji ma wigkszy wplyw na

zaburzenie glikozylacji biatek [93, 107].
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A - Glukoza
i ® - Mannoza

- N-acetylo-glukozamina

Rysunek 5. Schemat dziatania 2-DG na N-glikozylacj¢ biatek [74].

1.8.3. Aktywacja AMPK przez 2-DG — indukcja procesu autofagii

Jednym z dobrze poznanych efektow dzialania 2-DG na komorke jest aktywacja kinazy
aktywowanej 5'AMP (ang. adenosine 5'-monophosphate) - AMPK. W nastepstwie
niedoboru ATP oraz stresu ER aktywacji ulega enzym AMPK [95, 113]. Konsekwencja
aktywacji AMPK jest zahamowanie aktywnosci kinazy mTORC]1 (ang. mammalian target of
rapamycin complex 1) i indukcja procesu autofagii [95, 114].

Autofagia (makroautofagia) zachodzaca we wnetrzu kazdej komorki jest procesem

katabolicznym, ktéry polega na degradacji sktadnikow komoérkowych (sktadnikow
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cytoplazmatycznych i organelli) w pgcherzykach o podwdjnych btonach - autofagolizosomach
[115]. Kompletny autofagosom dojrzewa przez potaczenie z lizosomem i/lub endosomem w
wyniku czego powstaje autofagolizosom z pojedyncza btong. W autofagolizosomach zachodzi
trawienie (przez hydrolazy) zawarto$ci pecherzyka a uwolnione do cytoplazmy aminokwasy,
nukleotydy czy kwasy tluszczowe sa ponownie wlaczane w procesy anaboliczne [116, 117].
Proces ten odgrywa istotng role we wzroscie, rozwoju i homeostazie komorek, jest
mechanizmem adaptujacym komorki do stresu. Autofagia jest indukowana przez liczne bodzce
tj., niedobor skladnikow odzywczych, infekcje patogenem, agregacje biatek, nieprawidtowo
sfaldowane biatka, niedotlenienie, obecno$¢ wolnych rodnikéw czy dziatanie zwigzkow
chemicznych [117, 118]. Ponadto, autofagia jest nieodtgcznym procesem wystepujacym w
wielu chorobach, w tym nowotworach [119]. W przypadku komoérek nowotworowych proces
autofagii pelni dwojaka role. Podczas niedoboru sktadnikow odzywczych/stresu koméorkowego
autofagia zachodzi z wigksza intensywnoscia, aby zapewni¢ dostarczenie skladnikow
odzywczych stuzacych jako zrdédlo energii i podtrzymacé przezywalno$¢ komorek [120]. Z
drugiej strony, w sytuacji dlugo trwajacego stresu komoérkowego, przedtuzajacy si¢ procesu
autofagii moze indukowaé §mier¢ komoérki na drodze apoptozy [121]. Autofagia i apoptoza to
procesy Scisle ze soba powigzane od ktorych zalezy dalszy los komorki [122, 123].

Regulacja przebiegu autofagii jest ztozona i bierze w niej udziat wiele biatek
komoérkowych, z ktérych kluczowe znaczenia maja kompleks ULK (ang. unc-51-like kinease,
bioracy udzial w formowaniu fagoforu oraz aktywacji kompleksu klasy III PI3K (ang. class 111
phosphatidylinositol 3-kinase): Vps34, Vpsl5, Beklina-1) [124], kompleksy ATGS5-
ATG12/16L 3 oraz biatka zwigzane z mikrotubulami, LC3 (ang. microtubule-associated protein
1 light chain 3, MAP1-LC3) [125]. W przypadku ssakéw, tzw. ssaczy cel rapamycyny, kinaza
mTOR jest powigzana z proliferacjg i stresem komorek a takze progresjag nowotworu [126].
Aktywacja mTORC1 ma kluczowa role¢ w fosforylacja biatka zwigzanego z autofagia - ATG
(ang. autophagy-related protein) a jej konsekwencja jest inhibicja procesu autofagii. W sytuacji
stresu, glodu czy uszkodzenia organelli komorki, mTORCI jest hamowany a autofagia
wzmocniona. Kinaza mTORCI jest regulowana przez kinaz¢ AMPK, ktora jest aktywowana
na skutek foforylacji treoniny 172 (Thr172) przez kinaz¢ serynowo-treoninowg 11 (LKBI11) i
kinaz¢ kalmodulino zalezng (CaMKK). Hamowanie mTORCI i aktywacja AMPK indukuje
autofagie [127-129].

Zahamowanie kinazy mTORC1 powoduje defosforylacje kompleksu kinaz ULK i jego

aktywacje [130], co zostalo schematycznie przedstawione na Rysunku 6.
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Rysunek 6. Schematyczny przebieg makroautofagii wywotanej czynnikami stresowymi [131].

1.8.4. Wplyw 2-DG na indukcje¢ procesu apoptozy

Niedobor ATP w komorce zaburza prawidlowy przebieg wszystkich procesow
komoérkowych. Ponadto, rozregulowanie procesu dojrzewania biatek komoérkowych dodatkowo
uposledzaja ich funkcje. Z tego tez wzgledu cytotoksyczne oddziatywanie 2-DG wobec
komoérek nowotworowych manifestuje si¢ indukcja procesu apoptozy. Apoptoza jest procesem
ztozonym, ktorego przebieg w komorce nastgpuje z udziatem szlaku zewnatrzpochodnego
(receptorowego), lub szlaku wewnatrzpochodnego (mitochondrialnego), lub szlaku
pseudoreceptorowego (wykorzystujacy perforyny i granzym B) lub szlaku indukowanego
stresem ER [132, 133].

Zewnatrzpochodny szlak apoptozy jest aktywowany, gdy ligandy tj.: czynnik martwicy
nowotworu TNF (ang. tumor necrosis factor), Fas-L (ang. fas ligand) lub TRAIL (ang. TNF-
related apoptosis-inducing ligand) sg przylaczane do specyficznego receptora transbtlonowego,
odpowiednio: TNFR1, lub CD95/APO-1 lub TRAIL-R [134, 135]. Przylaczanie ligandu do
receptora uruchamia utworzenie kompleksu sygnalu indukujacego $mier¢ komorki — DISC
(ang. death-inducing signal complex), w sklad ktérego wchodza biatka FADD (ang. Fas-
associated death domain protein) lub TRADD (ang. TNFRI- associated death domain protein),
prokaspazy 8 1 10. Gléwna rolg kompleksu DISC jest autokataliza i aktywacja kaspazy 8 [136-
139]. Aktywna kaspaza 8 aktywuje tzw. kaspazy efektorowe - 3, 6 i 7 lub szlak
wewnatrzpochodny apoptozy poprzez translokacje biatka Bid do btony mitochondriéw [140].
stymulowany przez ro6zne czynniki

Wewnatrzpochodny szlak apoptozy jest

niereceptorowe - negatywne (brak czynnikow wzrostu, hormonéw oraz cytokiny) i pozytywne
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(promieniowanie, niedotlenienie, toksyny, infekcje wirusowe, hipertermia czy wolne rodniki)
[133, 141]. W wyniku dzialaniu w/w czynnikow nast¢puja zmiany w btonie mitochondrialne;j,
otwarcie kanatéw mitochondrialnych MPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore),
utrata potencjatu transbtonowego oraz uwolnienie do cytoplazmy bialek pro-apoptotycznych
[142]. Poziom zamknigcia lub otwarcia MPTP kontroluja biatka z rodziny Bcl-2, zaréwno
dziatajace anty- lub pro-apoptotycznie [143, 144]. Otwarcie MPTP wigze si¢ z uwolnieniem do
cytoplazmy biatek cytochromu ¢, Smac/DIABLO i proteazy serynowej HtrA2/Omi [145, 146].
Cytochrom ¢ indukuje oligomeryzacje¢ biatka APAF1 (ang. apoptotic protease activating factor
1) 1 wigze prokaspaze 9, w wyniku czego powstaje struktura nazywana apoptosomem [147]. W
apoptosomie dochodzi do dimeryzacji prokaspazy 9 i jej aktywacji co z kolei aktywuje kaspazy
efektorowe 3 17 [147, 148]. Druga grupg biatek uwalnianych z mitochondrium do cytoplazmy
sa biatko AIF (ang. apoptosis inducing factor), endonukleaza G oraz CAD [149]. Bialka te
dzialaja niezaleznie od kaspaz, przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego i wywotuja

fragmentacj¢ DNA [150]. Schematyczny przebieg szlakow sygnatowych apoptozy ilustruje
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Rysunek 7. Szlaki sygnatowe procesu apoptozy. Szlak zewnatrzpochodny uruchamia przylaczenie do
receptorow $mierci ich ligandow co skutkuje utworzeniem kompleksu DISC (miejsce aktywacji
kaspazy-8). Szlak wewnatrzpochodny uruchamia zaburzenie rownowagi (ktora jest pod kontrolg biatek
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rodziny BH3-only) migdzy biatkami Bcl-2 a BAX. Cytochrom c, APAF-1 i prokaspaza-9 prowadzg do
powstania apoptosomu i aktywacji kaspazy-9 [151].

Jak wspomniano wcze$niej, szlak apoptozy jest $cisle kontrolowany przez biatka z
rodziny Bcl-2, ktére zostaty sklasyfikowane na podstawie funkcji na trzy grupy [143]. Pierwsza
grupa sa biatka antyapoptotyczne: Bcl-2, Bel-xl (ang. Bcl-extra long), Bcel-w, Mcl-1 (ang.
myeloid cell 91 leukaemia-1), Al/Bfl i Bcl-B [152]. Podstawowa funkcja biatek
antyapoptotycznych jest zapobieganie zakloceniom integralno$ci blon mitochondrialnych i
tworzenia kanatow [ 153, 154]. Druga grupe stanowig biatka pro-apoptotyczne wielodomenowe
(efektory) takie jak: Bax, Bak, Bok. Kolejng grup¢ stanowig biatka pro-apoptotyczne BH3-only
tj.: Bcl-rambo, Bid, Bim, Blk, Bnip3, Nix, NOXA, PUMA, Bcl-Gs, Bad, Bik i Hrk [155].
Oddzialywanie biatek pro- i antyapoptotycznych ma charakter dynamiczny i oparty jest na ich

wzajemnych oddziatywaniach, ktére ilustruje Rysunek 8.

BAD . Bialka pro-
BMF PUMA NOXA apoptotyczne
tBID BH3-only
leiyd
1
BCL-2 Bialka anty-
BCL-XL : M21L-1 apoptotyczne
BCL-W 2

» v { Wielodomenowe bialka
BAX/BAK

pro-apoptotyczne

1 (efektorowe)

APOPTOZA

Rysunek 8. Bialka z rodziny Bcl-2 i ich funkcja w szlaku mitochondrialnym apoptozy. Biatka
antyapototyczne chronig przezycie komorki zapobiegajac otwarciu kanatéw MPTP przez zahamowanie
proapoptotycznych biatek ,,efektorow” Bax/Bak. Biatka BH3-only pelnig kluczowa role regulacyjng w
wewnatrzpochodnym szlaku apoptozy. Umozliwiaja czynnikom Bax, Bak otwarcie kanatéw MPTP oraz
sprzyjaja procesowi zaprogramowanej Smierci komorki. Bezposrednia aktywacja Bax, Bak przez biatka
Bim, PUMA, tBid nie jest jednoznaczna z indukcja $mierci komorki [156].

W fazie wykonawczej apoptozy kaspazy efektorowe 3, 6, 7 1 9 powoduja zniszczenie
biatek cytoplazmatycznych i jadrowych [157]. Degradacji ulega polimeraza ADP rybozy oraz
biatkowa kinaza DNA. Uszkodzenie lamin powoduje zniszczenie btony jadrowej, nastepuje

zniszczenie filamentéw posrednich i1 aktyny w cytoszkielecie [141]. Nastgpuje kondensacja
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cytoplazmy (zmiana ksztaltu i wielkosci komorki) i chromatyny, DNA ulega fragmentacji.
Podczas zaawansowanego etapu apoptozy jadro komérkowe ulega fragmentacji i zanika btona
jadrowa, a ostatecznie powstajg tzw. ciatka apoptotyczne, ktore ulegaja fagocytozie przez
sasiadujace komorki [141].

Liczne doniesienia potwierdzaja proapoptotyczne dziatanie 2-DG. Wykazano, iz 2-DG
przez supresje cytoprotekcyjnej autofagicznej sygnalizacji w komorkach za posrednictwem
kinazy JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases) moze uwrazliwia¢ komorki nowotworu zotadka na
apoptoze indukowang przez TRAIL [158]. Takze Liu i wsp. [159], wykazali, ze w komdrkach
czerniaka 2-DG wzmacniato apoptozg indukowang przez TRAIL poprzez aktywacje¢ kaskady
kaspaz i mitochondrialnego szlaku apoptotycznego. Ponadto, Zhang i wsp. [160] stwierdzili, ze
2-DG istotnie obniza ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka cFLIP i kinazy RIP, utatwiajac
aktywacj¢ kaspazy 8 w kompleksie DISC receptora TRAIL-R w modelu raka watroby. Ishino i
wsp. [102] wskazali natomiast, iz przeciwnowotworowy mechanizm dziatania 2-DG moze by¢
zwigzany z indukcja apoptozy poprzez stres ER wywotany zaburzeniem procesu N-glikozylacji
biatek w komorkach nowotworu trzustki. Ponadto wykazano, ze 2-DG indukuje wytwarzanie
ROS prowadzac do $mierci komorki [161, 162]. Co wigcej, niedobor glukozy i hamowanie
procesu glikolizy przez 2-DG prowadzace do autofagii moze takze doprowadzi¢ do indukcji
apoptozy komorek na drodze wewnatrzpochodnej na skutek zalamania homeostazy

komoérkowe;.

1.9. 2-DG jako kandydat na lek w terapii przeciwnowotworowej: badania przedkliniczne
i kliniczne

Z uwagi na opisane powyzej mechanizmy cytotoksycznos$ci 2-DG sprawity, iz od wielu
lat 2-DG jest intensywnie badana w réznych modelach jako kandydat na lek
przeciwnowotworowy zar0wno w monoterapii jak 1 terapii kombinowane] z
chemioterapeutykami lub radioterapig. Tabela II przedstawia podsumowanie dostepnych badan

przedklinicznych 1 klinicznych z zastosowaniem 2-DG w terapii kombinowanej (Tabela II).

Tabela I1. Badania przedkliniczne i kliniczne z zastosowaniem 2-DG w terapii kombinowane;.

Czynnik terapeutyczny Rodzaj nowotworu PiSmiennictwo

- nowotwory glowy i szyi
Cisplatyna - GBM [163-165]
- nowotwor pgcherza moczowego
- nowotwory piersi, [166] - badania

Docetaksel ..
- nowotwory ptuc kliniczne
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Metformina

NCL-240

Doksorubicyna

Daunorubicyna
Gemcytabina

Sorafenib

Adriamycyna

Barasertib i Everolimus
Salirasib

Paklitaksel

Berberyna

Fenofibrat (FF)

Resweratrol
Mito-Q, Mito-CP, Dec-
TPP+
Metyloprednizolon

Bursztynian alfa-
tokoferylu
Afatynib

Etopozyd

Oligomycyna

Bevacizumab
5’-Fluorouracil
Trastuzumab

Dehydroepiandrosteron
(DHEA)

- nowotwory glowy i szyi

- nowotwory piersi

- chtoniak z obwodowych
limfocytow T

- nowotwor jajnika

- GBM

- czerniak

- drobnokomorkowy nowotwor pluca
- nowotwor jajnika

- nowotwor piersi

- rak brodawkowaty tarczycy

- nowotwor piersi

- nowotwor pgcherza moczowego
- nowotwor jelita grubego

- nowotwor piersi

- nowotwor pgcherza moczowego

- rak brodawkowaty tarczycy

- rak watrobowokomorkowy

- kostniakomigsak

- drobnokomorkowy nowotwor pluca
- ostra biataczka limfoblastyczna

- nowotwor trzustki

- kostniakomigsak

- drobnokomorkowy nowotwor pluca
- nowotwor phluc

- nowotwor piersi

- czerniak

- kostniakomigsak

- neuroblastoma

- nowotwor piersi

- chtoniaki nieziarnicze

- gruczolakorak okr¢znicy

- rak szyjki macicy

- gruczolakorak ptuc

- niedrobnokomoérkowy nowotwor
ptuca

- myszy z nowotworem wodobrzusza
Ehrlicha

- drobnokomorkowy nowotwor pluca
- GBM

- GBM

- nowotwor trzustki

- nowotwor piersi

- nowotwor piersi

- rak prostaty
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Kwas ferulowy z - niedrobnokomorkowy nowotwor [195]
napromieniowaniem pluca

- GBM

- nowotwor piersi

Radioterapia [196-198]

- rak prostaty
- rak szyjki macicy

Powszechnie wiadomo, ze jednym z glownych czynnikéw korelujacych z opornoscia
na radioterapi¢ jest hipoksja oraz nasilony proces glikolizy w komodrkach [199]. Badania
przeprowadzone przez Singh i wsp. [196] oraz Shah i wsp. [84] wykazaty, ze 2-DG zwicksza
skuteczno$¢ radioterapii zaleznie od dawki przez selektywne uwrazliwianie komoérek
nowotworowych przy jednoczesnej ochronie zdrowych komorek. Badania kliniczne fazy I1 11
wykazaty, ze 2-DG w dawce 200 mg/kg masy ciala w polaczeniu z duzymi frakcjami
promieniowania gamma jest skuteczna w leczeniu i dobrze tolerowana u pacjentéw z GBM
[196]. Kombinacja 2-DG z IR (ang. infrared radiation) powoduje nasilenie stresu ER oraz
zwigkszenie poziomu niesfaldowanych biatek co indukowato apoptoze [84].

Liczne badania potwierdzily skuteczno$¢ oddziatywania 2-DG w polaczeniu z
dostepnymi obecnie chemioterapeutykami. Liu i wsp. [200] wykazali skuteczno$¢ kombinacji
2-DG z Antymycyna A i Rotenonem w modelu kostniakomigsaka. 2-DG zwigkszalo takze
aktywno$¢ cytotoksyczng Adriamycyny czy Paklitakselu [178]. Co wigcej wykazano, iz
potaczenia 2-DG i1 metforminy indukuje $mieré komorek raka piersi zwigzang ze zmniejszong
iloscia ATP, przedtuzona aktywacja AMPK i autofagia. Ponadto badana kombinacja nie
indukowata skutkow ubocznych a jedynym, ale bardzo rzadkim powiktaniem byta kwasica
mleczanowa [87].

Co wazne, w opisanych badaniach 2-DG byta dobrze tolerowana. W badaniach na
modelu mysim z indukowanym zapaleniem skory nie obserwowano niekorzystnych efektow 2-
DG nawet w stezeniu 50 mg/kg m/c. [201]. Z kolei badania w modelu szczurzym wykazaty, iz
dopiero dlugotrwate podawanie 2-DG w wysokiej dawce 200 mg/kg m/c. prowadzito do
zmniejszenia spozycia pokarmu, kardiotoksycznos$ci oraz zwiekszonej $miertelnosci zwierzat
[202]. 2-DG stosowano takze w badaniach klinicznych m.in. do leczenia zaburzen
psychicznych, nowotworu piersi, ptuc, prostaty czy glejakow. Wsrdd objawow ubocznych 2-
DG obserwowano jedynie przejsciowe zmeczenie i zawroty glowy, wynikajagce z zaburzen
podobnych do hipoglikemii [203, 204].

Pomimo dobrze poznanego mechanizmu dziatania i licznych badan potwierdzajacych

cytotoksyczne wtasciwosci oraz wysokie bezpieczenstwo 2-DG, jego zastosowanie w terapii
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przeciwnowotworowej nie zostato ostatecznie wdrozone [204]. Przyczyng sg niewystarczajace
wiasciwosci farmakokinetyczne 2-DG - jej szybki metabolizm, niska retencja w tkankach
docelowych oraz krotki okres poitrwania (w krwi okoto 90 minut) [203]. Co wiecej, zeby
konkurowa¢ z wysokim poziomem glukozy we krwi, 2-DG musi by¢ stosowany w dos¢
wysokich stezeniach. Badania z udziatem pacjentéw chorych na nowotwory lite wykazaty, ze
maksymalna tolerowana dawka 2-DG przez pierwsze dwa tygodnie (trzy-tygodniowego cyklu)
wynosita 45 mg/kg/dzien (Cmax= 0,449 mM). Jednakze jest to dawka okoto dziesigciokrotnie

nizsza niz efektywne stezenia 2-DG stosowane w badaniach in vitro [205].

1.10. Nowe pochodne 2-DG

W celu poprawy witasciwosci farmakokinetycznych 2-DG i1 umozliwienia dalszego
rozwoju czasteczki w badaniach przeciwnowotworowych, zsyntetyzowano nowe pochodne 2-
DG i jej proleki.

W laboratorium Profesora Waldemara Priebe zsyntetyzowano nowe grupy pochodnych
2-DG: 2-halogeno-pochodne 2-DG tj.: 2-fluoro/2-chloro/2-bromo/2-jodo-2-DG (2-FG, 2-CG,
2-BG, 2-1G), acetylowane analogi oraz pochodne zawierajace reszty o wiasciwosciach
inhibitorow deacetylaz histonow.

Acetylacja czasteczek jest czesta modyfikacja chemiczng, ktéra powoduje wydtuzenie
okresu pottrwania, zwigksza ich lipofilowy charakter oraz poprawia przenikalnos¢ przez BBB
[206]. Przyktadem takiej modyfikacji jest obecno$¢ grup acetylowych w strukturze heroiny,
warunkujace istotnie wigksza zdolno$¢ przenikania przez BBB oraz btony komoérkowe w

poréwnaniu do nieacetylowanej czasteczki morfiny (Rysunek 9) [207].
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100-krotnie zwiekszone
stezenie morfiny w mozgu
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Rysunek 9. Znaczenie acetylacji dla wtasciwosci czasteczek chemicznych na przyktadzie heroiny i 2-
DG. Heroina to diacetylowany ester morfiny. Acetylacja morfiny istotnie zwigksza przenikanie morfiny
do mézgu (100—krotnie). Analogicznie, zsyntetyzowano diacetylowang pochodng 2-DG, WP1122, ktora
dzigki obecno$ci grup acetylowych istotnie lepiej przenika do moézgu, umozliwiajagc otrzymanie
wyzszego stezenia 2-DG w OUN [207].

Jedna z acetylowych pochodnych 2-DG jest 2-deoksy-3,6-di-O-acetylo-D-glukoza
(WP1122) powstata przez zastgpienie dwodch grup -OH, grupami acetylowymi. Co istotne,
WP1122 wnika do komorek i przekracza BBB na drodze dyfuzji biernej a nie poprzez
transportery glukozy GLUT, ktére wykorzystuje 2-DG. Wewnatrz komorki esterazy usuwaja
grupy acetylowe uwalniajac wolng posta¢ 2-DG. Szacuje si¢, ze stezenia 2-DG uwalnianej w
moézgu podczas przemian WP1122 jest 9-krotnie wigksze. Potwierdzeniem wysokiej
aktywno$ci WP1122 byly cytotoksyczne efekty jej oddzialywania w ortotopowych modelach
GBM [208]. Badania przeprowadzone przez zespot Priebe i wsp. [208] potwierdzity
hamowanie glikolizy i wysokg wrazliwo$¢ szerokiego spektrum komodrek nowotworowych na
cytotoksyczne oddziatywanie WP1122 zarowno w warunkach hipoks;ji, jak i normoksji (ICso w
zakresie 1-10 mM). Ponadto, doswiadczenia in vivo wykazaly, wysokie bezpieczenstwo
WP1122 oraz istotne wydtuzenie przezycia w mysim ortotopowym modelu GBM [209].
Analizy farmakokinetyczne wykazaty szybkie wchtanianie WP1122 po podaniu per os oraz
wyzsze stgzenia 2-DG w osoczu w poréwnaniu ze zwierzgtami otrzymujacymi roOwno-molowg

dawke 2-DG [209].
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Podsumowujac, WP1122 jest biologicznie skutecznym prolekiem 2-DG o niskim
profilu toksycznosci i obiecujacych wiasciwosciach farmakokinetycznych, ktore umozliwiaja
rozw6] przedkliniczny 1 kliniczny czasteczki w terapii glejakow 1 innych wysoce

glikolitycznych guzéw [208], zarowno w monoterapii jak i terapii kombinowane;.

1.11. Modyfikacje epigenetyczne

Poza zaburzeniami metabolizmu, takze anomalie epigenetyczne, wptywajace na proces
hamowania/aktywacji genow w komorce sg jednym z mechanizméw nowotworzenia [210-
213]. Mozna wyr6zni¢ dwie glowne grupy gendéw odpowiedzialnych za proces powstawania
nowotworu — onkogeny (geny, ktorych zmiany w DNA moga prowadzi¢ do przeksztalcenia
prawidtowych komoérek w komorki nowotworowe) oraz geny supresorowe (geny hamujace
nowotwor, ktore po zmianie lub eliminacji moga promowa¢ powstawanie nowotworu) [214].
W odréznieniu od mutacji, modyfikacje epigenetyczne sg zmianami odwracalnymi i w
konsekwencji mozna je modyfikowaé poprzez celowane terapie epigenetyczne [215].

Waznym mechanizmem epigenetycznym jest modyfikacja struktury chromatyny
poprzez potranslacyjne modyfikacje reszt aminokwasowych histonéw na ich N-kofcu tj.:
acetylacje, metylacje, fosforylacje, ubikwitynacje, ADP-rybozylacj¢ i sumoilacj¢. Modyfikacje
reguluja transkrypcje genoéw, zaangazowanych w kluczowe procesy komorkowe [215].

Najczgsciej opisywana modyfikacja bialek histonowych jest acetylacja [216].
Przytaczenie grupy acetylowej do grupy e-aminowej reszt lizyny prowadzi do rozluznienia
wigzania DNA — biatka histonowe oraz wzrostu aktywnosci transkrypcyjnej DNA [215, 217].
Proces acetylacji jest katalizowany przez acetylotransferazy histonowe (ang. histone
acetyltransferases, HATs), a kofaktorem reakcji jest acetylo-CoA [218]. HATs moga takze
acetylowa¢ wiele biatek niehistonowych tj.: p53, Rb czy MYC. Enzymami o dzialaniu
przeciwstawnym do HATs sg deacetylazy histonow (ang. histone deacetylases, HDACs) [219-
221]. U ludzi wyrdznia si¢ 18 enzymow HDAC, ktére w oparciu o podobienstwa w sekwencji
i funkcji zostaty podzielone na 4 klasy — HDAC I, II, III, IV. Podsumowanie HDACs
przedstawia Tabela III.
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Tabela I1I. Klasyfikacja HDACs i ich wystgpowanie w komorce oraz w organizmie. Klasy I, Il i IV

deacetylaz histonéw zawieraja domene katalityczng z jonami cynku (Zn?"). Ich dziatanie moze by¢
hamowane przez zwiazki chelatujace cynk. Klasa III deacetylaz histonéw do prawidtowego
funkcjonowania potrzebuje obecno$ci NAD'[215, 219, 221-226].

Klasa HDACs Podklasa Przedstawiciele Lokaliz’acja w Lokaliz.acjz.l w
HDACs komorce organizmie
Klasa I - Ia HDACI1 jadro kom. wszystkie tkanki
homologi biatka Rpd3 HDAC2 jadro kom. wszystkie tkanki
u drozdzy (zalezna od Ib HDAC3 jadro kom. wszystkie tkanki
obecnosci jonow Zn*") Ic HDAC38 jadro kom./ wszystkie tkanki
cytoplazma
Klasa II — JIE] HDAC4 jadro kom./ mozg, serce, migsnie
homologi biatka Hdal cytoplazma szkieletowe
u drozdzy (zalezna od HDACS5 jadro kom./ mozg, serce, migsnie
obecnosci jondw Zn") cytoplazma szkieletowe
HDAC7 jadro kom./ serce, mie$nie
cytoplazma szkieletowe, tozysko
HDAC9 jadro kom./ mozg, migsnie
cytoplazma szkieletowe
IIb HDAC6 cytoplazma serce, watroba, tozysko,
nerka
HDACI10 cytoplazma watroba, nerka,
$ledziona
Klasa IIT — SIRT1 jadro kom./
homologi biatka Sir2 u cytoplazma
drozdzy (zalezna od SIRT2 jadro kom./
obecno$ci NAD") cytoplazma astrocyty mozg ptodu i
SIRT3 jadro noworodkow, mozg
kom./mitochondr  dorostego (z wyjatkiem
ia SIRT 21 5).
SIRT4 mitochondria
SIRTS5 mitochondria
SIRT6 jadro kom.
SIRT7 jadro kom.
Klasa IV — HDACI11 jadro mozg, serce, nerki,
(zalezna od obecnosci kom./cytoplazma = mig$nie szkieletowe.

jonow Zn*")

Réwnowaga i1 kontrola aktywnosci acetylotransferaz i deacetylaz histonow jest istotna
dla precyzyjnej oraz terminowej ekspresji wielu gendéw zwigzanych z transdukcja sygnatu,
wzrostem komorki i jej $miercig [227]. Schematyczna ilustracja procesu acetylacji/deacetylacji

jest przedstawiona na Rysunku 10.
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Hist
wrony Reszta lizyny

acetylowa

Rysunek 10. Regulacja ekspresji i represji genéw pod wptywem dziatania acetylotransferaz i deacetylaz
histonow. Acetylacja reszt lizyny histonow przez HAT otwiera struktur¢ chromatyny i daje mozliwos$¢
wigzania polimerazy RNA II (RNA Pol II). Deacetylacja reszt lizyny histonu przez HDAC powoduje,
ze zamknigta konformacja chromatyny nie jest zdolna do wigzania RNA Pol I [228].

Zaburzenia réwnowagi aktywnosci HATs/HDACs w acetylacji histonow sg jednym z
mechanizmow rozwoju i progresji nowotworow [229-232]. Sposrdd biatek, ktorych funkcje sg
regulowane dzigki aktywnosci HDACs oraz ktore sg najwazniejsze w przypadku nowotworow
mozna wyr6zni¢ m.in.: p53, STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3),
RUNX3 (ang. runt-related transcription factor 3), B-katenina, receptor estrogenowy, c-Myc,
EKLF (ang. erythroid krueppel-like transcription factor), rodzina czynnikoéw GATA, HIF-1a,
MyoD (ang. myoblast determination protein 1), NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), Foxp3 (ang. forkhead box P3) [226]. Z tego wzgledu kontrola
aktywno$ci HDACs jest wykorzystywana jako jedna ze strategii przeciwnowotworowych [217,

233].

1.12. Inhibitory deacetylaz histonow

Strategia hamowania aktywnos$ci deacetylaz histonéw jako narzedzia eliminowania
komoérek nowotworowych zaréwno w guzach litych oraz hematologicznych nowotwordow
ztosliwych doprowadzita do wyselekcjonowania szerokiego wachlarza substancji badanych w
kontekscie przeciwnowotworowym. Jak wykazaty liczne prace, zastosowanie inhibitorow
HDAC indukuje zahamowanie wzrostu, réznicowania oraz apoptoze komorek nowotworowych
[234-238]. Ze wzglgdu na struktur¢ chemiczng, HDACis podzielono na pi¢¢ klas —
krotkotancuchowe  kwasy  tluszczowe, kwasy  hydroksyaminowe, epoksyketony,

aminobenzamidy oraz naturalnie wystepujace cykliczne peptydy [219]. Podsumowanie
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rozwijanych w terapii HDACs przedstawia Tabela IV. Amerykanska Agencja Zywnosci i
Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) zaakceptowala stosowanie m.in.
Vorinostatu - do leczenia CTCL (ang. cutaneous T-cell lymphoma) [239], Romidepsyny - do
leczenia CTCL 1 PTCL (ang. peripheral T-cell lymphoma) [240], Belinostatu - do leczenia
PTCL [241] oraz Panobinostatu — w terapii choroby Kahlera - szpiczak mnogi [242].

Tabela I'V. HDAC:s i ich rozwdj w terapii przeciwnowotworowej [243].

Klasa HDACis Przyktady HDAC:s Swoistosé¢ Stopien zaawansowania
substratowa rozwoju
HDAC
Kroétkotancuchowe = Maslan sodu (NaBt) Klasa I, Ila II faza badan klinicznych
kwasy tluszczowe  Kwas walproinowy (VPA) Klasa I, Ila II faza badan klinicznych
— powszechnie dostgpny
lek przeciwpadaczkowy
Maslan piwaloiloksymetylu Klasa I, Ila II faza badan klinicznych
(AN-9)
Trimaslan glycerylu Brak danych I faza badan klinicznych
Fenylomaslan sodu (4-PB) I, ITa Zatwierdzony przez FDA
do leczenia zaburzen
cyklu mocznikowego, 11
faza badan klinicznych —
guzy mozgu
Kwasy Vorinostat (SAHA) 1,2,3,4,6,7,9 | Zatwierdzony przez FDA
hydroksyaminowe  Trichostatyna A (TSA) 1,2,3,4,6,7,9 | Toksyczny
Panobinostat 1,2,3,4,7,9 II faza badan klinicznych
Belinostat Klasa I, Ila oraz 6 = II faza badan klinicznych
PC124781 Klasa I, IIb I faza badan klinicznych
Dacinostat Klasa I, IT I faza badan klinicznych
Cykliczne peptydy = Apicidin Klasa I, 1T Brak danych
Romidepsyna 1,2,4,6 Zatwierdzony przez FDA
Aminobenzamidy Entinostat 1,2,3,9 II faza badan klinicznych
Mocetinosta 1,2,3,11 II faza badan klinicznych
CI-994 Brak danych II faza badan klinicznych

W przeciwienstwie do powszechnie stosowanych lekéw przeciwnowotworowych,
inhibitory HDAC wykazuja niska toksyczno$¢ w stosunku do prawidlowych komorek
organizmu [244, 245]. Pierwszymi zidentyfikowanymi inhibitorami HDAC, ktore sa
powszechnie wykorzystywane w badaniach, takze realizowanych w niniejszej dysertacji, sg
krotkotancuchowe kwasy tluszczowe tj.: maslan sodu (NaBt) i kwas walproinowy (VPA) [246-
252].

NaBt (C4) jest zwigzkiem naturalnie syntetyzowanym w jelicie cztowieka [253, 254].

Wykazano, ze wywiera on dziatanie przeciwnowotworowe w raku okreznicy, trzustki, watroby

40



a takze wobec glejakéw [255]. Badania mechanizmu oddziatywania wykazaty, iz NaBt
indukuje proces apoptozy poprzez zwigkszenie ilo$ci proapoptotycznego biatka Bad. Ponadto
obniza ekspresj¢ czynnika VEGF hamujac proces angiogenezy [256]. Ponadto, NaBt powoduje
zatrzymanie cyklu komorkowego przez stabilizacje mRNA genoéw p21 i aktywacje pl6 oraz
p21 [257]. W analizach in vitro przeprowadzonych przez Nakagawa i wsp. [255] stwierdzono,
ze NaBt hamuje proliferacj¢ 1 inwazj¢ komorek GBM linii A172, oraz indukuje ich starzenie.
Ponadto badania in vitro oraz in vivo przeprowadzone przez Engelhard i wsp. [258]
potwierdzity, cytostatyczne i cytotoksyczne dziatanie NaBt wobec komoérek GBM. Wlewy
doguzowe z NaBt istotnie przedtuzyly zycie szczurow z guzami wewnatrzmédzgowymi C6 bez
objawOw toksycznosci.

Ze wzgledu na krotki okres pottrwania i niski poziom w osoczu krwi opracowano kilka
prolekow NaBt. Jednym z nich jest maslan piwaloiloksymetylu (AN9, Pivanex) - inhibitor
HDAC klasy I i Ila. Zwigzek ten jest metabolizowany przez wewnatrzkomérkowe esterazy
przez co uwalniany jest maslan sodu, formaldehyd i kwas piwalinowy. Wykazano, ze AN9
szybciej 1 w nizszych st¢zeniach niz NaBt wplywa na wzrost, réznicowanie i apoptoz¢ r6znych
linii komorek nowotworowych [259].

Kolejnym wdrozonym do terapii zaburzen cyklu mocznikowego prolekiem jest
fenylomaslan sodu (4-PB). 4-PB ulega konwersji do fenylooctanu w wyniku mitochondrialne;j
p—oksydacji. Obecnie 4-PB jest w trakcie Il fazy badan klinicznych w terapii GBM [260].

VPA to inhibitor HDAC klasy I i Ila, stosowany powszechnie w leczeniu epilepsji,
choroby afektywnej dwubiegunowej, migreny oraz schizofrenii [261-263]. Pierwsze badania
kliniczne z uzyciem VPA jako $rodka o potencjalnych wiasciwosciach przeciwnowotworowych
zostaty przeprowadzone w 1999 r [261] i s3 nadal kontynuowane. VPA wptywa na szereg
funkcji komorkowych - uszkodzenie DNA, zatrzymanie cyklu komodrkowego, apoptoze,
proliferacj¢ 1 réznicowanie komorek. Moduluje aktywno$¢ wielu kluczowych szlakow
sygnatowych — szlak sygnatowy Wnt [264], p21Wafl/Cip1 [265, 266], PI3K/AKT/mTOR [267,
268], ERK/INK [269], NF-xB [270], Nrf2-ARE [271], Notchl [272]. Skuteczno$¢
cytotoksyczng VPA potwierdzono wobec komorek m.in. raka szyjki macicy, prostaty,
okreznicy, piersi, ptuc, pecherza, szpiczaka, tarczycy, neuroblastomy, biataczki, gleju (w tym
glejaka wielopostaciowego) czy trzustki [250, 261, 273]. Kwas walproinowy jest zatem dobrym
kandydatem na lek przeciwnowotworowy ze wzgledu na poznany mechanizm dziatania, dobrg
tolerancj¢, znikome skutki uboczne a takze niska cene. Z uwagi na stabsza skutecznosé

przeciwnowotworowg i potrzebg stosowania wysokich stezen, VPA jest czgsto stosowany jako
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adjuwant w terapiach kombinowanych z innymi $rodkami przeciwnowotworowymi takze w

terapii GBM [274-277].

1.13. Terapia kombinowana w onkologii

Wigkszos$¢ obecnie stosowanych terapii przeciwnowotworowych jest niezadowalajaca
ze wzgledu na czgste wystepowanie skutkoéw ubocznych lub stopniowy rozwoj opornosci przez
mechanizmy wrodzone lub adaptacyjne, co ogranicza ich kliniczne zastosowanie. Aby pokonaé
te trudnosci, ograniczy¢ skutki uboczne oraz zwigkszy¢ kliniczng efektywno$¢ terapeutyczng
stosuje si¢ powszechnie w praktyce terapie taczone. Z tego wzgledu, w przeprowadzonych
badaniach w ramach pracy doktorskiej, oceniono potencjat przeciwnowotworowy inhibitoréw
glikolizy i nowych pochodnych 2-DG, jak rowniez inhibitorow HDAC zard6wno w monoterapii

jak 1 dziataniu skojarzonym na modelu in vitro glejaka wielopostaciowego.

1.14. WP1234 — pochodna 2-DG o dwutorowym oddzialywaniu

Stosowanie terapii kombinowanej wymaga ustalenia odpowiednich zakresow
stosowanych lekow celem wykluczenia antagonizmu i braku skutecznosci leczenia. Ponadto,
podawanie dwoch 1 wiecej lekéw jest dodatkowym obcigzaniem dla organizmu pacjenta i
naraza go na bardziej dotkliwe efekty uboczne. Z tego wzgledu poza stosowaniem kombinacji
inhibitorow glikolizy i HDAC, zaplanowano wykorzystanie nowej pochodnej 2-DG - WP1234,
o dwutorowym mechanizmie oddziatywania w komorkach docelowych. 3,6-di-O-(2-
Ethyl)butyryl-D-glukopiranoza (WP1234) jest pochodng 2-DG, w strukturze ktorej
podstawiono  reszt¢  etylomaslanu  (Rysunek 11). Zatozono, iz w  wyniku
wewnatrzkomoérkowego metabolizmu WP1234 uwolni aktywna biologicznie 2-DG, hamujaca
proces glikolizy oraz reszt¢ etylamaslanu, ktory moze wptywaé na modyfikacje epigenetyczne
w komorce 1 ekspresj¢ gendw pro- i antyapoptotycznych. Potencjat cytotoksyczny WP1234

bedzie rowniez analizowany w niniejszej dysertacji.

0
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Rysunek 11. Wz6r chemiczny WP1234.
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2. Cel pracy

W oparciu o opisang hipotez¢ badawcza dotyczaca mozliwos$ci eliminowania komoérek
nowotworowych glejaka wielopostaciowego poprzez jednoczesne zastosowanie inhibitorow
glikolizy oraz deacetylaz histonéw, sformutowano nastepujace cele badawcze pracy:

I. Ocena potencjalu i mechanizmow cytotoksycznego wspotdziatania inhibitoréw
glikolizy (2-DG, WP1122) oraz inhibitorow deacetylaz histonow (NaBt, NaVPA) w
modelu in vitro glejaka wielopostaciowego linii U-87 1 U-251.

2. Identyfikacja rodzaju interakcji badanych inhibitoréw glikolizy i HDAC w indukcji
efektow cytotoksycznych.

3. Ocena potencjalu i mechanizmow cytotoksycznego oddziatywania czasteczki WP1234
- nowej pochodnej 2-DG zwierajacej podstawnik etylomaslanu.

4. Ocena znaczenie warunkow hipoksji dla cytotoksycznych efektow oddziatywania

inhibitorow glikolizy (2-DG, WP1122), HDAC (NaBt, NaVPA) oraz WP1234.
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3. Materialy i metody

3.1. Linie komorkowe

Doswiadczenia prowadzono z wykorzystaniem ludzkich linii komoérkowych glejaka
wielopostaciowego: U-87MG oraz U-251MG. Obie linie komoérkowe pochodzily z banku linii
komoérkowych European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC, Salisbury,
Wiltshire, UK).

Linia U-87MG (skrot od Uppsala 87 Malignant Glioma, nr. kat. 89081402) pochodzi
od 44-letniej pacjentki z Uniwersytetu w Uppsali (1966 r.). Linia komorkowa zostata
przekazana do Memorial Sloan Kettering Cancer Center (1973 r.), a nastgpnie w 1982 roku do
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). W 2016 roku Allen i wsp.,
[278] porownali profil DNA powszechnie stosowanej linii komoérkowej glejaka U-87MG i
stwierdzono, ze profil ten r6zni si¢ od profilu pierwotnych komoérek. Uznaje si¢, ze obecnie
dostepna linia pochodzi od pacjenta ptci meskiej w nieznanym wieku. Linia U-87MG to
komorki pochodzenia epitelialnego, ktore rosng w postaci hodowli adherentne;.

Linia U-251MG (dawniej znana jako U-373MG, nr. kat. 09063001) zostata zatozona ponad
40 lat temu w laboratorium Wallenberga (Uppsala, Szwecja) i pochodzi od mg¢zczyzny z
gwiazdziakiem ztosliwym. Oprocz oryginalnej linii U-251MG wyrdzniono takze jej dwa
subklony o réznej morfologii tj. U-251MGAg CI1 oraz U-251MGsp. W 1999 roku
odnotowano, ze inna linia komorkowa glejaka wielopostaciowego tj. U-373MG zostata
krzyzowo zanieczyszczona przez U-251MG. Btlednie zidentyfikowane komorki linii
U-251MG zostaly nieprawidlowo rozpowszechnione przez wszystkie gtowne banki komorek.
ECACC podje¢to dochodzenie w sprawie autentycznosci linii U-373MG. Linia komorkowa U-
373MG zostata przemianowana na U-251MG [279].

3.2. Hodowla komoérek

Komorki hodowano w sterylnych butelkach do hodowli adherentnych, z zakretka z filtrem
antybakteryjnym o pojemnosci 250 cm?® i powierzchni 75 cm? (Nest Scientific Biotechnology,
Wuxi, China). Hodowle prowadzono w inkubatorze NuAire (Inkubator CO2 z plaszczem
powietrznym model NU-5710E In-vitro Cell, NuAire, USA) w warunkach okreslanych jako
standardowe tj.: 5% wysycenia powietrza CO2, 95% wilgotno$ci oraz temperatura 37°C.
Komorki obu linii hodowano w pozywce wzrostowej o sktadzie: DMEM (Dulbecco's Modified
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Eagle's Medium, Gibcorm - Life Technologies, Grand Island, NY, USA), glukoza (niska
zawarto$¢ — 1000 mg/L w przypadku komoérek U-87MG, wysoka zawartos¢ — 4500 mg/L dla
komorek linii U-251MG), glutaMAX, czerwien fenolowa, pirogronian sodu, 10% (v/v)
ptodowej surowicy bydlecej (FBS) inaktywowanej termicznie 0,5 h w temp. 56°C (Biowest,
Riverside, MO, USA), roztwor Penicyliny 1 Streptomycyny [10000 U/mL Penicyliny oraz 10
000 pg/mL Streptomycyny] (Gibcotm - Life Technologies, Grand Island, NY, USA),
Amfoterycyna B [250 ng/mL] (Gibcot™ - Life Technologies, Grand Island, NY, USA), roztwor
Gentamycyny (50 mg/mL; Biological Industries, Izrael). Pozywke wzrostowa wymieniano co
48 h uprzednio przeptukujac warstwe komorek roztworem PBS z dodatkiem jonow Caz+ oraz
Mg+ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). PBS zakupiony w postaci tabletek rozpuszczano
w wodzie dejonizowanej a nast¢pnie filtrowano do sterylnych butelek przez filtr nabutelkowy,
prozniowy, kwadratowy ($rednica poréw 0,22 um, PES) (TPP - Techno Plastic Products,
Szwajcaria). Wszystkie stosowane bufory oraz pozywki przechowywano w lodéwce w

temperaturze 40C a przed uzyciem ogrzewano w fazni wodnej do temperatury 37°C.

3.3. Zakladanie hodowli

Po wyjeciu krioprobéwki z dewaru z cieklym azotem komorki szybko rozmrazano w
tazni wodnej (37°C), nastepnie przenoszono do sterylnej probowki stozkowej (15 mL),
dodawano pozywke wzrostowa (3 mL) i wirowano w celu usuniecia DMSO (5 minut, 1300
rpm) (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant usuwano, komorki zawieszano w
swiezej, sterylnej pozywce wzrostowej (10 mL) 1 hodowano w sterylnych butelkach do
uzyskania odpowiedniej konfluencji w warunkach okreslanych jako standardowe dla kultur in

vitro - 5% wysycenia powietrza CO2, 95% wilgotnos$ci oraz temperatura 37°C.

3.4. Prowadzenie hodowli ciaglej

Komorki po rozmrozeniu hodowano w sterylnych, plastikowych butelkach z filtrem o
pojemnosci 50 cm? i powierzchni wzrostu 25 cm? (Nest Scientific Biotechnology, Wuxi, China).
Po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji (kilka dni hodowli) komorki pasazowano na wigksze
butelki - pojemno$¢ 250 cm?, powierzchnia 75 cm? (Nest Scientific Biotechnology, Wuxi,
China). W zalezno$ci od charakteru planowanej analizy komorki hodowano na sterylnych
ptytkach TC (ang. tissue culture — do hodowli tkankowej, adherentnej) z plaskim dnem i
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pokrywka zabezpieczajaca przed zakazeniem i kontaminacjg krzyzowa, 96-, 24-, 12- lub 6-
dotkowych (Nest Scientific Biotechnology, Wuxi, China). Hodowle prowadzono takze na
sterylnych, plastikowych szalkach Petriego o $rednicach — 4 cm, 6 cm, 10 cm (TPP - Techno
Plastic Products, Szwajcaria) oraz na powierzchni o§miokomorowych, szklanych szkietek o
pojemnosci 0,7-0,8 mL (Falcon® CultureSlides, Corning CA, USA). Wszystkie czynno$ci na
kulturach komorkowych wykonywano w sterylnych warunkach, w komorze laminarnej z
pionowym przeptywem powietrza (Alpina, K1300, Biobase Biotech, Jinan Co., Ltd., China).
Komorg¢ laminarng sterylizowano przy uzyciu lampy UV (ZW30S19W-Z894, Shellett, China).
Przy pracy w komorze uzywano sterylnych, jednorazowych pipet serologicznych (1, 2, 5, 10,
25 mL) (TPP - Techno Plastic Products, Szwajcaria) oraz sterylnych proboéwek stozkowych
typu Falcon — 15, 50 mL (Nest Scientific Biotechnology, Wuxi, China).

3.5. Przygotowanie komorek do dosSwiadczen — odzyskiwanie i zamrazanie komodrek

Po uzyskaniu odpowiedniej konfluencji komorki dwukrotnie plukano roztworem PBS,
a nastgpnie w celu odklejenia ich od dna butelki uzywano roztworu trypsyny o zawartosci
I mM EDTA (Trypsin-EDTA 0,25% z czerwienig fenolowg; Gibcorm - Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). Komoérki inkubowano przez okoto 3 minuty w temperaturze 37,C
a nastepnie trypsyn¢ inaktywowano poprzez dodanie 2-krotnej objetosci pozywki wzrostowej
1 zawiesing przenoszono do sterylnych probowek stozkowych (15 mL). Proboéwki z komoérkami
wirowano przez 5 minut, 1300 rpm (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Niemcy). Po odwirowaniu
supernatant usuwano, a pelet zawieszano w pozywce wzrostowej. W zaleznosci od potrzeb
komorki liczono (barwienie bigkitem trypanu, Countess Automated Cell Counter, Thermo
Fisher Scientific Invitrogen, USA) i uzywano do do$wiadczen lub mrozono w medium
wzrostowym z dodatkiem 10% DMSO oraz 2% FBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) i
przenoszono do krioprobowek (TPP - Techno Plastic Products, Szwajcaria). Krioprobowki
umieszczano w pojemniku do zamrazania (CoolCell® LX, Bioanalytic, Gdansk, Polska),
nastepnie w zamrazarce o temperaturze -80°C. Po 24 h krioprobowki przenoszono do dewaru

z cieklym azotem (temperatura -196°C) (Donserv, Polska).
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3.6. Czynniki doswiadczalne

W eksperymentach uzyto nastepujacych czynnikéw doswiadczalnych, ktérych stezenia
ustalono na podstawie witasnych badan, jak rowniez dostgpnych danych literaturowych:
2-deoxy-D-glukoza (2-DG), maslan sodu (NaBt), s61 sodowa kwasu walproinowego (NaVPA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oraz WP1122 (3,6-di-O-acetylo-2-deoksy-D-glukoza) i
WP1234  (3,6-di-O-(2-Ethyl)Butyryl-D-Glukopiranoza) — zwiazki zsyntetyzowane w
Department of Experimental Therapeutics, Division of Cancer Medicine The University of
Texas MD Anderson, Cancer Center, USA. Wzory chemiczne badanych zwigzkow

przedstawiono ponizej na Rysunku 12:
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VR (WP1234)

Rysunek 12. Wzory chemiczne badanych zwigzkow: 2-DG, NaBt, NaVPA, WP1234, WP1122,

Uzyte w eksperymentach czynniki do$wiadczalne przygotowywano jako zatgzone

roztwory wodne lub w DMSO (Tabela V).

Tabela V. Wykaz badanych zwigzkow i sposob w jaki przygotowywano ich stoki.
Zwiazek Stok [mM] Nawazka [mg] Ilo$¢ rozpuszczalnika

2-DG 50 50 6,1 mLH20
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WP1122 50 50 4,03 mL H20

NaBt 50 55 10 mL H20
NaVPA 50 50 6 mL H20
WP1234 830 30 100 pL DMSO

Roztwory wodne filtrowano przez sterylne filtry strzykawkowe PES (0,22 uM, 25 mm
srednicy; ChemLand, Stargard, Polska). Z kolei roztwor w DMSO - WP1234, filtrowano przez
sterylny filtr strzykawkoy hydrofobowy PTFE (0,22 uM, 25 mm S$rednicy; ChemLand,
Stargard, Polska). Gdy czynnik do$wiadczalny rozpuszczono w DMSO — pozywka kontrolna
takze zawierala DMSO (0,1% v/v). Traktowania dos§wiadczalne przygotowywano w sterylnych
warunkach poprzez dodanie czynnika do§wiadczalnego w odpowiedniej, wyliczonej objgtosci

do pozywki kontrolne;.

3.6.1. Schemat doswiadczalny

Komorki hodowane w butelkach, w celu odklejenia od dna, trypsynizowano, zawiesing
przenoszono do falkonow, odwirowywano, a pelet rozbijano w 5 mL $wiezej pozywki i liczono
komorki. W zaleznos$ci od doswiadczenia po odpowiednim rozcienczeniu zawiesiny, komorki
wysiewano na plastikowe plytki 96- lub 24- dotkowe lub szalki (lini¢ U-87MG wysiewano
uzywajac DMEM LG (ang. low glucose) - niska zawarto$¢ glukozy, natomiast U-251MG
uzywajac DMDM HG - wysoka zawarto$¢ glukozy (ang. high glucose). Po 24 h, po
przyklejeniu si¢ do podtoza komorek, odsysano medium hodowlane i zastgpowano je medium
z dodatkiem badanych czynnikow doswiadczalnych w odpowiednich st¢zeniach z
przygotowanych wczesniej stokéw (w przypadku obu linii uzyto DMEM LG). Czynniki
doswiadczalne w zakresie od 3 do 5 stgzen byly obecne w pozywce przez 48 lub 72 h. Po
zakonczeniu inkubacji wykonywano odpowiednie oznaczenia biochemiczne lub zbierano

komorki do dalszych analiz. Schemat do§wiadczalny przedstawia Rycina 13.

48



Trypsynizacja komérek Liczenie komorek
R
[ g g]
k ‘ S

Wirowanie Wysiewanie
1500 rpm / 3 minuty komorek

Wykonanie eksperymentu
lub zebranie komorek

\

| |
24 h 48 h 72 h

Inkubacja ) Inkubacja

Wykonanie eksperymentu

Usuniecie medium hodowlanego i
b a o g0l lub zebranie komorek

zastgpienie go medium z badanymi
czynnikami do$wiadczalnymi

Rysunek 13. Schemat do§wiadczalny.

3.7. Analiza aktywnosSci cytotoksycznej zwigzkow chemicznych
3.7.1. Ocena zywotnosci komorek testem MTS

Do okreslenia liczby zywych komorek po traktowaniach badanymi czynnikami
do$wiadczalnymi uzyto kolorymetrycznego testu MTS - CellTiter 96®*AQueous MTS Reagent
Powder (Promega, Madison, USA). Test ten sktada si¢ ze zwiagzku tetrazolowego [3- (4,5-
dimetylotiazol-2-ilo)-5- (3-karboksymetoksyfenylo)-2- (4-sulfofenylo)- 2H- tetrazolium] - sél
wewnetrzna (MTS) oraz odczynnika sprzegajacego elektrony - metosiarczanu fenazyny (ang.
phenazine methosulfate, PMS). Ma on na celu okre§lenie aktywnosci enzymu
mitochondrialnego, dehydrogenazy bursztynianowej. MTS jest redukowany przez komorki
metabolicznie aktywne do formazanu, ktéry rozpuszcza si¢ w pozywce doswiadczalnej.
Roztwor MTS przygotowano zgodnie z instrukcja producenta. Odwazong porcj¢ proszku MTS
rozpuszczano w odpowiedniej objetosci roztworu PBS z dodatkiem PMS (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) i ustalano pH przy uzyciu 1 M NaCl na pH 6-6,5. Roztwor filtrowano przez
sterylny filtr strzykawkowy PES (0,22 pm) i przechowywano w sterylnych probowkach

stozkowych (15 mL) w zamrazarce (-20°C) chronigc przed $wiattem. Test wykonywano na
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komorkach poddanych dziataniu czynnikéw doswiadczalnych, hodowanych na sterylnych,
bezbarwnych 96-dotkowych ptytkach z ptaskim dnem i pokrywka, w objetosci 100 pL
pozywki/dotek. Roztwor MTS (uprzednio rozmrozony i ogrzany w tazni wodnej, 37°C)
dodawano bezposrednio do kazdego dotka z komoérkami (20 pL/dotek) na godzing przed
planowanym zakonczeniem do$wiadczenia. Ptytke inkubowano w cieplarce przez godzine (5%
wysycenia powietrza CO2, 95% wilgotnosci oraz temperatura 37°C). Po tym czasie
wykonywano pomiar absorbancji za pomoca czytnika wieloptytek (Synergy HI1, BioTek,
Winooski, USA) przy dlugosci fali 490 nm. Absorbancja wytworzonego formazanu jest wprost
proporcjonalna do liczby zywych komorek. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli
(komorki nie traktowane czynnikami doswiadczalnymi) jako % zywotnosci komorek
kontrolnych (Ctrl). Na podstawie uzyskanych wynikow z testu MTS wyznaczono wartosci ICso
(ang. inhibitory concentration) czyli st¢zenia zwigzkow, w ktorych wzrost i1 proliferacja
komorek byta zahamowana w 50% w stosunku do kontroli.

Ponadto za pomoca tego testu, w celu weryfikacji znaczenia dostgpnosci tlenu dla
wrazliwosci komérek GBM na cytotoksyczne oddzialywanie badanych czasteczek, dokonano
oceny zywotnosci komoérek w warunkach nasladujacych hipoksje. W celu indukcji zmian
biochemicznych komoérek w warunkach nasladujacych hipoksje, komorki traktowano DMOG
+ Rodamina 123, ktére indukowatly aktywacje czynnika HIF-1a oraz intensyfikacj¢ procesu
glikolizy [200, 280-282]. W celu wykonania testu w warunkach nasladujacych hipoksje
komorki preinkubowano przez 4 h z DMOG i Rodaming 123 w wyznaczonych wcze$niej
stezeniach, nastepnie wymieniano medium na medium zawierajacg DMOG, Rhodaming 123 i
badane czynniki do§wiadczalne. Po odpowiednim czasie inkubacji wykonywano test MTS jak

opisano powyzej.

3.7.2. Pomiar nate¢zenia biosyntezy bialka z SRB

Test SRB jest oparty na anionowym barwniku, ktorym jest sulforodamina B (s6l sodowa
sulforodaminy B) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Pozwala on na okre$lenie liczby
zywych komorek po traktowaniach czynnikami do§wiadczalnymi na podstawie pomiaru ilo$ci
zwigzanej z biatkami sulforodaminy (SRB), ktéra ma zdolno$¢ elektrostatycznego wigzania si¢
z biatkami komoérkowymi. Doswiadczenie wykonano na komodrkach poddanych dziataniu
czynnikow doswiadczalnych, hodowanych na sterylnych, bezbarwnych 96-dotkowych
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ptytkach z ptaskim dnem i pokrywa, w objetosci 100 uL pozywki/dotek. Po inkubacji komorek
z czynnikami do$wiadczalnymi (48 lub 72 h) dodano 25 pl/dotek zimnego roztworu 50% kwasu
trichlorooctowego (ang. trichloroacetic acid, TCA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), a
nastepnie inkubowano przez godzing w 4°C. Plytki ptukano 4x woda przez delikatne zanurzanie
1 usuwaniu jej nadmiaru poprzez osuszanie ptytki na r¢czniku papierowym. Po ostatnim
ptukaniu, ptytki pozostawiano w temperaturze pokojowej do wyschnigcia. Kolejnym krokiem
bylo dodanie 50 pL, 0,04% roztworu SRB/dolek oraz godzinna inkubacja w temperaturze
pokojowej. W celu usunigcia niezwigzanego barwnika ptytki plukano cztery razy 200 pL/dotek
1% roztworem kwasu octowego (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), osuszano recznikiem
papierowym 1 pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze pokojowej. Po wyschnieciu
dodawano 50 pL/dotek 10 mM roztworu TRIS pH 10,5, mieszano (10 min.) i mierzono
absorbancje¢ czytnikiem wieloplytek przy dlugosci fali 510 nm (Synergy H1, BioTek, Winooski,
USA). Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli (komorki nie traktowane czynnikami

doswiadczalnymi) jako % zywotno$ci komorek kontrolnych (Ctrl).

3.7.3. Pomiar proliferacji komorek testem z BrdU

BrdU (BrdU Cell Proliferation Assay Kit; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) to
nieizotopowy test, ktory pozwala na iloSciowy pomiar natgzenia syntezy DNA. 5-bromo-2-
deoxyurydyna (BrdU) to syntetyczny analog nukleozydu tymidyny, ktory jest wbudowywany
do DNA w trakcie podziatu komorki (faza S). Po czgsciowej denaturacji dwuniciowego DNA,
BrdU jest wykrywana immunochemicznie. Wszystkie skladniki kitu przechowywano w
lodowce (4°C). Test wykonano na komodrkach poddanych dziataniu zwigzkow
doswiadczalnych, hodowanych na bezbarwnych, sterylnych 96-dotkowych ptytkach z ptaskim
dnem 1 pokrywa. Do kazdego do$§wiadczenia wykonano trzy kontrole — préba Slepa (tylko
pozywka wzrostowa), komorki z pozywka wzrostowa bez dodatku BrdU oraz komorki z
pozywka wzrostowa i1 BrdU. 24 h przed zakonczeniem inkubacji z czynnikami
doswiadczalnymi dodawano 20 pL. BrdU/dotek (BrdU rozcienczono 500x w pozywce
wzrostowej) 1 kontynuowano inkubacje ptytek w cieplarce (5% wysycenia powietrza CO2, 95%
wilgotnosci, temperatura 37°C). Po 24 h inkubacji z czynnikami do§wiadczalnymi, pozywke
wraz z BrdU usuwano i dodawano wcze$niej ogrzany do temperatury pokojowej roztwor

utrwalajacy (200 pL/dotek). Komorki inkubowano 0,5 h (RT) nastgpnie usuwano utrwalacz a
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ptytke pozostawiano do wyschnigcia. Ptytki nastepnie 3x ptukano buforem i ponownie suszono.
Kolejnym etapem testu byta detekcja BrdU z wykorzystaniem przeciwciatl mysich anti-BrdU
(100 pL/dotek; 1,5 h, RT). Po inkubacji dotki ponownie ptukano buforem oraz suszono ptytke.
Nastepnie dodawano przeciwciato anti-mysz IgG (100 pL/dotek, 1:2000) i inkubowano kolejne
0,5 h. Plytki ponownie ptukano buforem oraz woda destylowana i osuszano na reczniku
papierowym. W ostatnim etapie dodawano 100 pL/dotek peroksydazy (TMB Peroxidase) i
inkubowano 0,5 h w RT, w ciemnos$ci. W wyniku reakcji powstaje niebieski produkt, ktorego
barwa jest wprost proporcjonalna do zawarto$¢ BrdU i koreluje z proliferacjg komorek. Reakcje
zatrzymywano dodajac bufor ,,Acid Stop Solution” (100 pL/dotek). Po zahamowaniu reakcji
kolor produktu zmieniat si¢ na zotty. Pomiar absorbacji wykonano z wykorzystaniem czytnika
wieloptytek (Synergy HI1, BioTek, Winooski, USA) przy dlugosci fali 450 nm. Wyniki
przedstawiono w odniesieniu do kontroli (komoérki nie traktowane czynnikami

doswiadczalnymi) jako % zywotno$ci komorek kontrolnych (Ctrl).

3.7.4. Analiza poziomu Smierci komorkowej przy uzyciu Aneksyny Vi 7-AAD

Do oznaczenia poziomu apoptozy uzyto testu z aneksyng V i 7-AAD (Muse™ Annexin
V & Dead Cell Kit; Merck Millipore, USA). Zastosowany test wykorzystuje aneksyn¢ V do
wykrywania fosfatydyloseryny eksponowanej na zewngtrznej stronie blony komodrkowej
komorek apoptotycznych. Pozwala na rozpoznanie komorek wezesno-apoptotycznych. Z kolei
barwnik 7-AAD (7-amino-aktynomycyna D) znakuje komodrki pdzno-apoptotyczne oraz
martwe. Dzigki temu mozliwe jest wyrdznienie populacji komoérek na poszczegolnych etapach
przebiegu apoptozy.
Za pomocg tego testu mozna wyr6znic cztery populacje komorek:
- nieapoptotyczne, zywe komorki — Aneksyna V (-), 7-AAD (-);
- komorki we wezesnej fazie apoptozy — Aneksyna V (+), 7-AAD (-);
- komorki w poznej fazie apoptozy i komorki martwe — Aneksyna V (+), 7-AAD (+);

- gtdéwnie szczatki materiatu jadrowego — Aneksyna V (-), 7-AAD (+).
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Rysunek 14. Przykladowy wykres gestosciowy przedstawiajacy sposob bramkowania populacji
komorek wyznakowanych Aneksyng V. Wyr6zni¢ mozna cztery populacje komorek: zywe, we wezesnej
fazie apoptozy, w pdznej fazie apoptozy i martwe.

W celu wykonania analizy, komoérki hodowano na ptytkach 6-dotkowych. Po zakonczeniu
inkubacji z badanymi zwigzkami komorki trypsynizowano (Trypsin-EDTA (0,25%) z
czerwienig fenolowg) (Gibcot™ - Life Technologies, Grand Island, NY, USA), wirowano przez
5 minut, 1300 rpm (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Niemcy). Pelet zawieszano w 1 mL roztworu
PBS. Do 100 uL Muse™ Annexin V & Dead Cell Reagent dodawano 100 pL zawiesiny
komorek, inkubowano 20 minut w ciemno$ci, w RT. Pomiaru dokonywano za pomocg
cytometru przeptywowego Muse™ Cell Analyzer (Luminex Corporation, USA). Wyniki

przedstawiono w odniesieniu do kontroli jako % komorek apoptotycznych.

3.8. Przygotowanie lizatow calokomokowych przy uzyciu buforu RIPA

Komorki do izolacji biatka hodowano na sterylnych, plastikowych szalkach o §rednicy 6
cm lub 10 cm (Techno Plastic Products (TPP), Szwajcaria). Po odpowiednim czasie inkubacji
komorki zbierano dodajac 500 pL zimnego roztworu PBS na kazda szalke i zeskrobujac przy
pomocy skrobakow (Techno Plastic Products, TPP, Szwajcaria). Zawiesing przenoszono do
probowek typu Eppendorf 1,5 mL (Nest Scientific Biotechnology, Chiny), wirowano przez 6
minut (10000 g, 4°C; Centrifuge 5804R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant odsysano a pelet

komoérkowy ponownie zawieszano w 500 pL. zimnego PBS i ponownie wirowano. Supernatant
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po raz kolejny usuwano. Osad komoérek zawieszano w 300 uL buforu RIPA, w sktad ktérego
wchodza:
- Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
- 0,5% Dezoksycholan sodu (Merck Millipore, USA).
- 0,1% Siarczan dodecylu, s6l sodowa (Merck Millipore, USA).
- Fluorek fenylometylosulfonylu (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) [10
pg/mL], ze stoku 10 mg/mL, rozpuszczony w izopropanolu (Merck Millipore, USA) —
dodawany tuz przed uzyciem.
- Aprotynina [30 pL/mL] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), dodawana tuz przed
uzyciem.
- Ortowanadian sodu [10 pL/mL], ze stoku 100 mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA), dodawany tuz przed uzyciem.
Probki inkubowano 30 minut, nastepnie wirowano 5 minut przy 10000 g, 4°C. Supernatant
zawierajacy biatka catokomoérkowe przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf 1,5 ml i

wykonywano oznaczenie biatka metoda Bradford’a.

3.9. Przygotowanie lizatow cytoplazmatycznych i jadrowych

Do przygotowania lizatow cytoplazmatycznych i jadrowych uzyto zestawu do izolacji
Nuclear Extraction Kit (Abcam, USA).

Komorki hodowano na plastikowych szalkach o $rednicy 10 cm (Techno Plastic
Products, TPP, Szwajcaria) uzyskujac 70 — 80% konfluencji (okoto 4 x 10% komorek z jednej
szalki). Po inkubacji z badanymi zwigzkami usuwano pozywke hodowlang i przeplukiwano
dwukrotnie zimnym roztworem PBS (przechowywanym w lodowce, 40C). Ponownie
dodawano 3 mL zimnego roztworu PBS i za pomoca skrobakéw (Techno Plastic Products, TPP,
Szwajcaria) zeskrobywano komorki z szalek i1 przenoszono je do 15 ml falkondéw. Nastepnie
falkony wirowano 5 minut, 1000 rpm/minut¢. Supernatant usuwano, natomiast pelet
komorkowy rozbijano w 100 pL 1X Pre-Extraction Buffer. 1 X Pre-Extraction Buffer wczesniej
przygotowano rozcienczajac 10X Pre-Extraction Buffer woda destylowang w stosunku 1:10
oraz dodajac 10 pL roztworu DTT i 10 pL PIC (ang. Protease Inhibitor Cocktail). Pelet
komoérkowy zawieszony w 1X Pre-Extraction Buffer i przenoszono do 1,5 mL probowek typu

Eppendorf. Inkubowano 10 minut na kruszonym lodzie worteksujac co 10 sekund. Po inkubacji
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proboéwki wirowano - 12000 rpm przez 1 minute. Supernatant zawierajacy biatka
cytoplazmatyczne przenoszono do nowej probowki typu Eppendorf i zamrazano (-80°C).
Pozostaty pelet jadrowy ponownie zawieszano w 30 pL przygotowanego wczesniej buforu do
ekstracji i inkubowano 15 minut na kruszonym lodzie, worteksujac (5 sekund) co 3 minuty.
Zawiesing wirowano przez 10 minut, 14000 rpm/minute. Supernatant zawierajacy biatka
jadrowe przenoszono do nowej probowki i w zaleznosci od potrzeb zamrazano (-80°C) lub

mierzono stezenie biatka za pomocg metody Bradford'a opisanej ponize;j.

3.10. Pomiar st¢zenia bialka metoda Bradford'a w lizatach komorkowych

Do oznaczania stgzenia biatek wykorzystano metode Bradford’a [283]. Zasada oznaczenia
stezenia biatka opiera si¢ na zdolnos$ci tworzenia kompleksu biatko — barwnik (Brilliant Blue
G-250, Bradford Reagent for 0,1-1,4 mg/ml protein, Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, USA), a
warto$¢ absorbancji jest proporcjonalna do st¢zenia bialek w probce. W celu wykonania
krzywej wzorcowej wykonano roztwory albuminy o wzorcowych stezeniach od 0,2 mg/mL do
1,8 mg/mL (ze stoku albuminy 2 mg/mL; 10 mg albuminy + 5 mL buforu do izolacji biatka
RIPA). Probeg $lepa stanowit bufor RIPA. Przygotowane standardy jak rowniez ptytki 96-
dotkowe, na ktérych wykonano oznaczenie umieszczono na kruszonym lodzie. Do 5 pL
standardu dodawano 250 pL odczynnika Bradford’a. Odczyt przeprowadzano z
wykorzystaniem czytnika wieloplytek (Synergy H1, BioTek, Winooski, USA) przy dtugosci
fali 595 nm. Dla wszystkich badanych prob oznaczenie przeprowadzano w trzykrotnych

powtdrzeniach, a stezenia biatek wyliczano na podstawie uzyskanej krzywej wzorcowe;.

3.11. Analiza aktywnoSci deacetylaz histonow

W pracy do oceny aktywno$ci deacetylaz histonéw uzylo testu HDAC Activity
Colorimetric Assay Kit (Biovision, Milpitas, USA). Test ten obejmuje dwa gléwne etapy.
Pierwszy polega na tym, ze kolorymetryczny substrat HDAC (HDAC substrat) zawierajacy
tancuch boczny acetylowanej lizyny jest inkubowany z probka, ktéra posiada aktywnosé
HDAC (kontrolne komorki linii U-87MG, U-251MG i komoérki obu linii po traktowaniach
badanymi zwigzkami). W drugim etapie dodanie Lysine Developer powoduje barwng reakcje.

Doswiadczenie zostato wykonane na 96-dotkowych ptytkach. W badaniu wykorzystano

lizaty calokomorkowe wykonane po zakonczeniu inkubacji z badanymi czynnikami
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doswiadczalnymi. Lizaty komdrkowe zwierajace 100 pg biatka rozcienczano w wodzie tak,
aby koncowa objeto$¢ probki wynosita 85 puL. Kontrole pozytywna stanowily nietraktowane
komorki linii U-87MG lub U-251MG. Kontrole negatywng stanowil lizat komorkowy
rozcienczony H>0 do 83 ul zawierajacy 2 pL Trichostatyny A (TSA). Do kazdego dotka
dodawano 10 pL buforu (10x HDAC Assay Buffer) oraz 5 pL kolorymetrycznego substratu
HDAC (HDAC Colorimetric Substrate). Plytke inkubowano 1,5 h w temperaturze 37°C.
Reakcje zatrzymywano dodajac 10 pL Lysine Developer. Nastgpnie ptytke inkubowano 0,5 h
w temperaturze 37°C. Po tym czasie wykonywano pomiar absorbancji za pomoca czytnika
wieloplytek (SYNERGY HI1, BioTek, Winooski, USA) przy dtugosci fali 400 nm.

Aktywnos¢ deacetylaz histonéw jest wprost proporcjonalna do ilosci zdeacetylowanej
lizyny mierzonej kolorymetrycznie w probkach. Wyniki przedstawiono w odniesieniu do

kontroli pozytywnej — jako % ctrl.

3.12. Analiza nate¢zenia procesu glikolizy na podstawie pomiaru ilosci wytworzonego
mleczanu

Do oceny wewnatrz- i zewnatrzkomorkowego poziomu L(+) — mleczanu uzyto zestawu
- Lactate Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Komoérki U-251MG, U-87MG
poddane dziataniu badanych zwigzkéw hodowano na plastikowych szalkach o $rednicy 6 cm
(Techno Plastic Products, TPP, Szwajcaria). Po odpowiednim czasie inkubacji komorki
zbierano dodajac 500 pL zimnego roztworu PBS i zeskrobujac przy pomocy skrobakow
(Techno Plastic Products, TPP, Szwajcaria). Zawiesing komorek przenoszono do probéwek
typu Eppendorf 1,5 mL (Nest Scientific Biotechnology, Chiny), wirowano przez 6 minut (10000
g, 4°C, Centrifuge 5804R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant usuwano, a pelet komorkowy
ponownie zawieszano w 500 pL zimnego PBS i ponownie wirowano (6 minut, 10000 g, 4°C).
Supernatant usuwano. W celu usunigcia z probek dehydrogenazy L — mleczanowej pelet
komoérkowy zawieszano w 500 pL buforu (Lactate Assay Buffer), przenoszono do
koncentratorow PES (Pierce™ Protein Concentrators PES, 10K MWCO, 0,5 mL, Thermo
Fisher Scientific Invitrogen, USA), wirowano 13000 g przez 10 minut. Powstatg frakcje
rozpuszczalng uzywano do oznaczen. 50 puL supernatantu nanoszono na ptytke 96-dotkowa (w
trzech powtorzeniach). Do oceny zewnatrzkomodrkowego poziomu mleczanu po zakonczonym

doswiadczeniu, pobierano 50 pL medium hodowlanego, rozcieficzano je 10x 1 nanoszono na
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ptytke 96-dotkowa (trzy powtorzenia). Kolejno dodawano 50 pL Master Reaction Mix (Lactate
Assay Buffer 46 pL, Lactate Enzyme Mix 2 pL, Lactate Probe 2 pL). Plytke inkubowano 15
minut, chronigc od $wiatta a nast¢gpnie mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 570 nm
(Synergy H1, BioTek, Winooski, USA). Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli jako

% kontroli.

3.13. Ocena syntezy ATP

Do oceny syntezy ATP uzyto komercyjnego testu ATP Colorimetric/Fluorometric Assay
Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Komérki GBM poddane dziataniu analizowanych
zwigzkow lub kombinacji zwigzkéw hodowano na plastikowych szalkach o $rednicy 6 cm
(Techno Plastic Products, TPP, Szwajcaria). Po zakonczeniu do§wiadczenia komorki zbierano
dodajac 500 pL zimnego roztworu PBS i zeskrobujac przy pomocy skrobakow (Techno Plastic
Products, TPP, Szwajcaria). Zawiesing komorek przenoszono do probéwek typu Eppendorf 1,5
mL (Nest Scientific Biotechnology, Chiny), wirowano przez 6 minut (10000 g, 4°C, Centrifuge
5804R, Eppendorf, Niemcy). Supernatant usuwano, a pelet koméorkowy rozbijano w 100 pL
ATP Assay Buffer i przenoszono do koncentratorow PES (Pierce™ Protein Concentrators PES,
10K MWCO, 0,5 mL, Thermo Fisher Scientific Invitrogen, USA), wirowano 12000 g przez 30
minut. Powstaty przesacz uzywano do oznaczen. 50 pL supernatantu nanoszono na ptytke 96-
dotkowa (w trzech powtdrzeniach) i dodawano 50 pL Reaction Mix sktadajacego si¢ z ATP
Assay Buffer 44 uL, ATP Probe 2 uL, ATP Converter 2 uL, Developer Mix 2 puL. Przygotowano
probe §lepa — bufor ATP Assay Buffer 46 uL, ATP Probe 2 pL, Developer Mix 2 pL Do kazdego
doswiadczenia wykonano szereg standardow ATP — 0, 2, 4, 6, 8, 10 nM/dotek. Po dodaniu
Reaction Mix do kazdego dotka ptytke mieszano przez 3 minuty, nast¢pnie inkubowano 30
minut chronigc od §wiatlta. Po tym czasie mierzono absorbancje przy dlugosci fali 570 nm
(Synergy H1, BioTek, Winooski, USA). Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli jako

% kontroli.

3.14. Analiza wzglednego poziomu bialek metoda Western-blot
3.14.1. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
Rozdziat biatek wykonano przez pionowa elektroforeze na zelu poliakrylamidowym. W

zaleznos$ci od masy czasteczkowej identyfikowanych biatek uzyto zeli 15% (biatka mniejsze
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niz 20 kDa), 10% (20 — 90 kDa), 7,5 — 8,5% (100 — 150 kDa) lub 6% (200 kDa). Zele wykonano
z nastepujacych odczynnikow:

- 30% (v/v) roztwor wodny akrylamidu/bisakrylamidu (Bio-Rad Laboratories, Hercules,

USA).

- 10% roztwér wodny SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

- TEMED (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA).

- 20% APS nadsiarczan amonu (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

- TRIZMA base (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Do studzienek przygotowanego zelu nakladano zdenaturowane probki (100.C przez 4
minuty) zawierajace 20 pg biatka catokomodrkowego oraz 2x stezony bufor Laemmli (1/4
objetosci probki). Elektroforez¢ wykonano przy uzyciu aparatu Mini PROTEAN Tetra System
(Bio-Rad Labolatories, Hercules, USA) przy statym napieciu — 100 V. W kolejnym etapie
wykonano transfer biatek na membran¢ nylonowa PVDF (Immun-Blot® PVDF Membrane,
Bio-Rad Labolatories, Hercules, USA) przy pomocy aparatu do transferu - Trans-Blot® Cell
(Bio-Rad Labolatories, Hercules, USA) i napigciu 85 V (1,5 h). Membrany w celu aktywacji
umieszczono w pojemnikach z metanolem (30 sekund). Transfer przeprowadzono w buforze
do transferu sktadajacego si¢ z TRIZMA base, glicyny i metanolu (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA).

3.14.2. Detekcja bialek

Membrany nylonowe blokowano przez godzing, w temperaturze pokojowej w 5 %
roztworze odtluszczonego mleka w proszku (Krotoszyn, Polska) (5 g odtluszczonego mleka w
proszku + 100 mL buforu TBST). Bufor TBST sporzadzono ze sktadnikow: 100 mL 10x TBS,
900 mL H»0, 0,05% Tween 20. Nastgpnie membrany inkubowano z przeciwciatami
pierwszorzedowymi zawieszonymi w 1 % roztworze mleka w proszku. Membrany inkubowano
przez noc w temperaturze 4°C. Kolejnego dnia membrany ptukano 3x po 10 minut w $wiezym
buforze TBST i umieszczano w roztworze (mleko w proszku rozpuszczone w buforze TBST —
5 %) przeciwcial wtorych sprzezonych z peroksydaza chrzanowa. Membrany z przeciwciatami
wtornymi inkubowano przez godzing w temperaturze pokojowej. Nastepnie membrany ptukano
trzykrotnie w buforze TBST, przektadano na foli¢ i osuszano. Do detekcji biatek uzyto

dwusktadnikowego odczynnika ECL lub ECL PLUS (WesternBright Sirius Chemiluminescent
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Detection Kit, Advansta Inc., USA) i przektadano nastepng folig. Membrany archiwizowano
przy uzyciu aparatu G-BOX (Syngene, Wielka Brytania). Intensywnos$¢ otrzymanych prazkow
analizowano w odniesieniu do biatka referencyjnego aktyny.

Przeciwciata pierwszorzedowe uzyte do doswiadczen:

- mysie anty-aktyna przeciwcialo poliklonalne (1:2500) (nr. kat. 3700S, Cell Signaling, USA)
- krolicze anty-HIF-law przeciwcialo monoklonalne (1:250) (nr. kat. [EP1215Y] (nr. kat.
ab51608, Abcam, USA)

- krolicze anty-LDHA przeciwciato poliklonalne (1:1000) (nr. kat. 2012S, Cell Signaling, USA)
- krélicze anty-PDK1 przeciwcialo poliklonalne (1:1000) (nr. kat. ab90444, Abcam, USA)

- krolicze anty-Bax przeciwciato monoklonalne (1:1000) (nr. kat. [E63] ab32503, Abcam,
USA)

- krolicze anty-Bad przeciwciato monoklonalne (1:2000) (nr. kat. [Y208] ab32445, Abcam,
USA)

- krolicze anty-Bcl-2 przeciwciato monoklonalne (1:500) (nr. kat. ab59348, Abcam, USA)

- krélicze anty-pro-kaspaza-3 przeciwciato monoklonalne (1:1000) (nr. kat. ab32499, Abcam,
USA)

- krolicze anty-MAP-LC3B przeciwciato poliklonalne (1:1000) (nr. kat. 2775S, Cell Signaling,
USA)

Przeciwciata drugorzedowe uzyte do doswiadczen:
- anty-krélik IgG- skonjugowane z HRP (1:1000) (nr. kat. 7074S, Cell Signaling, USA).
- anty-mysz IgG- skonjugowane z HRP (1:1000) (nr. kat. 7076S, Cell Signaling, USA).

3.15. Przygotowanie probek do analizy ultrastruktury komoérek za pomocag
transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM)

Komorki wysiewano w ilosci 5 x 10*/mL na sterylne, bezbarwne 24-dotkowe plytki z
ptaskim dnem i pokrywka, w objetosci 500 pL/dotek. W kazdym dotku przed wysianiem
komorek, umieszczono okragte szkietko nakrywkowe o $rednicy 12 mm (Bionovo, Polska).
Komorki inkubowano z 2-DG, WP1122, NaBt, NaVPA przez 24 h oraz WP1234 w stezeniu
2501 500 uM w trzech punktach czasowych (4, 8 i 12 h). Po odpowiednim czasie inkubacji
komorki utrwalano 2,5% glutaraldehydem i 4% paraformaldehydem przez 4 h, a nastgpnie
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ptukano 4x po 10 minut 0,1 M buforem kakodylowy. Po ostatnim ptukaniu preparatu, roztwor
pozostawiono, a ptytke umieszczono w lodoéwce (-4°C) do momentu dalszej procedury. W
kolejnych etapach przygotowania probek do analizy, komorki utrwalano czterotlenkiem osmu
(Os04), ktory reagujac z nienasyconymi tancuchami kwaséw tluszczowych w lipidach bton
komoérkowych, nadaje kontrast blon struktur komoérkowych. Nastepnie komoérki barwiono
octanem uranylu (UO2(OCCHs): * 2H20), ktory kontrastuje biatka i kwasy nukleinowe. W
kolejnym etapie materiat odwadniano we wzrastajacych stezeniach EtOH. Szkietka
przektadano na kapsutki wypelione zywica, komorkami w kierunku Zywicy 1 polimeryzowano
(utwardzano) w 60°C. Po procesie polimeryzacji, szkietka usuwano a komorki pozostawaty na
bloczku zywicy. Nastgpnie uzyskane bloczki zywicy z komodrkami krojono za pomoca
ultramikrotomu (LKB, Szwecja) na ultracienkie skrawki (o grubosci = 70 nm), naktadano na
specjalne siatki miedziane o $rednicy 3 mm i ogladano na transmisyjnym mikroskopie

elektronowym (JEM 1200EX, JEOL Co., Japonia).

3.16. Analiza interakcji pomie¢dzy inhibitorami glikolizy a inhibitorami deacetylaz
histonow

Do oceny mechanizmu interakcji pomig¢dzy inhibitorami glikolizy i inhibitorami HDAC
zastosowano metode efektu mediany opracowang przez Chou oraz Talalay'a (metoda Chou-
Talalay) [284]. W doswiadczeniu oceniono zywotno$¢ komoérek GBM (test MTS) po
traktowaniu roznymi kombinacjami wyzej wspomnianych grup zwigzkow (1:10, 1:5, 1:2,5,
1:1,25). Na tej podstawie obliczono tzw. indeks kombinacji (ang. Combination Index, CI), ktory
okresla rodzaj interakcji pomiedzy zwigzkami, gdzie CI > 10 oznacza bardzo silny antagonizm,
CI 3,31-10 silny antagonizm, CI 1,46-3,30 antagonizm, CI 1,25-1,45 umiarkowany
antagonizm, CI 1,11-1,20 nieznaczny antagonizm, CI 0,91-1,10 prawie addytywny, CI 0,86-0,9
niewielka synergie, CI 0,71-0,85 umiarkowang synergi¢, CI 0,31-0,7 synergie, CI 0,1-0,3 silng
synergi¢, CI < 0,1 bardzo silg synergic. Wyniki przeanalizowano za pomoca programu
CompuSyn w wersji 1,0 (ComboSyn, Inc., Paramus, N.Y., USA). Poza wyznaczeniem indeksu
kombinacji program pozwala takze okresli¢ wartos$ci dla pojedynczych zwigzkéw oraz ich
kombinacji m. in. Dy — $rednia skuteczna dawka, warto§¢ 1Cso, medialne st¢zenie inhibitora
hamujace w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne komorek; m - okresla nachylenie

wykresu, ksztalt krzywej dawka-odpowiedz, m = 1, m > 1 oraz m < 1 oznaczaja odpowiednio
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ksztalt hiperboliczny, sigmoidalny oraz ptaski sigmoidalny; r — wspotczynnik korelacji Parsona,
ktory przyjmuje zawsze wartos¢ z przedziatu -1 do 1, znak tego wspodtczynnika informuje o
kierunku korelacji (liniowa ujemna lub liniowa dodatnia). Warto$¢ bezwzglgdna r informuje o
sile korelacji liniowej. Wspoétczynnik r wskazuje jak dobre sg dane, gdy r = 1 dane uwazane sa

za wzorcowe, gdy r = 0 - brak korelacji.

3.17. Analiza statystyczna

Wyniki badan, uzyskano z przynajmniej trzech odrgbnych dos$wiadczeniach, w
minimum trzech powtorzeniach kazdy. Wyniki analizowano za pomoca programu GraphPad
Prism 8.0. W celu okreslenia roznic ilosciowych zastosowano jako jednostk¢ umowng procent
warto$§ci  kontrolnej w kazdym z punkéw czasowych (warto$¢ uzyskana z
doswiadczenia/warto$¢ kontrolna x 100%). Do oceny istotno$ci statystycznej wykorzystano
jednokierunkowa (one-way ANOVA) lub dwukierunkowa (two-way ANOVA) analize
wariancji jak rowniez test rozstepu Tukey’a. Jako warto$¢ graniczng w okresleniu poziomu
istotnosci statystycznej przyjeto p=0,05. Warto$ci srednich rdznigce si¢ statystycznie pomi¢dzy
srednimi z traktowan a kontrolg oznaczano odpowiednio gwiazdkami (* p<0,05; ** p<0,01;

w565 p<,001).

61



4. Wyniki
4.1. Inhibitory glikolizy wywieraja cytotoksyczny wplyw na komorki GBM linii U-87 oraz
U-251

Efekty cytotoksyczne badanych zwigzkdéw oceniano na podstawie parametréw zmian
zywotnosci, proliferacji i nat¢zenia syntezy biatka komdérek GBM linii U-87 oraz U-251, pod
wpltywem wzrastajacych stezen badanych inhibitorow glikolizy: 2-DG [0,5 - 20 mM] oraz
WP1122[0,25 - 5 mM] po 48 1 72 h inkubacji. Uzyskane wyniki byty porownywanie wzgledem
wartos$ci uzyskanych dla komorek kontrolnych, nietraktowanych. Jako kontrolg pozytywna za-
stosowano inhibitor syntezy biatek - cykloheksymid (CHX) [20 pM].

Jak wskazuje Rysunek 15, badane substancje zaleznie od dawki i czasu istotnie staty-

stycznie obnizyly zywotno$¢ komoérek obu linii komérkowych (***p < 0.001).
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Rysunek 15. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow glikolizy A. 2-DG [0,5 - 20 mM], B. WP1122
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[0,25 - 5 mM], na zywotnos¢ komorek linii U-87 oraz U-251 po 48 i 72 h inkubacji. Jako kontrole
pozytywng w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna w odniesieniu do kon-
troli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Zmianom zywotno$ci komoérek towarzyszyto zalezne od dawki i czasu istotne staty-
stycznie zmniejszenie proliferacji komoérek, oceniane za pomocg testu z BrdU. Zmiany prolife-
racji komorek pod wpltywem wzrastajacych stezen badanych zwigzkow, po 48 1 72 h inkubacji

przedstawia Rysunek 16.
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Rysunek 16. Wptyw wzrastajacych stezen inhibitoréw glikolizy (A. 2-DG [2,5 - 20 mM], B. WP1122
[0,5 - 5 mM]) na proliferacj¢ (test BrdU) komorek linii U-87 oraz U-251 po 48 i 72 h inkubacji. Jako
kontrole pozytywna w do$wiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu
do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Oddziatywanie badanych pochodnych indukowalo takze zmniejszenie biosyntezy
biatka w komorkach, oceniane za pomoca testu z sulforodaming (SRB). Zmiany nat¢zenia syn-
tezy biatka pod wpltywem wzrastajacych stezen badanych zwigzkow po 48 1 72 h inkubacji
przedstawia Rysunek 17.
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Rysunek 17. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow glikolizy A. 2-DG [2,5 - 20 mM], B. WP1122
[0,5 - 5 mM], na biosynteze biatka (barwienie SRB) w komorkach linii U-87 oraz U-251 po 481 72 h
inkubacji. Jako kontrolg¢ pozytywna w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 uM]. Istotno$¢ staty-
styczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
Przeprowadzone testy wykazaly spdjne, korespondujace ze soba wyniki, ktore potwier-
dzity cytotoksyczne oddziatywanie inhibitorow glikolizy wzgledem komorek glejaka linii U-

871 U-251.
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Na podstawie przeprowadzonych analiz MTS wyznaczono dla badanych pochodnych war-
tosci ICso, ktora oznacza stezenia zwigzkow, w ktorych wzrost i proliferacja komoérek byta za-
hamowana w 50 % w stosunku do kontroli. W przypadku linii komérkowej U-87 uzyskano
nastepujace wartosci: 2-DG - 20 mM (48 h) oraz 5 mM (72 h); WP1122 - 3 mM (48 h) oraz 2
mM (72 h). Natomiast dla linii U-251 uzyskano warto$ci: 2-DG - 12 mM (48 h) oraz 5 mM (72
h); WP1122 - 1,25 mM (48 h), 0,8 mM (72 h) (Tabela VI).

Tabela VI. Wyznaczone warto$ci ICso 2-DG oraz WP1122 dla linii komoérkowych U-87 i U-251 po 48
i 72 h inkubacji.

ICs 2-DG U-87 [mM] U-251 [mM]
48 h 20 12
72 h 5 5

1Cso WP1122 U-87 [mM] U-251 [mM]
48 h 3 1,25
72 h 2 0,8

Jak wskazuja uzyskane wartosci, acetylowana pochodna 2-DG - WP1122 wykazuje
istotnie wyzszy efekt cytotoksyczny a wartos¢ ICso WP1122 jest ponad dwukrotnie nizsza niz
dla 2-DG. Ciekawa obserwacja jest takze wyzsza wrazliwo$¢ linii U-251 na hamowanie pro-
cesu glikolizy, gdyz warto$ci ICso wyznaczone dla tej linii sg w wigkszosci punktéw pomiaro-
wych nizsze niz dla linii U-87. Wskazuje to na wigksza zalezno$¢ komorek linii U-251 od pro-

cesu glikolizy.

4.2. Znaczenie hipoksji dla cytotoksycznego oddzialywania inhibitorow glikolizy (2-DG,
WP1122) w modelu GBM linii U-87 i U-251

Istnieje hipoteza, iz warunki niedotlenienia (hipoksji) powoduja catkowita zaleznos¢
komorek glejaka wielopostaciowego od procesu glikolizy co koreluje z opornoscia na radio- i
chemioterapi¢. Aby oceni¢ potencjat cytotoksyczny badanych inhibitorow glikolizy w warun-
kach niedotlenienia, zastosowano uznawany w literaturze indukowany chemicznie model na-
sladujacy hipoksje [281, 285]. W celu zasymulowania zmian w komoérkach badanych linii, cha-
rakterystycznych dla warunkow hipoksji, komorki traktowano dimetylooksaliloglicyna
(DMOG), hamujaca rozktad czynnika HIF-1a [50, 100 uM] oraz Rodaming 123 (Rho 123),
ktéra hamuje aktywno$¢ oksydacyjng mitochondriow [0,25; 0,5 uM]. Jak wskazuje Rysunek

18, zastosowane stgzenia DMOG i1 Rho 123 nie byly cytotoksyczne wobec komorek GBM.
65



A. U-8772h B. U-25172h
15 ns 15 ns

g [

s s

) g

= =

] 3

£ £

o [<

& &

DMOG, Rho 123 [uM] DMOG, Rho 123 [uM]

Rysunek 18. Wplyw DMOG [50, 100 uM] i/lub Rho 123 [0,25, 0,5 pM] na zywotno$¢ komorek linii
U-87 (A) 1 U-251 (B) po 72 h inkubacji. Jako kontrole pozytywng w do§wiadczeniu zastosowano CHX
[20 uM]. Istotnos$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001.

W celu potwierdzenia skutecznos$ci indukcji zmian wewnatrzkomoérkowych indukowa-
nych w warunkach nasladujacych hipoksje, za pomocg metody Western blot oceniono ekspresje
czynnika transkrypcyjnego HIF-1a oraz regulowanych przez niego enzymow glikolitycznych:
PDKI1 i LDHA. Jak ilustruje Rysunek 19, poziom biatka HIF-1a byt wyzszy w komodrkach
traktowanych DMOG + Rho w poréwnaniu z kontrola, przy czym zmiany ekspresji byty istot-
nie wigksze w linii U-251 niz U-87. Istotnie wyzszy poziom LDHA byl wykrywany w komor-
kach linii U-251 (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Analiza Western blot ekspresji biatek HIF-1a oraz PDK1 i LDHA po traktowaniu komorek
linii U-87 oraz U-251, DMOG [50, 100 uM] i/lub rodaming 123 [0,25, 0,5 uM]. Jako bialko referencyjne
oznaczono aktyne.
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Po weryfikacji skutecznos$ci dziatania zastosowanego modelu nasladujacego warunki
hipoksji oceniono jego znaczenie dla wrazliwo$ci komorek na cytotoksyczne oddziatywanie
badanych inhibitorow glikolizy. W tym celu wykonano ponownie analiz¢ zywotno$ci komorek
poddanych dziataniu DMOG + Rho 123 [odpowiednio: 100 uM + 0,5 uM] i 2-DG [2,5 - 10
mM] lub WP1122 [0,5 - 5 mM] (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Wptyw wzrastajacych stezen inhibitoréw glikolizy (A. 2-DG [2,5 - 10 mM], B. WP1122
[0,5 - 5 mM)]) na przezywalno$¢ (test MTS) komorek linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji w warun-
kach normoks;ji i warunkach nasladujacych hipoksje (DMOG [100 uM] + Rho [0,5 uM]). Istotnos¢
statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

Analiza zywotno$ci wykazata, iz indukcja warunkéw nasladujacych hipoksje nie
wplywa istotnie na cytotoksycznos¢ WP1122 w wickszosci badanych stezen (Rysunek 20B).
W przypadku 2-DG, w warunkach nasladujacych hipoksj¢ zywotno$¢ komoérek byta istotnie
nizsza niz w warunkach normoksji, jednakze réznice nie byly wicksze niz kilka procent (Rysu-

nek 20A). Uzyskane wyniki wskazuja na wysoce glikolityczny fenotyp komérek GBM i ich

wysoka zaleznos$¢ od procesu glikolizy nawet w warunkach dostepnosci tlenu.
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4.3. Inhibitory glikolizy: 2-DG i WP1122 hamuja wytwarzanie kwasu mlekowego

W celu potwierdzenia skuteczno$ci hamowania procesu glikolizy przez 2-DG i WP1122, wy-
konano oznaczenie st¢zenia kwasu mlekowego w lizatach komérkowych oraz kwasu mleko-
wego wydzielonego do medium hodowlanego po 72 h inkubacji z 2-DG [2,5 - 10 mM] i
WP1122 [0,5 - 5 mM], z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego testu (Lactate Assay Kit).
Wykonana analiza potwierdzita, iz zarowno 2-DG jak i WP1122 zaleznie od dawki hamuja
syntez¢ kwasu mlekowego w odniesieniu do kontroli (Rysunek 21), co potwierdza mechanizm

dziatania badanych zwiagzkow i zmniejszenie natezenia procesu glikolizy w komorkach.
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Rysunek 21. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow glikolizy A. 2-DG [2,5 - 10 mM], B. WP1122
[0,5 - 5 mM] na stezenie wytworzonego kwasu mlekowego w lizatach komérkowych i kwasu mleko-
wego wydzielonego do medium linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji. Istotnos¢ statystyczna w od-
niesieniu do kontroli (ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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4.4. 2-DG oraz WP1122 zmniejszaja syntez¢ ATP

Do oceny skuteczno$ci hamowania procesu glikolizy przez 2-DG oraz WP1122 wyko-
nano oznaczenie ste¢zenia ATP w komorkach linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji z 2-DG
[2,5-10 mM] i1 WP1122 [0,5 - 5 mM], z wykorzystaniem komercyjnie dostgpnego testu (ATP
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit). Wykonane do§wiadczenie potwierdzito, iz ilo§¢ ATP w
komorkach linii U-87 1 U-251 traktowanych inhibitorami glikolizy jest mniejsze w poréwnaniu
do kontroli (Rysunek 22). Uzyskane wyniki stanowig dodatkowe potwierdzenie na zahamowa-
nie procesu glikolizy w badanych liniach komoérkowych w odpowiedzi na obecnos¢ 2-DG i

WP1122.
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Rysunek 22. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow glikolizy A. 2-DG [2,5 - 10 mM], B. WP1122
[0,5 - 5 mM] na synteze ATP w komorkach linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji. Istotno$¢ staty-
styczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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4.5. 2-DG i WP1122 indukuja apoptoz¢ komorek GBM linii U-87 i U-251

W celu weryfikacji udzialu procesu apoptozy w cytotoksycznym oddzialywaniu 2-DG oraz
WP1122 wykonano znakowanie komoérek apoptotycznych aneksyna V i zmierzono cytome-
trycznie odsetek komorek pozytywnych. Jak wskazuje Rysunek 23, zmniejszenie zywotnosci,
proliferacji, natezenia syntezy bialek oraz syntezy ATP w komorkach U-87 1 U-251 korelowato

ze wzrostem odsetka komorek apoptotycznych wybarwionych aneksyng V.

uU-87 U-251

>

48 h 72h 48 h 72h

Komérki apoptotyczne [% kontroli]
Komérki apoptotyczne [% kontroli]

2.DG [mM]

=

U-87 U-251

48 h 72h 48 h 72h
100 q

Komoérki apoptotyczne [% kontroli]
Komérki apoptotyczne [% kontroli]

WP1122 [mM] WP1122 [mM]

Rysunek 23. Znakowanie komorek apoptotycznych aneksyna V. Komorki linii U-87 i U-251 znako-
wano po 48 i 72 h inkubacji z r6znymi stezeniami A. 2-DG [2,5 - 20 mM] i B. WP1122 [0,5 - 5 mM].
Jako kontrole pozytywna w dos§wiadczeniu zastosowano CHX [20 uM]. Istotnos¢ statystyczna w odnie-
sieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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4.6. Inhibitory deacetylaz histonow wywieraja cytotoksyczny wplyw na komorki GBM
linii U-87 i U-251

W celu oceny wptywu hamowania aktywnos$ci deacetylaz histonow (HDAC) przez maslan
sodu (NaBt) i walproinian sodu (NaVPA), komoérki GBM linii U-87 1 U-251 traktowano wzra-
stajacymi stezeniami badanych zwigzkow: NaBt [2,5 - 20 mM], NaVPA [2,5 — 20 mM] przez
48 1 72 h. Po zakonczeniu inkubacji oceniono zywotno§¢ komorek testem MTS. Zmiany zy-
wotno$ci komorek linii U-87 1 U-251 pod wplywem badanych zwigzkéw przedstawia Rysunek

24.
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Rysunek 24. Wptyw wzrastajgcych stezen inhibitorow HDAC A. NaBt [2,5 - 20 mM], B. NaVPA [2,5
- 20 mM] na zywotno$¢ komorek linii U-87 oraz U-251 po 48 i 72 h inkubacji. Jako kontrolg pozytywna
w do$wiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl)
zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Zmianom zywotno$ci komoérek towarzyszyto zalezne od dawki i czasu istotne staty-

stycznie zmniejszenie proliferacji komorek, oceniane za pomoca testu z BrdU (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow HDAC (A. NaBt [5 - 20 mM], B. NaVPA [5 -
20 mM]) na proliferacje (test BrdU) komorek linii U-87 oraz U-251 po 48 i 72 h inkubacji. Jako kontrolg
pozytywng w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna w odniesieniu do kon-
troli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Efekty cytotoksyczne badanych pochodnych, indukowaty takze zmniejszenie syntezy
biatka w komoérkach U-87 1 U-251, co ilustruje Rysunek 26.
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Rysunek 26. Wpltyw wzrastajacych stezen inhibitorow HDAC (A. NaBt [5 - 20 mM], B. NaVPA [5 -
20 mM] na syntezg¢ biatek w komorkach linii U-87 oraz U-251 po 48 i1 72 h inkubacji z badanym zwigz-
kiem. Jako kontrole pozytywng w dos§wiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna w
odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Na podstawie przeprowadzonych analiz MTS, wyznaczono dla badanych pochodnych
warto$ci ICso, ktorego wartosci wynosity odpowiednio: dla komoérek linii U-87: NaBt - 14 mM
(48 h)i 10 mM (72 h); NaVPA - 15 mM (48 h) i 10 mM (72 h), dla komorek linii U-251: NaBt
— 15 mM (48 h) oraz 10 mM (72 h); NaVPA - 15 mM (48 h) i 12,5 mM (72 h) (Tabela VII).

Tabela VII. Wyznaczone wartosci ICso NaBt oraz NaVPA dla linii komérkowych U-87 1 U-251 po 48
i 72 h inkubacji.

ICso NaBt U-87 [mM] U-251 [mM]
48 h 14 15
72 h 10 10
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ICso NaVPA U-87 [mM] U-251 [mM]
48 h 15 15
72 h 10 12,5

Jak wskazuja uzyskane wyniki, aktywno$¢ cytotoksyczna obu badanych inhibitoréw

HDAC byta zblizona o czym $wiadcza podobne wartosci ICso.

4.7. Znaczenie hipoksji dla cytotoksycznego oddzialywania inhibitorow deacetylaz
histonow (NaBt, NaVPA) w modelu GBM linii U-87 i U-251

W celu oceny znaczenia zmian indukowanych przez warunki symulujace hipoksj¢ dla
wrazliwosci komorek na cytotoksyczne oddziatywania badanych inhibitoréw deacetylaz histo-
néw, wykonano ponownie analiz¢ zywotnosci testem MTS komorek poddanych dziataniu
DMOG + Rho 123 [odpowiednio: 100 uM + 0,5 uM] i NaBt [5 - 15 mM] lub NaVPA [5 - 15
mM] (Rysunek 27).
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Rysunek 27. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow HDAC A. NaBt [5 - 15 mM], B. NaVPA [5 - 15
mM] na zywotnos¢ komorek linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji w warunkach normoksji i warun-
kach nasladujacych hipoksje (DMOG [100 pM] + Rho 123 [0,5 uM]). Istotno$¢ statystyczna w odnie-
sieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Jak wskazuja uzyskane wyniki, zywotno§¢ komoérek obu badanych linii traktowanych
NaBt i NaVPA byla zblizona w warunkach nasladujacych hipoksje do zywotnosci komorek
traktowanych w warunkach normoksji, co wskazuje, iz aktywnos¢ szlakow zaleznych od ak-
tywnosci HDAC jest podobna w obu liniach komérkowych i nie jest ona zalezna od nasilenia

procesu glikolizy w komdérkach GBM.

4.8. NaBt i NaVPA indukuja apoptoze komorek GBM linii U-87 i U-251

W celu weryfikacji udziatu procesu apoptozy w cytotoksycznym oddziatywaniu NaBt i
NaVPA wykonano znakowanie komorek apoptotycznych aneksyna V i zmierzono cytome-
trycznie odsetek komorek pozytywnych. Jak wskazuje Rysunek 28, zmniejszenie zywotnosci,
proliferacji i natezenia syntezy biatek w komorkach U-87 i U-251 korelowato ze wzrostem

odsetka komorek apoptotycznych, wybarwionych aneksyng V.

u-87 U-251
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Rysunek 28. Ocena aktywacji apoptozy za pomoca znakowania komoérek apoptotycznych aneksyng V.
Komorki linii U-87 i U-251 znakowano po 48 i 72 h inkubacji z ré6znymi stezeniami A. NaBt [5 - 20
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mM], B. NaVPA [5 - 20 mM]. Jako kontrolg pozytywna w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 uM].
Istotnos¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01,
**Ekp < 0.001.

4.9. Ocena aktywnosci deacetylaz histonow w komorkach GBM linii U-87 i U-251
poddanych dzialaniu inhibitoréow HDAC

W celu potwierdzenia molekularnego mechanizmu dziatania NaBt i NaVPA oceniono
aktywno$¢ deacetylaz histonow za pomoca komercyjnie dostgpnego testu HDAC Activity Co-
lorimetric Assay Kit. Jak wskazuje Rysunek 29, NaBt [5 - 15 mM] i NaVPA [5 - 15 mM]
zaleznie od dawki hamowaty aktywno$¢ deacetylaz histonéw w obu badanych liniach komor-

kowych GBM.
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Rysunek 29. Ocena aktywnosci deacetylaz histonow. Komorki linii U-87 1 U-251 poddano 72 h inku-
bacji z r6znymi stezeniami HDAC — A. NaBt [5 - 15 mM], B. NaVPA [5 - 15 mM]. Istotnos$¢ staty-
styczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Zmiany aktywnosci deacetylaz histondw moga modyfikowaé ekspresje biatek pro- i antya-
poptotycznych, dlatego aby potwierdzi¢ efektywno$¢ zahamowania aktywnosci HDAC przez
NaBt i NaVPA (warto$¢ ICso, 72 h), oznaczono metodg Western blot ekspresj¢ wybranych bia-
tek z rodziny Bcl-2: Bcl-2, Bad i Bax.

Jak przedstawiono na Rysunku 30, traktowanie komorek GBM wyznaczonymi eksperymen-
talnie warto$ciami ICso - NaBt [10 mM dla linii komdrkowej U-87 1 U-251 po 72 h inkubacji]
oraz NaVPA [10 mM dla linii komérkowej U-87 i 12,5 mM dla linii U-251 po 72 h inkubacji],
obnizyto ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcel-2. Co wigcej, w przypadku linii U-87 za-
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réwno traktowanie NaBt, jak i NaVPA powodowato znaczace zwickszenie poziomu proapop-
totycznych biatek Bad i Bax. Analogiczne, w linii U-251 traktowanie NaVPA spowodowato
zwigkszenie poziomu biatek Bad oraz Bax, natomiast po traktowaniu NaBt zaobserwowano
jedynie zwigkszenie poziomu biatka Bax. Co wazne, istotne zmiany ekspresji biatek byty wi-
doczne po traktowaniu inhibitorami HDAC a nie inhibitorami glikolizy (2-DG, WP1122) co

potwierdza specyficznos$¢ dziatania stosowanych inhibitorow.
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Rysunek 30. Zmiany ekspresji biatek z rodziny Bcl-2 (antyapoptotycznego Bcl-2 i proapoptotycznych
Bad i Bax) pod wplywem taktowania komorek GBM stezeniami ICso 2-DG [5S mM], WP1122 [2 mM
dla linii U-87 oraz 0,8 mM dla linii U-251], NaBt [10 mM] oraz NaVPA [10 mM dla linii U-87 oraz
12,5 mM dla linii U-251] po 72-godzinnej inkubacji. Jako biatko referencyjne oznaczono aktyne.

4.10. Znaczenie procesu autofagii w cytotoksycznym oddzialywaniu inhibitorow glikolizy
i deacetylaz histonow w komorkach GBM linii U-87 i U-251

W celu oceny znaczenia procesu autofagii, ktory w komorkach nowotworowych moze
petnié zardwno rolg protekcyjng jak i rolg procesu $mierci komorki, dla efektow oddziatywania
badanych inhibitoréw glikolizy i HDAC, zastosowano chloroching (CQ), powszechnie stoso-
wany w badaniach inhibitor procesu autofagii. CQ hamuje autofagic w koncowej fazie procesu,
blokujac wigzanie autofagosomu do lizosomu poprzez zwigkszanie pH wewnatrz lizosomu i
hamowanie aktywnos$ci hydrolaz. CQ blokuje tym samym degradacje autolizosomow, co z ko-
lei skutkuje nagromadzeniem wakuoli autofagowych i wzrostem ekspresji zlokalizowanego w
ich btonie biatka MAP-LC3.

Przed zastosowaniem kombinacji CQ z badanymi substancjami, wykonano analize

dawka-odpowiedz w celu identyfikacji efektywnego stezenia CQ, ktore nie bedzie indukowac
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efektow cytotoksycznych w badanych komorkach. Jak wskazuja wyniki analizy MTS, przed-

stawione na Rysunku 31, najwyzszym nietoksycznym st¢zeniem CQ byto stezenie 10 uM.
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Rysunek 31. Wptyw wzrastajacych stezen chlorochiny (CQ) [5 - 100 uM] na przezywalnos¢ komorek
linii A. U-87 oraz B. U-251 po 72 h inkubacji. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl)
zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Nastepnie wykonano analiz¢ oceny zywotnosci komoérek U-87 1 U-251 traktowanych
inhibitorami glikolizy (2-DG, WP1122) i inhibitorami HDAC (NaBt, NaVPA) w wyznaczo-
nym stezeniu ICso w obecnosci lub bez CQ [10 uM]. Wyniki analizy MTS ilustruje Rycina 32.
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Rysunek 32. Wptyw stezen [Cso: 2-DG [5S mM], WP1122 [U-87 - 2 mM oraz U-251 — 0,8 mM], NaBt
[10 mM dla obu linii GBM] oraz NaVPA [U-87 - 10 mM oraz U-251 — 12,5 mM], (72 h) w obecno-
sci/bez CQ [10 uM] na zywotnos¢ komorek GBM. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli
(ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Jak wskazuja uzyskane wyniki, zywotno$¢ komoérek U-87 oraz U-251 poddanych dzia-
taniu badanych substancji nie byta istotnie r6zna w obecnos$ci chlorochiny (p<0.05), co wska-
zuje na brak istotnej roli autofagii w cytotoksycznym oddzialywaniu badanych zwigzkow.

Uzyskane obserwacje zostaty nastepnie potwierdzone z analiza Western blot, za po-
moca, ktdrej oznaczono poziom biatka MAP-LC3 w analogicznych uktadach badawczych. Jak
ilustruje Rysunek 33, traktowania stezeniami ICso badanych zwigzkéw nie indukowaty wzrostu
ekspresji biatka MAP-LC3 w odniesieniu do komoérek kontrolnych. Z kolei obecnos¢ CQ w
wyznaczonym, nietoksycznym stezeniu 10 uM, skutkowata akumulacja i wzrostem ekspres;ji
MAP-LC3, co potwierdzito obecno$¢ fizjologicznego procesu autofagii w komorkach linii U-

871 U-251.
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Rysunek 33. Analiza Western blot poziomu ekspresji biatka MAP-LC3 w lizatach komdrek U-87 1 U-
251 traktowanych stezeniami ICso 2-DG [5 mM], WP1122 [U-87 - 2 mM oraz U-251 - 0,8 mM], NaBt
[10 mM dla obu linii GBM] oraz NaVPA [U-87 - 10 mM oraz U-251 — 12,5 mM] w obecnosci/bez CQ
[10 uM]. Jako biatko referencyjne oznaczono aktyne.

Przeprowadzone analizy wskazuja, iz cytotoksyczne dziatanie inhibitoréw glikolizy i
HDAC nie jest zalezne od aktywacji szlaku autofagii, gdyz zablokowanie tego procesu nie
wptywalo protekcyjnie na zywotnosci badanych komorek traktowanych inhibitorami glikolizy

lub HDAC.

4.11. Ocena ultrastruktury komorek GBM linii U-87 i U-251 poddanych dzialaniu
inhibitorow glikolizy i deacetylaz histonow
W celu oceny zmian morfologicznych komorek linii U-87 1 U-251 poddanych dziataniu
badanych czynnikéw, analizowano ultrastrukturg komorek z wykorzystaniem transmisyjnej mi-
kroskopii elektronowej (TEM). Do analiz mikroskopowo-elektronowych komorki traktowano
2-DG [5 mM], WP1122 [2 mM], NaBt [10 mM] oraz NaVPA [10 mM] przez 24 h. Celowo
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wybrano krotszy czas inkubacji, aby mozliwe bylo zaobserwowanie zmian w ultrastrukturze
komorek przed indukcja procesu apoptozy, ktory prowadzi do rozpadu komorek i tworzenia
ciatek apoptotycznych.

Analiza ultrastruktury komorek linii U-87 uwidocznita obecno$¢ licznych wakuol auto-
fagowych (ang. autophagic vacuoles, AV), po traktowaniach 2-DG oraz WP1122, ktore nie
byly obserwowane w komorkach traktowanych NaBt i NaVPA [10 mM] (Rysunek 34). Suge-
ruje to, iz hamowanie glikolizy moze we wczesnym etapie (do 24 h) wplywac na pobudzenie
procesu autofagii ale pdzniejsze zmiany zachodzace w komorce, na skutek hamowania gliko-
lizy 1 niedoboru ATP indukujg $mier¢ komorki niezalezng od procesu autofagii.

Ponadto, w obrazie ultrastruktury komoérek traktowanych 2-DG oraz WP1122 obserwo-
wano zmieniong morfologi¢ mitochondriow (MT), ktore ulegaty kondensacji i byly pozba-
wione grzebieni mitochondrialnych, widocznych w ultrastrukturze mitochondriow komorek
kontrolnych. Obserwacje te wskazuja na potrzebe dalszych analiz pozwalajacych na identyfi-
kacje mechanizmoéw molekularnych odpowiedzialnych za zaburzenia funkcji mitochondriow

po traktowaniu komorek GBM inhibitorami glikolizy.
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Rysunek 34. Analiza ultrastruktury komorek linii U-87 poddanych dziataniu (24 h) stezeniami ICso: 2-
DG [5 mM], WP1122 [2 mM], NaBt [10 mM] oraz NaVPA [10 mM]. Na rysunku oznaczono wybrane
struktury: jadro komorkowe - N, mitochondria — Mt, wakuole autofagowe - AV.
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4.12. Efekty cytotoksyczne wspoldzialania inhibitorow glikolizy i HDAC wobec komorek
GBM linii U-87 i U-251

Opisane powyzej wyniki wskazuja, iz zahamowanie metabolizmu komoérek GBM przez
2-DG, WP1122, jak rowniez modulowanie procesOw acetylacji/deacetylacji DNA z zastosowa-
niem inhibitorow HDAC — NaBt, NaVPA moze skutecznie eliminowa¢ komorki GBM. Anali-
zujac jednak uzyskane wysokie wartosci stezen efektywnych wskazuja, iz ich zastosowanie
terapeutyczne mogtoby by¢ problematyczne. Dlatego tez, w kolejnym etapie pracy zbadano czy
skojarzone traktowanie komorek glejaka inhibitorami glikolizy w polaczeniu z HDAC moze
wzmacnia¢ synergistycznie efekty cytotoksyczne i umozliwi¢ obnizenie stosowanych stezen
zwigzkow. W celu weryfikacji tej hipotezy, komorki glejaka linii U-87 oraz U-251 poddano
dzialaniu kombinacji stezenia ICso 2-DG [5 - 20 mM] lub WP1122 [0,8 - 3 mM] z NaBt [5 - 20
mM] lub NaVPA [5 - 20 mM] przez 48 lub 72 h.

Jak wskazuje Rysunek 35, skojarzone dziatanie 2-DG z HDAC (NaBt lub NaVPA) induko-
wato istotnie statystycznie obnizenie zywotnosci komorek glejaka linii U-87 1 U-251 w kazdym
z badanych kombinacji w poréwnaniu do 2-DG, zaréwno po 48 jak i 72 h inkubacji (Rysunek
35A, 35B). W przypadku WP1122, dziatanie skojarzone byto istotnie bardziej cytotoksyczne
w odniesieniu do komérek linii U-251, ale nie U-87 (Rysunek 35C, 35D).

W przypadku zmian proliferacji komorek w analogicznych uktadach doswiadczalnych wyka-
zano, iz tylko skojarzone dziatanie WP1122 + NaBt lub NaVPA indukowalo istotne statystycz-
nie zmniejszenie proliferacji komorek linii U-251 (Rysunek 36). Z kolei analiza natgzenia bio-
syntezy bialka testem z SRB (Rysunek 37) oraz ocena syntezy kwasu mlekowego (Rysunek 38)
wykazaly, iz potaczone oddzialywanie 2-DG lub WP1122 z NaBt lub NaVPA, istotnie pogle-
biato hamujace oddzialywania zwigzkéw podawanych oddzielnie.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz jednoczesne modulowanie dwoch kluczowych proceséw ko-
moérkowych jak proces glikolizy oraz zmian transkrypcji genéw pro/antyapoptotycznych po-
przez zahamowanie aktywnos$ci HDAC, zwigksza potencjat cytotoksyczny obu grup inhibito-

réw 1 skuteczniej eliminuje komoérki nowotworowe GBM.
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Rysunek 35. Wptyw skojarzonego dziatania A. 2-DG [5-20 mM] + NaBt [5-15 mM], B. 2-DG [5-20 mM] +
NaVPA [5-20 mM] oraz C. WP1122 [0,8-3 mM] + NaBt [5-20 mM] i D. WP1122 [0,8-3 mM] + NaVPA [5-20
mM] na zywotno$¢ komorek U-87 i U-251 oznaczong za pomocg testu MTS po 48 i 72 h inkubacji. Istotno$¢
statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Rysunek 36. Wptyw skojarzonego dziatania A. 2-DG [5-20 mM] + NaBt [5-20 mM], B. 2-DG [5-20 mM] +
NaVPA [5-20 mM] oraz C. WP1122 [0,8-3 mM] + NaBt [5-20 mM] i D. WP1122 [0,8-3 mM] + NaVPA [5-20
mM] na proliferacje komoérek U-87 i U-251 oznaczong za pomocg testu z BrdU po 48 1 72 h inkubacji. Istotno$¢
statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Rysunek 37. Wptyw skojarzonego dziatania A. 2-DG [5-20 mM] + NaBt [5-20 mM], B. 2-DG [5-20 mM] +
NaVPA [5-20 mM] oraz C. WP1122 [0,8-3 mM] + NaBt [5-20 mM] i D. WP1122 [0,8-3 mM] + NaVPA [5-20
mM] na syntezg biatka (barwienie SRB) w komdrkach U-87 1 U-251 oznaczong za pomocg testu z SRB po 481 72
h inkubacji. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01,
*HEkp < 0.001.
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Rysunek 38. Wptyw skojarzonego dziatania A. 2-DG [5-20 mM] + NaBt [5-20 mM], B. 2-DG [5-20 mM] +
NaVPA [5-20 mM] oraz C. WP1122 [0,8-3 mM] + NaBt [5-20 mM] i D. WP1122 [0,8-3 mM] + NaVPA [5-20
mM] na synteze kwasu mlekowego w lizatach komoérkowych oraz kwasu mlekowego wydzielonego do medium
linii U-87 1 U-251 po 72 h inkubacji. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona
jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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4.13. Identyfikacja mechanizmow wspoldzialania inhibitorow glikolizy i HDAC wobec
komorek GBM linii U-87 i U-251

Do oceny mechanizmu interakcji pomig¢dzy inhibitorami glikolizy i inhibitorami HDAC
zastosowano metod¢ efektu mediany - metoda Chou-Talalay. W doswiadczeniu oceniono zy-
wotno$¢ komorek GBM (test MTS) po traktowaniu r6znymi kombinacjami 2-DG lub WP1122
z NaBt lub NaVPA (1:10, 1:5, 1:2.5, 1:1.25). Na podstawie wynikéw zywotnosci komorek w
badanych kombinacjach obliczono tzw. indeks kombinacji (ang. Combination Index, CI), ktory
okresla rodzaj interakcji pomiedzy zwigzkami, gdzie CI > 10 oznacza bardzo silny antagonizm,
CI 3,31-10 silny antagonizm, CI 1,46-3,30 antagonizm, CI 1,25-1,45 umiarkowany antago-
nizm, CI 1.11-1.20 nieznaczny antagonizm, CI 0,91-1.10 prawie addytywny, CI 0,86-0,9 nie-
wielkg synergie, CI 0,71-0,85 umiarkowang synergie, CI 0,31-0,7 synergi¢, CI 0,1-0,3 silng
synergie, CI < 0,1 bardzo silg synergi¢. Wyniki przeanalizowano za pomocg programu Com-
puSyn w wersji 1,0 (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ. 07652 USA). Program CompuSync poza
wyznaczaniem CI pozwala takze okresli¢ wartosci dla pojedynczych zwigzkoéw oraz ich kom-
binacji m.in. tj.: Dy — §rednia skuteczna dawka, warto$¢ 1Cso, medialne stezenie inhibitora ha-
mujace w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne komoérek; m — okresla nachylenie wykresu,
ksztalt krzywej dawka-odpowiedz, m=1, m>1 oraz m<1 oznaczaja odpowiednio ksztatt hiper-
boliczny, sigmoidalny oraz ptaski sigmoidalny; r — wspotczynnik korelacji Parsona, ktory
przyjmuje zawsze wartos¢ z przedziatu -1 do 1, znak tego wspotczynnika informuje o kierunku
korelacji (liniowa ujemna lub liniowa dodatnia). W terapii skojarzonej najbardziej pozadanym
rodzajem wspotdziatania cytostatykow jest synergia, ktdra pozwala na osiggnigcie istotnie wyz-
szych efektow cytotoksycznych niz w monoterapii z jednoczesng redukcja stgzenia efektyw-
nego.

Uzyskane wyniki dla komorek linii U-87 przedstawiono w Tabeli VIII, natomiast dla
komorek linii U-251 w Tabeli VIX. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze
polaczenie 2-DG z NaBt/NaVPA oraz WP1122 z NaBt/NaVPA w wickszos$ci badanych pro-
porcji stezen wywieraly rozne efekty synergistyczne, od silnej synergii do umiarkowanej sy-
nergii, takze w zakresach wysokich st¢zen obu zwigzkow.

Uzyskane wyniki sg obiecujace 1 wskazuja, iz terapia kombinowana oparta na potacze-
niu inhibitoréw glikolizy z inhibitorami HDAC synergistycznie eliminuje komorki glejaka i
moze stanowi¢ kierunek rozwoju kandydatéw na leki w tym wskazaniu.
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Tabela VIII. Podsumowanie wynikow interakcji inhibitoréw glikolizy z inhibitorami HDAC uzyska-
nych za pomocg metody ChouTalalay dla linii komorkowej U-87. Dm — $rednia skuteczna dawka, warto§¢
ICs0, medialne stgzenie inhibitora hamujace w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne komodrek; m — okresla
nachylenie wykresu, ksztatt krzywej dawka-odpowiedz, m=1, m>1 oraz m<1 oznaczaja odpowiednio ksztatt hi-
perboliczny, sigmoidalny oraz ptaski sigmoidalny; r — wspotczynnik korelacji Parsona, ktory przyjmuje zawsze
wartos¢ z przedziatu -1 do 1, znak tego wspdtczynnika informuje o kierunku korelacji (liniowa ujemna lub liniowa
dodatnia). Czcionka w kolorze czerwonym zaznaczono CI $wiadczacy o synergistycznym efekcie oddziatywania.

U-87
Zwiazek Wartosci CI
ED50 ED75 ED90 Dm m
2-DG N/A N/A N/A 431745 0.13395
NaBt N/A N/A N/A 13.0742 0.45416
1:10 0.44244 3.54226 44.3666 4.05314 0.22201
1:5 0.62521 1.38854 6.55277 4.58400 0.27644
1:2.5 0.71368 0.48536 1.06754 3.98309 0.34180
1:1.25 0.78643 0.11706 0.09421 3.32910 0.49583
2-DG N/A N/A N/A 6.31745 0.13534
NaVPA N/A N/A N/A 13.57460 0.50279
1:10 0.34406 0.83120 2.58105 0.73077 0.33102
1:5 0.42282 0.19718 0.14435 1.46837 0.55010
1:2.5 0.37585 0.10679 0.06482 1.91260 0.55763
1:1.25 0.30591 0.10704 0.12205 2.02862 0.47307
WP1122 N/A N/A N/A 1.56980 1.98577
NaBt N/A N/A N/A 10.4409 1.31452
1:10 0.58830 0.90167 1.40944 4.86748 0.98316
1:5 0.49502 0.82458 1.39631 3.02069 0.95186
1:2.5 0.59164 1.15578 2.28347 2.55599 0.86037
1:1.25 0.57762 1.16627 2.37075 1.79611 0.85444
WP1122 N/A N/A N/A 2.13384 1.43627
NaVPA N/A N/A N/A 10.3325 0.46238
1:10 0.53352 3.40941 36.2360 4.08551 0.32364
1:5 0.53974 0.69884 1.31619 3.39975 0.71103
1:2.5 0.45132 0.72349 1.47499 2.22295 0.70652
1:1.25 0.51130 0.76044 1.30008 1.95115 0.81912
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Tabela VIX. Podsumowanie wynikoéw interakcji inhibitorow glikolizy z inhibitorami HDAC uzyska-
nych za pomoca metody ChouTalalay dla linii komérkowej U-251. D — $rednia skuteczna dawka, warto$¢
ICs0, medialne st¢zenie inhibitora hamujace w 50% funkcje biologiczne i biochemiczne komdrek; m — okresla
nachylenie wykresu, ksztatt krzywej dawka-odpowiedz, m=1, m>1 oraz m<1 oznaczaja odpowiednio ksztatt hi-
perboliczny, sigmoidalny oraz ptaski sigmoidalny; r — wspotczynnik korelacji Parsona, ktory przyjmuje zawsze
wartos¢ z przedziatu -1 do 1, znak tego wspdtczynnika informuje o kierunku korelacji (liniowa ujemna lub liniowa
dodatnia). Czcionka w kolorze czerwonym zaznaczono CI §wiadczacy o synergistycznym efekcie oddzialywania.

U-251
Zwiazek Wartosci CI
ED50 ED75 ED90 Dm m
2-DG N/A N/A N/A 6.81406 0.17952
NaBt N/A N/A N/A 13.7716 0.52007
1:10 0.49112 0.43252 0.48777 0.96401 0.76701
1:5 0.47041 0.23307 0.17996 1.51037 1.04050
1:2.5 0.43976 0.21561 0.22270 2.06991 0.81296
1:1.25 0.40552 0.14957 0.17502 2.48856 0.73963
2-DG N/A N/A N/A 5.73824 0.25737
NaVPA N/A N/A N/A 11.8238 1.16732
1:10 0.92220 0.55663 0.47719 9.5427 1.36784
1:5 0.78921 0.34107 0.26731 7.1290 1.50646
1:2.5 0.71946 0.21743 0.16601 4.41457 1.49708
1:1.25 0.77658 0.17326 0.14310 3.91104 1.26125
WP1122 N/A N/A N/A 2.30484 0.49654
NaBt N/A N/A N/A 10.0066 0.99120
1:10 0.66720 1.37522 3.60890 6.27063 0.49949
1:5 0.72596 0.48179 0.41053 5.67853 0.93625
1:2.5 0.63307 0.45967 0.44565 3.69004 0.75866
1:1.25 0.61516 0.33340 0.23728 2.67632 0.83308
WP1122 N/A N/A N/A 2.90504 0.76728
NaVPA N/A N/A N/A 10.5045 1.42375
1:10 0.98198 1.11483 1.37766 6.9841 0.97950
1:5 0.96174 0.75293 0.65443 5.81234 1.27841
1:2.5 0.48645 0.24450 0.13629 3.65242 2.09230
1:1.25 0.69116 0.67945 0.72531 3.83795 0.85622
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4.14. WP1234 wywieraja cytotoksyczny wplyw na komorki GBM linii U-87 oraz U-251

WP1234 jest pochodng 2-DG, ktéra w swojej strukturze zawiera reszt¢ etylomaslanu.
Wewnatrz komoérki, WP1234 ulega metabolizmowi uwalniajac aktywng biologicznie 2-DG,
hamujaca proces glikolizy oraz reszt¢ etylamaslanu, ktory moze hamowaé aktywnos¢ HDAC.
Analizy oddziatywania WP1234 wobec komérek GBM linii U-87 oraz U-251 wykazaly, ze
WP1234 zaleznie od dawki i czasu wywiera efekt cytotoksyczny, potwierdzony oceng zywot-
nosci komorek testem MTS (Rysunek 39), proliferacji testem z BrdU (Rysunek 40) jak rowniez
oceng biosyntezy biatka z wykorzystaniem SRB (Rysunek 41). Kontrolg pozytywna w ekspe-
rymentach byt inhibitor syntezy biatek - cykloheksymid (CHX) [20 uM].
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WP1234 [uM] WP1234 [uM]
B. u-87 U-251

Zywotnosé [% kontroli]
2Zywotnosé [% kontroli]

WP1234 [uM] WP1234 [uM]

Rysunek 39. Wptyw wzrastajacych stezen WP1234 [100 uM - 1 mM] na zywotnos¢ (test MTS) komo-
rek linii U-87 oraz U-251 po inkubacji 1, 4, 24, 48 1 72 — godzinnej (A) oraz po 481 72 h [100 uM - 1
mM] (B). Jako kontrol¢ pozytywna w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna
w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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A. u-87 B. U-251

48 h 72h ' 48 h 72h

Proliferacja [% kontroli]
Proliferacja [% kontroli]

WP1234 [uM] WP1234 [uM]

Rysunek 40. Wptyw wzrastajacych stezen WP1234 [100 uM - 1 mM] na proliferacje (test BrdU) ko-
morek linii U-87 (A) oraz U-251 (B) po 48 1 72 h inkubacji z badanym zwigzkiem. Jako kontrol¢ pozy-
tywnag w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 uM]. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli
(ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

A. u-87 B. U-251

48 h 72h 48 h 72h

Synteza biatka [% kontroli]
Synteza biatka [% kontroli]

WP1234 [uM] WP1234 [uM]

Rysunek 41. Wplyw wzrastajacych stezen WP1234 [100 uM - 1 mM] na biosynteze biatka (barwienie
SRB) komorek linii U-87 (A) oraz U-251 (B) po 48 1 72 h inkubacji z badanym zwigzkiem. Jako kontrole
pozytywng w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos$¢ statystyczna w odniesieniu do kon-
troli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Na podstawie oceny zywotno$ci komorek testem MTS, wyznaczono wartosci 1Cso
WP1234. Warto$ci ICso wynosily odpowiednio: dla komorek linii U-87: 750 uM (48 h) i 500
uM (72 h), dla komorek linii U-251 — 500 uM (48 h) oraz 250 (72 h) (Tabela X).
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Tabela X. Wyznaczone wartosci ICso pochodnej WP1234 dla linii komérkowych U-87 oraz U-251 po
48 1 72 h inkubac;ji.

ICso WP1234 U-87 [uM] U-251 [uM]
48 h 750 500
72h 500 250

Analogicznie do opisanych uprzednio analiz 2-DG, WP1122, NaBt oraz NaVPA, oce-
niono wplyw warunkoéw nasladujacych hipoksj¢ na efekty oddziatywania WP1234. Podobnie
jak dla analizowanych powyzej zwiazkow, takze cytotoksyczne oddziatywanie WP1234 w wa-
runkach nasladujacych niedotlenienie nie rdznito si¢ istotnie od parametrow zywotnosci ozna-

czanych w warunkach normoksji (Rysunek 42).
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Rysunek 42. Wptyw wzrastajacych stezen WP1234 [100 uM - 1 mM] na przezywalnos¢ (test MTS)

komorek linii U-87 (A) oraz U-251 (B) po 72 h inkubacji z badanym zwiagzkiem w warunkach normoksji

i warunkach nasladujacych hipoksje (DMOG [100 uM] + Rho 123 [0,5 uM]). Istotnos$¢ statystyczna w
odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

W celu weryfikacji udzialu procesu apoptozy w cytotoksycznym oddziatywaniu
WP1234 wykonano znakowanie komorek apoptotycznych aneksyna V i zmierzono cytome-
trycznie odsetek komorek pozytywnych. Jak wskazuje Rysunek 43, zmniejszenie zywotnosci,

proliferacji, nat¢zenia syntezy bialek oraz syntezy ATP w komorkach U-87 1 U-251 korelowato

ze wzrostem odsetka komorek apoptotycznych wybarwionych aneksyna V.
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48h u-87 72h

48 h U-251 72h

Komorki apoptotyczne [% kontroli]
Komoérki apoptotyczne [% kontroli]

WP1234 [uM] WP1234 [uM]

Rysunek 43. Znakowanie komorek apoptotycznych aneksyna V. Komorki linii U-87 (A) 1 U-251 (B)
znakowano po 48 i1 72 h inkubacji z r6znymi st¢zeniami WP1234 [100 uM - 1 mM]. Jako kontrolg
pozytywng w doswiadczeniu zastosowano CHX [20 pM]. Istotnos¢ statystyczna w odniesieniu do kon-
troli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Indukcje procesu apoptozy potwierdzono dodatkowo analizg ekspresji prekursorowej
(nieaktywnej) formy kaspazy 3, ktoéra jest wykonawcza kaspaza w przebiegu procesu apoptozy.
Jak wskazuje Rysunek 44, traktowanie komorek linii U-87 1 U-251 kolejnymi st¢zeniami

WP1234 [100 — 500 uM], indukowato zalezne od dawki zmniejszenie poziomu prokaspazy 3,

ktére oznacza jej aktywacje i przebieg procesu apoptozy.

U-8772h U-25172h
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32 kDa Pro-kaspaza-3
42 kDa Aktyna

Rysunek 44. Zmiany ekspresji biatka pro-kaspazy-3 pod wptywem traktowania komorek GBM wzra-
stajgcymi stezeniami WP1234 [100 - 500 uM] po 72 h inkubacji. Jako biatko referencyjne oznaczono
aktyng.
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4.15. Dwutorowe oddzialywanie WP1234 na komorki GBM - WP1234 laczy wlasciwosci
inhibitorow glikolizy z inhibitorami deacetylaz histonow

W celu weryfikacji hipotezy o dwutorowym oddziatywaniu WP1234, wykonano oznaczenie
stezenia kwasu mlekowego w lizatach komorkowych oraz kwasu mlekowego wydzielonego do
medium hodowlanego po 72 h inkubacji z WP1234 [100 - 500 uM] (Lactate Assay Kit), jako
markera natezenia procesu glikolizy w komoérkach. Wykonana analiza potwierdzita, iz WP1234
zaleznie od dawki hamuje syntez¢ kwasu mlekowego w odniesieniu do kontroli (Rysunek 45),

co potwierdza zdolno$¢ WP1234 do hamowania procesu glikolizy w komorkach linii U-87 1 U-
251.

U-8772h U-25172h
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Lizaty komérkowe Medium Lizaty komérkowe Medium
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€ ]
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3 3
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WP1234 [uM] WP1234 [uM]

Rysunek 45. Wplyw wzrastajacych stezen inhibitorow WP1234 [100 - 500 uM] na stezenie wytworzo-
nego kwasu mlekowego w lizatach komorkowych i kwasu mlekowego wydzielonego do medium linii
U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji. Istotno$¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli (ctrl) zostata ozna-
czona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Nastepnie, w celu weryfikacji zdolnosci WP1234 do modulowania aktywnosci deace-
tylaz histonéw oceniono aktywno$¢ HDAC w lizatach komoérek U-87 1 U-251 traktowanych
WP1234 [100 uM - 1 mM] przez 72 h. Jak wskazuje Rysunek 46, WP1234 zaleznie od dawki

hamowat aktywno$¢ deacetylaz histondéw w obu badanych liniach komérkowych GBM.
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Rysunek 46. Ocena aktywnosci deacetylaz histonow. Komorki linii U-87 1 U-251 poddano 72 h inku-
bacji z r6znymi stezeniami WP1234 [100 uM - 1 mM]. Istotnos¢ statystyczna w odniesieniu do kontroli
(ctrl) zostala oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Zmiany aktywnosci deacetylaz histondow moga modyfikowaé ekspresje biatek pro- i antya-
poptotycznych, dlatego aby potwierdzi¢ efektywno$¢ zahamowania aktywnosci HDAC przez
WP1234 (warto$¢ ICso, 72 h), oznaczono metodg Western blot ekspresje wybranych biatek z
rodziny Bcel-2: Bel-2, Bad i Bax.

Jak przedstawiono na Rysunku 47, traktowanie komoérek GBM wyznaczonymi ekspe-
rymentalnie warto$ciami ICso WP1234 [U-87 - 500 uM i1 U-251 - 250 uM po 72 h inkubacji]
obnizyto ekspresj¢ antyapoptotycznego biatka Bcl-2 w komorkach linii U-251. Ponadto w linii
U-251 traktowanie WP1234 spowodowato zwigkszenie poziomu biatka Bad i Bax. Z kolei w
linii U-87 traktowanie WP1234 indukowalo nieznaczne zwigkszenie poziomu biatka Bax przy

czym zmniejszenie poziomu Bad, jednak zmiany te nie byly istotne.
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== 26 kDa Bcl-2

Rysunek 47. Zmiany ekspresji biatek z rodziny Bcl-2 (antyapoptotycznego Bcl-2 i proapoptotycznych
Bad i Bax) pod wplywem taktowania komorek GBM stezeniami ICso WP1234 [U-87 — 500 uM i U-251
— 250 uM] po 72-godzinnej inkubacji. Jako biatko referencyjne oznaczono aktyne.

4.16. Znaczenie procesu autofagii w cytotoksycznym oddzialywaniu WP1234 w
komorkach GBM linii U-87 i U-251

W celu oceny znaczenia procesu autofagii, wykonano analiz¢ oceny zywotno$ci komo-
rek U-87 i U-251 traktowanych WP1234 w wyznaczonym stezeniu ICso [SO0 uM dla U-87 1
250 uM dla U-251] w obecnosci lub bez CQ [10 uM]. Wyniki analizy MTS ilustruje Rycina
48.
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Rysunek 48. Wptyw stezen 1Cso WP1234 [500 uM dla U-87 (A) 1 250 uM dla U-251 (B)] (po 72 h) w
obecnosci/bez CQ [10 pM] na zywotnos¢ komorek GBM. Istotnos¢ statystyczna w odniesieniu do kon-
troli (ctrl) zostata oznaczona jako: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Analogicznie do wczesniej uzyskanych obserwacji, zywotno$¢ komorek U-87 oraz U-
251 poddanych dziataniu WP1234 nie byta istotnie r6zna w obecnosci chlorochiny (p<0.05),
co wskazuje na brak istotnej roli autofagii w cytotoksycznym oddziatywaniu WP1234.

Uzyskane obserwacje zostaty nastgpnie potwierdzone analizag Western blot, za pomoca,
ktdrej oznaczono poziom ekspresji biatka MAP-LC3 w analogicznych uktadach badawczych.
Jak ilustruje Rysunek 49, traktowanie stezeniem I1Cso WP1234 nie indukowato wzrostu ekspre-
sji biatka MAP-LC3 w odniesieniu do komérek kontrolnych. Z kolei obecnos¢ CQ w wyzna-
czonym, nietoksycznym st¢zeniu 10 uM, skutkowata akumulacja i wzrostem ekspresji MAP-
LC3, co potwierdzito obecnos¢ fizjologicznego proces autofagii w komodrkach linii U-87 1 U-

251.

U-8772h U-25172h

Rysunek 49. Wpltyw taktowania komoérek GBM za pomoca WP1234 [500 uM dla U-87 1 250 uM dla
U-251] (po 72 h) z/bez CQ na ekspresj¢ markera autofagii — biatka MAP-LC3. Zdj¢cie prezentuje wy-
niki analizy Western Blot. Jako biatko odniesienia uzyto aktyne.

4.17. Ocena ultrastruktury komorek GBM linii U-87 i U-251 poddanych dzialaniu
WP1234

W celu oceny zmian morfologicznych komorek linii U-87 1 U-251 poddanych dziataniu
WP1234, analizowano ultrastruktur¢ komorek z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej (TEM). Do analiz mikroskopowo-elektronowych komorki traktowano WP1234
[U-87 — 500 uM] przez 8 i 12 h. Krotszy czas inkubacji zostat wybrany celowo, aby mozliwe
byto zaobserwowanie zmian w ultrastrukturze komorek przed indukcja zaawansowanego pro-

cesu apoptozy, ktory prowadzi do rozpadu komorek 1 tworzenia ciatek apoptotycznych.
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Analiza ultrastruktury komoérek linii U-87 po 8 h inkubacji z WP1234 uwidocznita
zmieniong morfologi¢ mitochondriow (MT), ktére ulegaty kondensacji i byly pozbawione grze-
bieni mitochondrialnych, widocznych w ultrastrukturze mitochondriéw komorek kontrolnych.
Z kolei po 12 h inkubacji zaobserwowano obecno$¢ licznych wakuol autofagowych (AV) (Ry-
sunek 50). Uzyskane wyniki wskazuja, ze we wczesnym etapie oddziatywania (do 8 h),
WP1234 zaburza funkcje mitochondriow. Przedluzajace si¢ dziatanie WP1234 (do 12 h) po-
budza z kolei proces autofagii. Uzyskane obserwacje wskazuja na potrzebe dalszych analiz po-
zwalajacych na identyfikacje mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zaburzenia

funkcji mitochondriéw po traktowaniu komérek GBM WP1234.

4.18. Podsumowanie wynikow

Podsumowujac przedstawione wyniki wykazano, ze wszystkie badane zwigzki (2-DG,
WP1122, NaBt, NaVPA, WP1234) zaleznie od dawki i czasu istotnie statystycznie obnizajg
zywotnos¢, proliferacje i biosynteze biatek w komorkach GBM zaréwno linii U-87 jak i U-251.
Ponadto skojarzone traktowanie komérek GBM zwigzkami o odmiennych mechanizmach dzia-
tania potgguje efekt cytotoksyczny. Wrazliwo$¢ komorek na cytotoksyczne oddziatywanie ba-
danych zwigzkéw nie byla istotnie rozna w warunkach normoksji oraz warunkach nasladuja-
cych hipoksje, co §wiadczy o silnie glikolitycznym metabolizmie komoérek GBM. Analiza ste-
zenia mleczanu oraz ATP potwierdzita, iz 2-DG 1 WP1122 zaleznie od dawki hamujg syntezg
kwasu mlekowego oraz ATP, co potwierdza mechanizm dziatania badanych zwigzkow i obni-
zenie natezenia procesu glikolizy w komorkach. Analiza aktywnos$ci deacetylaz histonow po-
twierdzila, iz NaBt i NaVPA zaleznie od dawki hamuja aktywno$¢ deacetylaz histonow, co
potwierdza mechanizm dziatania analizowanych zwigzkéw. Analiza mechanizméw cytotok-
sycznego oddziatywania badanych zwiazkoéw wykazata, iz inhibitory glikolizy oraz HDAC in-
dukuja proces apoptozy w komoérkach GBM. Ponadto wykazano, iz eliminowanie komorek
GBM nie przebiega przy udziale procesu autofagii. Nowa pochodna 2-DG — WP1234 taczy
dzialanie inhibitoréw glikolizy oraz inhibitoréw HDAC i dwutorowo indukuje apoptoze komo-

rek GBM.
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Rysunek 50. Obraz z mikroskopu elektronowego przedstawiajacy ultrastrukturg komorek linii U-87 po
8 1 12 h inkubacji z wyznaczonym ICso WP1234 [500 pM]. Na rysunku oznaczono wybrane struktury:
mitochondria — M, wakuole autofagowe - AV.
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5. Dyskusja
5.1. Metabolizm komoérek nowotworowych

Niemal 100 lat temu Otto Warburg zauwazyt, ze komorki nowotworowe przeprogramo-
wuja metabolizm utylizacji glukozy z fosforylacji oksydacyjnej do procesu glikolizy nawet w
obecnosci tlenu (tzw. glikoliza tlenowa) [57]. Wytwarzanie mleczanu w komoérkach nowotwo-
rowych, w warunkach normoksji Warburg thumaczyt dysfunkcja mitochondriow, ale obecnie
wiadomo, ze moze on powstawac nie tylko na drodze glikolizy tlenowej, ale tez w szlaku glu-
taminolizy, ktory jest aktywowany przez tlen [286]. Pomimo tego, wykorzystanie szlaku gliko-
lizy jako potencjalnego celu w opracowaniu lekéw przeciwnowotworowych nie zostato klinicz-
nie wdrozone. Jak opisuje m.in. Drake i wsp. [56], zalezno§¢ komoérek nowotworowych od
procesu glikolizy wykorzystano w diagnostyce nowotworowej oraz ocenie postepoOw leczenia
metoda PET [56].

Metabolizm glukozy jest kluczowym procesem w onkogenezie a inhibitory glikolizy sa
grupa zwigzkow intensywnie badanych w terapii przeciw nowotworom réznego typu, w tym
GBM [287]. Ostatnie dekady przyniosty intensywny rozwoj lekéw przeciwnowotworowych w
tym celowanych inhibitoréw kinaz, przeciwciat monoklonalnych czy lekéw biologicznych. Za-
den z nich nie jest jednak przetomem w terapii GBM, gdyz lokalizacja nowotworu oraz obec-
nos$¢ bariery krew-modzg, skutecznie ogranicza mozliwos¢ ich penetracji do mézgu i guzow tam
zlokalizowanych. Stad, wydaje sig, ze w przypadku GBM, stara koncepcja celowania w meta-

bolizm komoérek nowotworowych moze by¢ dobrym sposobem wdrazania nowych lekow.

5.2. Inhibitory glikolizy jako kandydaci na leki przeciwnowotworowe

Jednym z intensywnie badanych inhibitoréw glikolizy jest kwas dichlorooctowy (DCA)
dzialajacy jako inhibitor enzymu PDK. Michelakis i wsp. [289], opisali wptyw doustnego po-
dania DCA u pacjentow z GBM (dawka 15,5 mg/kg, dwa razy dziennie). W badaniu tym wy-
kazano, ze dtugotrwate (do 15 miesigcy) podawanie DCA powodowalo obnizenie proliferacji,
indukcje apoptozy, depolaryzacje mitochondriow, wzrost ROS oraz obnizong ekspresj¢ HIF-
la, co skutkowato istotnym zmniejszeniem unaczynienia guza [288]. DCA jest obecnie w fazie
ITA badan klinicznych u pacjentow z nawracajacym GBM po leczeniu chirurgicznym (zakon-

czenie badan planowane w 2025 roku, NCT05120184).
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Z kolei Ruban i wsp. [289], wykazali, ze OAA (metabolit bezwodnego enolo-szczawio-
octanu, AEO) moze hamowa¢ wzrost guza u zwierzat [289]. Co wigcej, AEO jest obecnie te-
stowany w II fazie badan klinicznych u pacjentéw z nowo zdiagnozowanym GBM (zakoncze-
nie badania planowane na koniec 2022 roku, NCT04450160). Dodatkowo, Sourbier i wsp.
[290], przedstawit w badaniach, ze metabolizm komoérek nowotworowych moze by¢ zaburzany
przez hamowanie czynnika transkrypcyjnego HIF-1a. Sourbier i wsp. [290], wykazali, ze zwia-
zek MBM-02 (4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-N-oksyl) hamuje aktywno$¢ HIF-
1/2 1 prowadzi do eliminacji komérek nowotworowych [290].

Intensywnie badanymi zwigzkami celujacymi w kluczowy enzym procesu glikolizy
(heksokinaze IT) sa lonidamina, 3-bromopirogronian (3-BrPA) oraz 2-deoxy-D-glukoza. Davi-
descu i wsp. [291], zbadali efekty dzialania lonidaminy i 3-BrPA oraz lezace u ich podstaw
mechanizmy biochemiczne w komodrkach glejaka GL15. W przypadku traktowania komorek
GBM za pomocg 3-BrPA juz po 1 h nastgpowat istotny spadek poziomu ATP. Nast¢pnie opi-
sywano degradacj¢ cytochromu c i heksokinazy I, obnizenie ekspresji markerow autofagii (bia-
tek LC3I/II, p62) oraz defosforylacj¢ Akt i p53 i $mier¢ komoérek. W przypadku lonidaminy
traktowanie komorek GBM indukowato zanik fosfatydyloinozytolu i aktywno$ci pAkt, co
sprzyjato translokacji p53 do mitochondridéw i indukcji zaleznej od p53 apoptozy [291]. Po-
mimo obiecujacych wynikoéw, Kunjithapatham i wsp. [292], wykazali, ze 3-BrPA nie przekra-
cza BBB, a Cuperlovi¢-Culf i wsp. [293], ze lonidamina w wielu przypadkach leczenia wywo-
tuje powazne skutki uboczne, stad ich rozwdj kliniczny zostat ograniczony. Przedstawione pro-
blemy nie sg natomiast opisywane w przypadku stosowania 2-DG, ktora ze wzgledu na wysokie
podobienstwo struktury do glukozy [92] z tatwoscig penetruje barier¢ krew-mozg, oraz jak wy-
kazaly liczne badania, rowniez kliniczne, jest dobrze tolerowana i nie wywotuje powaznych

efektow ubocznych [93].

5.3. Przeciwnowotworowe oddzialywanie 2-DG

2-DG to syntetyczny analog glukozy, ktory hamuje enzym szlaku glikolizy (HK II) ka-
talizujacy fosforylacje glukozy do 2-deoxy-D-glukozo-6-fosforanu (2-DG-6-P), co skutkuje
wewnatrzkomorkowa akumulacjg 2-DG-6P, indukujac w konsekwencji $mier¢ komorki [74,

90]. Literaturowe doniesienia opisuja skuteczno$¢ 2-DG w eliminacji komoérek wielu typow
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nowotworow, w tym GBM [74]. Wyniki uzyskane w ramach realizacji niniejszej pracy doktor-
skiej potwierdzaja te obserwacje. Laussel i wsp. [93], wspomina, ze pierwsze opisy na temat
hamujacego wptywu 2-DG na proliferacje linii komoérkowej migsaka szczura pochodza juz z
1952 roku [93]. Od tego czasu przeprowadzono wiele badan z uzyciem 2-DG w monoterapii,
jak rowniez w potaczeniu 2-DG z innymi zwigzkami o dziataniu cytotoksycznym (Tabela II).
Zhang 1 wsp. [294], udowodnili, ze 2-DG w stezeniu 5 mM wywoluje efekt cytotoksyczny w
stosunku do dwunastu ztosliwych linii komérek nowotworowych réznego pochodzenia (nowo-
twor jajnika, ptaskonabtonkowy nowotwoér glowy i szyi, miedzybtoniak oplucnej, nowotwor
watroby, okreznicy oraz GBM). Wykazano, ze 2-DG w ré6znym stopniu obniza zywotno$¢, pro-
liferacje oraz wywotuje apoptoze badanych linii komérkowych [294]. Co wigcej, analizy prze-
prowadzone przez Shah i wsp. [84], wykazaly, ze 2-DG obniza zywotnos¢ i indukuje proces
UPR oraz apoptoz¢ komorek macierzystych glejaka [84]. W niniejszej pracy uzyskano analo-
giczne wyniki, ktore potwierdzaja, ze 2-DG obniza zywotnos¢, proliferacje i synteze biatka w
komorkach GBM (Rys. 15A, 16A, 17A). Aby zweryfikowa¢ mechanizm dziatania 2-DG ozna-
czono stezenie kwasu mlekowego oraz poziom ATP, ktory jak wskazuje Rys. 21A 122A, zostat
istotnie zmniejszony w badanych liniach komorkowych pod wptywem 2-DG. Uzyskane wyniki
koresponduja z wynikami przedstawionymi przez Wanyan i wsp. [295], analizujacych w swo-
ich doswiadczeniach wptyw 2-DG na uwrazliwienie komoérek nowotworu prostaty linii DU145
na buforyne IIb. Monotraktowanie komoérek DU145 2-DG [2 mM] lub buforyna IIb [2 pM]
skutkowalo znaczagcym zmniejszeniem wytwarzania mleczanu do medium oraz synteza ATP w
stosunku do komorek kontrolnych [295]. W badaniach opublikowanych przez Singh i wsp.
[296], wykazano, ze 2-DG zaleznie od dawki zmniejsza wytwarzanie mleczanu oraz ATP ko-
moérek nowotworu ptuc Lewisa i HUVEC (po 24 h), ograniczajac wzrost guza oraz proces an-
giogenezy [296]. Z kolei Kurtoglu i wsp. [107], uwazaja, ze cytotoksyczne dziatanie inhibito-
réw glikolizy w warunkach normoksji wynika gléwnie z zaburzania procesu N-glikozylacji
biatek a nie procesu glikolizy [107].

Pomimo licznych badan, 2-DG do dzi$ nie uzyskata rejestracji jako lek w terapii prze-
ciwnowotworowej. Wynika to przede wszystkim ze stabych wlasciwosci farmakokinetycznych
tego zwigzku - szybkiego metabolizmu i krotkiego okresu pottrwania (wedlug Hansen 1 wsp.
[297], po podaniu 2-DG w dawce 50 mg/kg okres polowicznego rozpadu w osoczu wynosi

okoto 50 min.) oraz konieczno$ci stosowania wysokich stezen efektywnych (powyzej 5
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mmol/L), tak aby konkurowa¢ z dostepna we krwi glukoza [74]. W celu poprawy farmakoki-
netyki 2-DG i1 umozliwienia dalszego rozwoju czasteczki w badaniach przeciwnowotworo-

wych, zsyntetyzowano nowe pochodne 2-DG i jej proleki.

5.4. Acetylowana pochodna 2-DG i jej oddzialywanie

W laboratorium Profesora W. Priebe zsyntetyzowano nowe, obiecujace grupy pochod-
nych 2-DG, w tym acetylowane analogi 2-DG. Posrod zsyntetyzowanych pochodnych do dal-
szych badan wybrano najbardziej rokujacy zwiazek — 2-deoksy-3,6-di-O-acetylo-D-glukoze
(WP1122). Jak opisuje Priebe 1 wsp. [208], WP1122 wnika do komorek i przekracza BBB na
drodze dyfuzji biernej, a nie przez transportery glukozy GLUT, ktére wykorzystuje 2-DG. We
wnetrzu komorki WP1122 ulega deacetylacji przez esterazy i w efekcie uwalniana jest aktywna
czasteczka 2-DG. Wykazano, ze podczas gdy 2-DG jest szybko metabolizowany przez ko-
morki, prolek WP1122 uwalnia 2-DG i wydluza jej okres poitrwania, a takze zwigksza dziatanie
terapeutyczne [208]. Doswiadczenia przeprowadzone przez zespot Priebe 1 wsp. [208], wska-
zaty na hamowanie glikolizy i wysoka wrazliwos$¢ szerokiego spektrum komoérek nowotworo-
wych na cytotoksyczne oddziatywanie WP1122 (ICso w zakresie 1-10 mM) w normoksji i hi-
poksji [208]. Obserwacje te potwierdzaja przedstawione w niniejszej pracy wyniki wykazujace,
ze stezenie 1Cso WP1122 (po 72 h) w modelach linii komérkowych GBM (U-87 oraz U-251)
byto znaczaco nizsze (2 mM dla komorek linii U-87 1 0,8 mM dla komorek linii U-251) w
porownaniu do 2-DG (5 mM dla obu linii komdérkowych) (Rys. 15A,B; Tabela VI). Analogicz-
nie do 2-DG, w przypadku WP1122 efekt cytotoksyczny oceniano na podstawie parametrow
zmian zywotnos$ci (Rys. 15), proliferacji (Rys. 16), nat¢zenia syntezy biatka (Rys. 17). Mecha-
nizm dziatania i hamowanie procesu glikolizy weryfikowano na podstawie ilo$ci wytworzo-
nego kwasu mlekowego (Rys. 21) i poziomu ATP (Rys. 22) w obu liniach komoérek GBM.
Ponadto, Priebe i wsp., zbadali, ze WP1122 jest dobrze tolerowany (nawet przy przedluzonej
ekspozycji) 1 wydluza przezywalno$¢ myszy w ortotopowym modelu U-87 GBM. Co wigcej,
wstepne eksperymenty in vivo wykazaly, ze WP1122 po podaniu doustnym jest szybko wy-
chwytywany przez komorki docelowe, co daje mozliwos¢ osiggnigcie dwukrotnie wyzszego
maksymalnego stezenia 2-DG w osoczu w poréwnaniu do podanej rownomolowej dawki 2-
DG. Zaobserwowano takze istotnie wyzsze stezenie 2-DG w moézgach myszy leczonych

WP1122 w poréwnaniu do myszy leczonych taka samg dawka 2-DG. Strézik i wsp. [299], na
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podstawie analiz cytometrycznych i testoéw cytotoksycznosci potwierdzili, z2 WP1122 ma
wigkszy potencjat apoptotyczny niz 2-DG w odniesieniu do komérek GBM linii U-87MG, U-
118 MG, A172, H4 oraz SW1088. Co wigcej, badania te wskazaly istotng rol¢ heksokinazy
jako mediatora glikolizy tlenowej, zapewniajacym wigksza przezywalnos¢ komorek [298].
Uzyskane w niniejszej pracy wyniki korelujg z wynikami uzyskanymi w modelu in vitro GBM
przedstawionymi przez Priebe 1 wsp. [208], oraz Strézik i wsp. [299]. W pracy Michel i wsp.
[209], przedstawili wyniki uzyskane po traktowaniu trzynastu myszy z GBM (40 dni po im-
plantacji komoérek U-87) i pigciu zdrowych za pomocg WP1122. Myszy poddano anatomicz-
nemu rezonansowi magnetycznemu i spektroskopii hiperpolaryzowanego ['"!3C] — pirogro-
nianu. Po 30 minutach od doustnego podania WP1122 zauwazono spadek poziomu mleczanu
u myszy z ortotopowymi GBM podczas gdy nie stwierdzono znaczacego spadu u myszy kon-
trolnych (zdrowych) [209]. Wyniki te s3g wysoce obiecujace i wskazuja na specyficzno$¢ od-
dziatywania WP1122 oraz jego wysoki profil bezpieczenstwa. Zastosowanie WP1122 w klinice
jest zatem wysoce obiecujace. Warto wspomnieé, ze w grudniu 2021 roku firma Moleculin
Biotech uzyskata akceptacje FDA na rozpoczecie I fazy badan klinicznych z uzyciem WP1122
w leczeniu nawrotowego GBM [300].

Postuluje si¢, iz obecnos¢ hipoksji w §rodowisku guza, jest jednym z czynnikéw wyso-
kiej opornos$ci na terapi¢ GBM [301]. Dlatego w celu oceny znaczenia wpltywu dostepnosci
tlenu dla efektéw cytotoksycznych badanych pochodnych zastosowano model chemicznie in-
dukowanych warunkéw nasladujacych hipoksje, z wykorzystaniem DMOG (inhibitora roz-
ktadu czynnika HIF-1a)) oraz Rodaminy 123 (hamuje aktywno$¢ oksydacyjng mitochondriow).
W pracy opublikowanej przez Maher i wsp. [280], analizowano r6zne modele warunkow hi-
poksji i wykazano, ze zastosowanie Rodaminy 123 skutecznie nasladuje warunki hipoksji w
komorkach kostniakomigsaka [280]. Ponadto Zhdanov i wsp. [281], wykazali, zalezng od
DMOG aktywacje szlakéw regulowanych przez HIF-1a, co zostalo potwierdzone w niniejszej
pracy w odniesieniu do komoérek GBM (Rys. 19) [281]. Priebe i wsp. [302] udowodnili, ze 2-
DG hamuje zywotnos¢ wielu linii komdrkowych glejaka zarowno w normoks;ji, jak i hipoksji
[302]. Jak wynika z danych uzyskanych w ramach realizacji niniejszej pracy, stworzenie wa-
runkow nasladujagcych warunki hipoksji nie wptynelo istotnie na cytotoksyczno$¢ 2-DG i
WP1122 (Rys. 20A, 21A). Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze komorki GBM wykazuja

wysoka zaleznos$¢ od procesu glikolizy nawet w warunkach dostepnosci tlenu.
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5.5. Znaczenie autofagii w cytotoksycznym oddzialywaniu inhibitorow glikolizy

Zahamowanie syntezy ATP i deficyt energetyczny w komorce jest jednym z induktorow
procesu autofagii [95, 113]. Jak wspomniano we Wstgpie, proces autofagii w komorkach no-
wotworowych moze petni¢ zarowno funkcje ochronng jak réwniez by¢ mechanizmem $§mierci
komorek. Z tego wzgledu w niniejszej pracy oceniono udzial procesu autofagii w cytotoksycz-
nym oddzialywaniu 2-DG 1 WP1122. Jak wykazata analiza Western blot poziomu ekspresji
biatka MAP-LC3, traktowanie komorek 2-DG lub WP1122 nie wptyneto istotnie na jego po-
ziom w odniesieniu do komorek kontrolnych (Rys. 33). Z kolei zahamowanie procesu autofagii
z wykorzystaniem inhibitora chlorochiny, nie chronito komérek linii U-87 1 U-251 przed $mier-
cig indukowang przez badane inhibitory glikolizy (Rys. 32). Co ciekawe, analizy ultrastruktury
komorek prowadzone z wykorzystaniem TEM ujawnily obecno$¢ licznych wakuoli autofago-
wych w komorkach traktowanych 2-DG 1 WP1122 (Rys. 34). Nalezy zaznaczy¢, iz obserwacje
TEM byty wykonywane po 24 h inkubacji, podczas gdy analizy Western blot i MTS po 72 h
oddzialywania. Nie mozna zatem wykluczy¢, iz autofagia jest aktywowana we wczesnym eta-
pie dzialania inhibitoréw glikolizy, lecz nie jest kluczowa dla indukcji $mierci badanych ko-
morek GBM. Mozna zatem przypuszczaé, ze aktywacja autofagii miata charakter ochronny,
lecz przedhuzajace si¢ dziatanie czynnikdw cytotoksycznych przetamywato jej dziatanie na
rzecz indukcji $§mierci komorek. Analogicznie do prowadzonych w niniejszej pracy obserwacji,
Priebe i wsp. [302], zauwazyli obecnos$¢ wakuoli autofagowych w ultrastrukturze komorek gle-
jaka (linii U-87 1 D54), traktowanych 2-DG [2 mM]. Autorzy nie oceniali jednak zywotnosci
komorek po zablokowaniu przebiegu autofagii, zatem nie mozna ostatecznie wnioskowac o roli
tego procesu w opisywanych przez autorow efektach cytotoksycznych [302].

Indukcja procesu autofagii w odpowiedzi na oddziatywanie 2-DG byta takze opisywana
przez Wu i wsp. [303]. Badacze wykazali, iz traktowanie komorek glejaka linii T98G 1 LN-229
za pomoca 2-DG [12,5 mmol/L, 24 h] indukuje proces autofagii co ilustrowat zwigkszony po-
ziom biatka MAPLC3-II (po 24 h) oraz ocena ultrastruktury komoérek z wykorzystaniem mi-
kroskopu elektronowego, ktora uwidocznita obecnos$¢ charakterystycznych struktur autofago-
wych: autofagosomoéw 1 autofagolizosomow [303]. Wyniki przedstawione przez Wu 1 wsp.
[303], korelujg z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy, gdzie aktywacja procesu au-
tofagii zostata uwidoczniona w obrazach TEM. Wedlug Wu i wsp. [303], proces aktywowane;j

przez 2-DG autofagii byl zalezny od aktywnosci kinazy eEF2. Wyciszenie ekspresji kinazy
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eEF2 hamowalo proces autofagii oraz potegowalo aktywacje kaspazy 3, co wskazuje na
ochronng role¢ autofagii w odpowiedzi na dziatanie 2-DG [303].

Dane literaturowe wskazuja, iz indukcja procesu autofagii w odpowiedzi na dziatanie
2-DG jest zalezna od rodzaju komorek nowotworowych oraz obecnosci innych czasteczek te-
rapeutycznych w srodowisku komorek. Jalota i wsp. [163], przeprowadzili badania wptywu 2-
DG oraz potaczenia 2-DG z cisplatyng na proces autofagii i apoptozy w komorkach glejaka IV
stopnia linii LN229 oraz A172. Wykazano, ze monotraktowanie 2-DG powoduje wzrost eks-
presji biatka Bekliny 1 oraz konwersje formy biatka LC3 I do II w poréwnaniu do kontroli
zardéwno w warunkach normoks;ji jak i hipoksji. Z kolei potaczenie 2-DG z cisplatyna powodo-
wato obnizenie ekspresji Bekliny 1 oraz przeksztalcenie formy LC3 I do II zaréwno w linii
LN229 oraz A172. Zmiany w ekspresji opisanych bialek w przypadku monotraktowania oraz
kombinacji zwigzkdéw roznity sie, zarowno w normoksji jak i hipoksji. Ponadto, poziom biatek
markerdéw apoptozy (Bax, kaspazy 3 oraz cytochromu c) byt znaczaco wyzszy w komoérkach
traktowanych kombinacja 2-DG + cisplastyna w poréwnaniu do komorek kontrolnych lub trak-
towanych pojedynczo [163].

Z badan opublikowanych przez Xi i wsp. [100], wynika, ze 2-DG aktywuje proces au-
tofagii przez stres ER/UPR a nie poprzez obnizenie poziomu ATP w modelu in vitro raka
trzustki (CTL1420), czerniaka (MDA-MB-435) oraz nowotworu piersi (SKBR3). Wykazano,
ze dodanie egzogennej mannozy odwraca indukowany przez 2-DG proces autofagii i stres ER,
ale nie przywraca poziomu ATP. Ponadto wykazano, iz w warunkach hipoksji 2-DG w bardziej
istotny sposob powoduje zmniejszenie poziomu ATP w poréwnaniu do warunkow normoksji a
proces autofagii jest raczej wygaszony niz aktywowany. Ponadto, zablokowanie procesu auto-
fagii technikg siRNA i wyciszenie ekspresji biatka Atg7 i lucyferazy (kontrola negatywna)
zwigkszylo wrazliwo$¢ komoérek na 2-DG poprzez aktywacje procesu apoptozy zaleznej od
stresu ER [100]. Dodatkowo Shutt i wsp. [304], wskazali, ze traktowanie komoérek neurobla-
stomy (linie komorkowe SK-N-SH i SH-SY5Y) za pomoca 2-DG stymuluje produkcje reak-
tywnych form tlenu (ROS) skorelowanych z aktywacja procesu. Traktowanie komodrek przeci-
wutleniaczem tiolowym, N-acetylocysteing lub glikolem polietylenowym sprzezonym z dy-
smutazg lub katalaza ponadtlenkowa, chronito komorki przed cytotoksycznym dziataniem 2-

DG [304].
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5.6. Zmiany ultrastruktury mitochondriow pod wplywem dzialania inhibitorow glikolizy

Analizujac obrazy mikroskopowo-elektronowe komorek linii U-87 1 U-251 traktowa-
nych zaréwno 2-DG jak i WP1122 identyfikowano zmieniong w odniesieniu do komorek kon-
trolnych morfologi¢ mitochondriow (Rys. 34). W komdrkach poddanych dziataniu inhibitorow
glikolizy obserwowano kondensacj¢ mitochondriéw i zanik grzebieni mitochondrialnych. Moz-
liwe skutki hamowania procesu glikolizy przez 2-DG i WP1122 w badanym modelu GBM, na
strukture 1 funkcje mitochondridow, nie zostaty jeszcze wystarczajaco zbadane i wymagaja dal-
szych prac w tym zakresie. Jak przedstawia Kuznetsov i wsp. [305], traktowanie komoérek ludz-
kiego nowotworu jelita grubego (DLD-1) za pomoca 2-DG [16 mM, 48 h] powoduje znaczace
roéznice w strukturze i organizacji mitochondriow. Zdjecia wykonane za pomoca fluorescencyj-
nego mikroskopu konfokalnego uwidocznity bardziej skondensowang sie¢ mitochondrialng w
komorkach traktowanych 2-DG w poréwnaniu z bardziej odseparowanymi mitochondriami w
komorkach kontrolnych. Ponadto, bardziej szczegdtowe badania molekularne wykazaty zwigk-
szony poziom biatka fuzyjnego - mitofuzyny 112 (Mfnl, Mfn2), przy jednoczesnym obnizeniu
ekspresji biatka rozszczepienia (Drpl) w komérkach DLD-1 traktowanych 2-DG [305]. Co cie-
kawe, wspomniane obserwacje byty specyficzne dla nowotworowych linii komérkowych. W
przypadku linii reprezentujacych komorki prawidlowe (HL-1, HUVEC i SMC), nie stwier-
dzono analogicznych zmian w strukturze mitochondridw ani ekspresji biatek Mfnl, Mfn2,
Drpl, opisywanych w linii DLD-1 [305]. Wskazuje to na r6zng odpowiedz na traktowanie 2-
DG pomigdzy komorkami prawidtowymi a nowotworowymi. Wyniki sugerujg silny zwigzek
miedzy funkcja oddechows a strukturalng organizacja mitochondriow w komorkach i ich ad-

aptacj¢ do zmian metabolicznych [305].

5.7. Inhibitory deacetylaz histonow w terapii przeciwnowotworowej GBM

Niezaleznie od specyfiki metabolizmu komoérek nowotworowych, takze epigenetyczna
regulacja ekspresji gendw, szczegdlnie rownowaga 1 kontrola aktywnosci pomiedzy acetylo-
transferazami i deacetylazami histonow (HAT/HDAC) odgrywa istotng role w inicjacji i pro-
gresji nowotworow. Jak opisano przez Hassell i wsp. [225], acetylacja histonéw wigze si¢ z
rozluznieniem chromatyny podczas gdy deacetylacja powoduje jej kondensacje i tworzenie he-
terochromatyny. W rejonach heterochromatyny proces transkrypcji jest ograniczony, co ma
wplyw na ekspresje genow [225]. W onkogenezie, precyzyjny proces acetylacji na poziomie
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catego proteomu jest zaburzony przez deacetylazy, a poziom deacetylaz histonéw (HDAC),
szczegolnie klasy 1 i I, jest znaczaco podwyzszony w przypadku nowotworu piersi, prostaty,
phuc czy mozgu [224]. Wedlug Was 1 wsp. [306], glejaki charakteryzuje zwigkszona ekspresja
HDAC I, II, IIT oraz VII [306]. Jak opisano w publikacji Pajak i wsp. [287], zmienione funkcje
HDAC komoérek GBM determinujg nieprawidtowa aktywacje RTK-PI3K, p53, Rb, EGFR oraz
PTEN. Wielu badaczy postuluje, iz blokowanie HDAC skutkuje hamowaniem wzrostu guza
oraz indukcjg procesu apoptozy w komodrkach nowotworowych przy ograniczonym oddziaty-
waniu na tkanki prawidtowe [287]. Jak opisuje Suraweera i wsp. [244], obecnie w praktyce
klinicznej stosuje si¢ pie¢ inhibitorow HDAC z czego kwas Suberanilohydroksamowy/Vorino-
stat (SAHA), Belinostat, Romidepsyna, oraz Chidamid zostaty zatwierdzone do leczenia chto-
niaka skornego T-komodrkowego lub z obwodowych limfocytéw T a Panobinostat do leczenia
szpiczaka mnogiego [244]. Ponadto, prowadzonych jest wiele badan klinicznych, w ktérych
inhibitory HDAC sa podawane w monoterapii lub terapii kombinowanej. Inhibitory HDAC
stajg si¢ takze obiecujacy strategia leczenia GBM. Wykazano, iz Vorinostat ma zdolnos¢ prze-
nikania BBB, co czyni go obiecujagcym kandydatem w terapii GBM [287]. Z kolei Gurbani i
wsp. [307], przeprowadzili badania na modelu szczurzym z wprowadzonymi stereotaktycznie
komoérkami glejaka (9L), ktérym podawano Belinostat [25 mg/kg - 100 mg/kg]. Wykazano, ze
po 13 dniach leczenia Belinostatem objeto$¢ guza zmniejszyta si¢ zaleznie od dawki. Co wiecej,
zauwazono takze przywrocenie aktywnosci i poprawe nastroju u zwierzat [307]. Z kolei Yang
1 wsp. [308], wykazali, iz traktowanie komorek GBM linii U-87 1 U-251 Vorinostatem [3-10
uM], skutkuje zaleznym od dawki i czasu hamowaniem zywotnosci i proliferacji komorek. Po-
nadto, Vorinostat hamowal metabolizm energetyczny, migracj¢ i inwazj¢ komérek GBM, jak
réwniez indukowal hamowanie cyklu komorkowego w fazie G2 i indukcje¢ apoptozy [308]. Z
kolei w badaniu in vivo zaobserwowano, iz Vorinostat hamuje wzrost guza przez indukcje
apoptozy i zahamowanie proliferacji [309]. Obiecujace dane przedkliniczne daty mozliwos¢
wprowadzenie Vorinostatu do II fazy badan klinicznych, ktére wykazaty, iz jego zastosowanie
w monoterapii jest dobrze tolerowane przez pacjentow z GBM, ale ma niestety nieznaczng sku-
tecznos$¢ jednosktadnikowa. Uzyskane wyniki zachgcity do potaczenia Vorinostatu z zaapro-
bowanym obecnie w terapii GBM Bevacizumabem, jednakze, kombinacja zwigzkéw nie wply-
neta na wydhuzenie czasu przezycia bez progresji ani mediany catkowitego przezycia w poréw-
naniu do leczenia chorych jedynie Bevacizumabem [309]. Wedlug pracy Iwamoto i wsp. [310],
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innym podej$ciem do leczenie GBM z uzyciem inhibitora HDAC byto zastosowanie Romidep-
syny, ktora byta dobrze tolerowana jednak jako pojedynczy lek nie wykazywala znaczacej ak-
tywnosci przeciwnowotworowej u pacjentow [310]. Jak wskazuje Chen i wsp. [311], w badaniu
klinicznym weryfikuje si¢ obecnie skuteczno$¢ innego inhibitora HDAC — Panobinostatu, za-
réwno w kombinacji z Bevacizumabem jak i radioterapig stereotaktczng [311]. Co ciekawe
Was i wsp. [306], opisuja wyniki, ktore wskazuja, ze nowe inhibitory HDAC tj.: Mocetinostat
1 MC2129, indukujg zatrzymanie cyklu komdrkowego w fazie G2/M skuteczniej niz klinicznie
stosowany Vorinostat [306]. Z kolei Krauze i wsp. [312], opisali, obiecujace wyniki II fazy
badan klinicznych z uzyciem kwasu walproinowgo (VPA) w potaczeniu z Temozolomidem i
radioterapig u pacjentow z GBM [312].

Do czesto stosowanych i efektywnych inhibitoréw HDAC naleza takze maslan sodu
(NaBt) i kwas walproinowy (VPA). Cytotoksyczne dziatanie tych zwigzkdéw zostato wczesniej
opisane w literaturze. Engelhard i wsp. [258], zbadali wptyw NaBt w modelach in vitro oraz in
vivo GBM. W badaniach in vitro, NaBt powodowal zmiany w morfologii oraz ekspresj¢ kwa-
$nych bialek fibrylarnych gleju, hamujac proliferacje¢ réznych linii komoérkowych glejaka [258].
Ponadto, doguzowa infuzja NaBt powodowata wydhluzenie zycia szczurow Wistar-Furth z gu-
zami §rodmozgowymi bez objawow toksycznosci [258]. Co wigcej, Nakagawa i wsp. [255],
wykazali, ze NaBt [2 mM, 7 dni] w odwracalny sposob hamuje proliferacj¢ komorek linii A172
i powoduje starzenie si¢ komorek przez wzmozong ekspresj¢ bialek regulujacych cykl komor-
kowy: p21, 27, 53. Ponadto, NaBt odwracalnie hamowat migracje¢ 1 inwazje¢ komoérek [255].
Yao i wsp. [257], opisuja, iz NaBt powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego przez stabiliza-
cje mRNA gendw p21 i aktywacje pl6 oraz p21 [257]. Z kolei Qin i wsp. [313], przeprowadzili
analiz¢ wptywu NaBt [0 - 20 mM] na proces apoptozy w komoérkach glejaka linii U-251 1
szczurzych miocytach linii L6. Wykazano, ze NaBt powoduje zalezny od dawki wzrost odsetka
komorek apoptotycznych i aktywacj¢ kaspazy 3. W komoérkach GBM linii U-251, zalezna od
NaBt indukcja apoptozy korelowata z obnizeniem poziomu antyapoptotycznego biatka Bcl-2
oraz zwigkszeniem poziomu proapoptotycznego biatka Bax, i ANT. Ponadto, Qin i wsp. [313],
wykazali, ze NaBt powoduje otwarcie MPTP, co prowadzito do obnizenia potencjatu blony
mitochondrialnej i wewnatrzpochodng apoptoze. Kolejne badania opublikowane przez Sawa i
wsp. [256], potwierdzity zalezne od dawki hamowanie Zywotnosci i indukcje apoptozy ludz-

kich komorek glejaka linii U-87, U-251 oraz T98G, po traktowaniu NaBt lub trichostatyng A
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(TSA) [256]. Ponadto, analogicznie do danych Qin i wsp. [313], zmianie ulegata ekspresja bia-
tek z rodziny Bcl-2. Obserwacje dotyczace modyfikacji poziomu biatek pro- i antyapoptotycz-
nych z rodziny Bcl-2 zostaly rowniez potwierdzone przez wyniki zawarte w niniejszej pracy
(Rys. 28, 30). Zmniejszenie poziomu biatek antyapoptotycznych (Bcl-2) i wzrost ekspresji bia-
tek proapoptotycznych (Bad, Bax) korelowat z indukcja apoptozy komorek linii U-87 1 U-251
w odpowiedzi na dzialanie NaBt.

Wiele danych literaturowych dotyczy rowniez cytotoksycznego oddziatywania VPA
wobec komorek nowotworowych. Jak opisuje Han i wsp. [314], VPA jest powszechnie stoso-
wany do kontrolowania napadéw padaczkowych wywotanych przez guzy mézgu, w tym glejaki
[314]. Tseng i wsp. [315] wykazali, ze VPA zaleznie od dawki [5-20 mM] i czasu (48, 72 h)
znaczaco zmniejsza proliferacj¢ komorek linii U-87, GBM8401 i DBTRG-05 MG. Ponadto
wykazano, ze VPA indukuje zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M, zwigksza pro-
dukcje ROS 1 indukuje ekspresje proapoptotycznego biatka Bim oraz hamuje progresje GBM
przez kaskad¢ PON2-Bim [316]. Z kolei Zhang i wsp. [316], wykazali, ze VPA [2-16 mM, 72
h], zaleznie od dawki aktywuje w komoérkach linii U-87 wewngtrzny szlak apoptozy (blokuje
ekspresje bialek Bcl-2, Bel-x i aktywuje ekspresje proapoptotycnzego biatka Bax) poprzez ak-
tywacje kinaz Akt i ERK i hamowanie GSK-3f. Ponadto, traktowanie komérek GBM za po-
moca VPA [4 mM], wywotywalo podobne efekty cytotoksyczne jak stosowany jako standard
terapii GBM TMZ [50 uM], wyrazone jako obnizenie zywotnosci, uwalnianie LDH czy obec-
no$¢ komorek apoptotycznych [316]. Takze Ryu i wsp. [317], udowodnili hamowanie zywot-
no$ci komorek glejaka linii TP365 MG, U118 MG, U251 MG, U373 MG, HS683 poprzez za-
stosowanie roznych stezen VPA [0 — 16 mM, 72 h] [317].

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie potwierdzaja, ze inhibitory HDAC (NaBt
1 NaVPA) hamuja aktywnos¢ HDAC (Rys. 29), prowadzac do zwigkszenia poziomu proapop-
totycznych bialek Bad i Bax przy réwnoczesnym obnizeniu poziomu antyapoptotycznego
biatka Bcl-2 w komorkach linii U-87 1 U-251 (Rys. 30). W konsekwencji opisanych zmian
obserwowano obnizenie zywotnosci (Rys. 24), proliferacji (Rys. 25) i syntezy bialek (Rys. 26)
oraz aktywacj¢ wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy (Rys. 28).
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5.8. Leczenie skojarzone w terapii przeciwnowotworowej

Standardem leczenia przeciwnowotworowego jest terapia kombinowana. Liczne prace
opisywaly korzystne dziatanie zar6wno inhibitoréw glikolizy oraz inhibitorow HDAC w pota-
czeniu z innymi lekami lub substancjami bioaktywnymi. Idealnym wspotdziataniem lekow jest
osiggnigcie efektow synergistycznych, ktére pozwalaja na wyzsza skuteczno$¢ terapeutyczng
przy zmniejszeniu stezen stosowanych w kombinacji, w poréwnaniu do monoterapii. Przykta-
dowo, Majchrzak-Celinska i wsp. [318], wykazali, ze kurkuminoidy (CCM) w skojarzonym
traktowaniu z NaBt synergistycznie zmniejszajg zywotno$¢ komoérek GBM indukujac apoptoze
i zatrzymanie cyklu komoérkowego. W efektach tych posredniczy generowanie ROS oraz
zmiany ekspresji gendw. Ponadto stwierdzono, ze NaBt poprawia przepuszczalnos¢ CCM
przez BBB i jam¢ nosowa [318]. Z kolei, badania opublikowane przez Taylor i wsp. [319],
wykazaty synergistyczng indukcj¢ apoptozy przez kwercetyne (QCT) i NaBt w linii T98G oraz
modelu mysim, na drodze hamowania autofagii. Skojarzone traktowanie QCT + NaBt skutko-
wato nasileniem morfologicznych cech apoptozy (fragmentacja jadra, kondensacja chroma-
tyny), zwigkszeniem odsetka komorek apoptotycznych (barwienie aneksyng V), zmianami eks-
presji bialek z rodziny Bcl-2 (wzrost ekspresji biatka Bax, zmniejszenie ekspres;ji biatka Bcl-2,
surwiwiny), aktywacja kaspazy 3 oraz degradacja PARP [319]. Ponadto, Ryu i wsp. [317], wy-
kazali, iz potaczenie VPA i TMZ nasila $§mier¢ komorek opornych na TMZ na drodze apop-
tozy/autofagii [317]. Kolejnym przyktadem kombinacji z zastosowaniem VPA sg wyniki badan
opublikowane przez Chang i wsp. [320]. Badacze wykazali synergistyczne oddziatywanie
apoptogenne VPA i fluwastatyny (inhibitora reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-koen-
zymu) na komorki linii GBM8401 [320]. Z kolei Barker i wsp. [321], opisali wyniki badan
prowadzonych na grupie 544 dorostych pacjentow z GBM, ktore wykazaty, ze stosowanie VPA
podczas radioterapii wigze si¢ z wydluzeniem catkowitego czasu przezycia, niezaleznie od hi-
storii napadéw padaczkowych, stosowania innych lekdw antyepileptycznych czy efektéw le-
czenia TMZ [321]. Pozytywne efekty terapii z zastosowaniem VPA opisali takze Krauze i wsp.
[312]. Badania kliniczne II fazy skojarzonego leczenia VPA, RT i TMZ u pacjentdw z nowo
rozpoznanym GBM, wykazatly, iz kombinacja wydtuza $redni czas przezycia, $redni czas prze-

zycia wolnego od progresji oraz ma tolerowang toksyczno$¢ [312].
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Takze inhibitory glikolizy, zwlaszcza 2-DG, byty wielokrotnie stosowane jako ele-
menty terapii skojarzonej w badaniach przeciwnowotworowych. 2-DG taczono zaréwno z ra-
dioterapig jak i stosowanymi powszechnie cytostatykami tj.: adriamycyna, cisplatyna, dokso-
rubicyng, daunorubicyng, gemcytabing czy sorafenibem (Tabela IT). Shah i wsp. [84], wykazali,
ze terapia 2-DG skojarzona z radioterapig znaczaco zmniejszyta skuteczng dawke (wartosé
ICs0) 2-DG w pordwnaniu do traktowania sama 2-DG. Ponadto potaczenie 2-DG z radioterapia
powodowato zalezng od CHOP indukcj¢ apoptozy w komorkach glejaka [84]. Z kolei, jak opi-
sat Jalota i wsp. [163], 2-DG w potaczeniu z cisplatyng istotnie bardziej efektywnie indukowato
apoptoze komérek GBM. Analogicznie, skojarzone traktowanie 2-DG 1 Metforminy istotnie
skuteczniej hamowato rozwdj organoidow GBM w poréwnaniu do 2-DG [170].

Te optymistyczne obserwacje dotyczace adjuwantowego dziatania inhibitorow HDAC
i glikolizy byly podstawa do weryfikacji potencjatu skojarzonego oddziatywania dwoch grup
zwigzkow razem, ktore dotychczas nie byly opisywane w literaturze. Przedstawione w niniej-
szej pracy wyniki potwierdzity, ze skojarzone dziatanie 2-DG, WP1122 z inhibitorami HDAC
(NaBt lub NaVPA) synergistycznie indukuj¢ apoptoz¢ komérek GBM linii U-87 i U-251. Z
danych literaturowych wynika, ze dane te sg pierwszym doniesieniem potwierdzajacym, iz jed-
noczesne celowanie w metabolizm GBM i proces transkrypcji genow jest skuteczng strategia
przeciwnowotworowg. Nalezy jednak zauwazy¢, iz prezentowane w niniejszej pracy wyniki

uzyskano z badan in vitro i wymagaja one dalszej weryfikacji na modelach zwierzecych.

5.9. Potencjal przeciwnowotworowy nowej pochodnej 2-DG — WP1234

Jednoczesne hamowanie aktywnosci deacetylaz histonéw oraz procesu glikolizy jest
obiecujacy strategia, ktéra powinna by¢ rozwijana w kierunku klinicznego wdrozenia. Nalezy
jednak podkresli¢, iz wdrozenie w klinice terapii kombinowanej jest wysoce czasochlonne i
kosztowne, ze wzgledu na konieczno$¢ uprzedniej monoterapii dwdch nowych lekow a nastep-
nie ich podawania skojarzonego. Dlatego tez, wydaje si¢, ze wykorzystanie potaczenia oma-
wianych zwigzkow jest atrakcyjng perspektywa o wyzszym prawdopodobienstwie wprowadze-
nia do terapii pacjentdéw. Zespol Profesora W. Priebe zsyntetyzowant nowa, dotychczas nie
badang pochodng 2-DG - WP1234 (3,6-di-O-(2-Ethyl)butyryl-D-glukopiranoza), w strukturze
ktérej podstawiono dodatkowo reszte etylomaslanu. Zgodnie z zatozeniem, WP1234 po wnik-

ni¢ciu do komoérek nowotworowych ulega rozszczepieniu enzymatycznemu i uwalnia aktywna
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biologicznie 2-DG oraz reszte etylomaslanu, przez co dziala jako inhibitor glikolizy (2-DG)
oraz modyfikuje aktywno$¢ deacetylaz histondw (reszta etylomaslanu) i ekspresje genéw pro-
1 antyapoptotycznych.

W niniejszej pracy wykazano efekt cytotoksyczny nowej pochodnej WP1234 wobec
komoérek GBM poprzez istotne statystycznie obnizenie zywotno$ci (Rys. 39), proliferacji (Rys.
40) oraz syntezy bialek (Rys. 41) w porownaniu do komorek nietraktowanych. Ponadto, ozna-
czenie stezenia kwasu mlekowego potwierdzito, iz WP1234 zaleznie od dawki hamuje synteze
kwasu mlekowego (Rys. 45), co koreluje ze zmniejszeniem nat¢zenia procesu glikolizy w ko-
morkach. Dane te stanowig potwierdzenie molekularnego mechanizmu dziatania WP1234 jako
inhibitora glikolizy. Ponadto, oznaczenia aktywnosci HDAC wykazaly, ze WP1234 zaleznie
oda dawki hamuje aktywnos$¢ deacetylaz histonow (Rys. 46). W efekcie opisanych zmian mo-
lekularnych, zaobserwowano aktywacj¢ procesu apoptozy (Rys. 43, 44, 47). Na podstawie
zdje¢ mikroskopowo-elektronowych zaobserwowano zalezne od WP1234 pobudzenie procesu
autofagii oraz obecnos$¢ licznych wakuoli autofagowych (Rys. 50). Co ciekawe, analiza ultra-
struktury komorek linii U-87 po 8 h inkubacji z WP1234 uwidocznita zmieniong morfologi¢
mitochondriow (MT), ktére ulegaty kondensacji i byly pozbawione grzebieni mitochondrial-
nych, widocznych w ultrastrukturze mitochondriéw komorek kontrolnych (Rys. 50). Obserwa-
cje te s zbiezne z wynikami TEM opisywanymi dla zmian indukowanych przez 2-DG i
WP1122. Uzyskane wyniki wskazuja na dwutorowe, cytotoksyczne dziatanie WP1234 w ko-
morkach GBM, zaréwno jako inhibitora glikolizy jak i inhibitora HDAC.

Dotychczas nie ma dostgpnych prac opisujacych oddziatywanie WP1234 a uzyskane w
niniejszej pracy wyniki sg przygotowywane do publikacji. Jedyne dost¢pne dane sg zawarte w
zgloszonym patencie i dotyczg aktywnosci WP1234 w modelu raka trzustki [322]. W badaniach
przedklinicznych WP1234 od 20 do 50-krotnie efektywniej indukowatl §mieré komoérek w po-
réwnaniu z 2-DG [322]. Obecnie WP1234 jest czasteczka licencjonowang przez firm¢ Mole-

culin Biotech., ktora planuje rozwoj kliniczny czasteczki.

5.10. Podsumowanie

Pomimo ogromnego postepu w rozwoju nowych lekow przeciwnowotworowych, w tym
inhibitorow kinaz, lekow biologicznych i przeciwcial monoklonalnych, od ponad 20 lat brak
jest znaczacego postepu w terapii glejaka. Przyczyna jest specyficzna lokalizacja nowotworu i
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obecnos$¢ bariery krew-mdzg, ktéra skutecznie uniemozliwia penetracj¢ nowych lekow do mo-
zgu. Pomimo, iz koncepcja hamowania metabolizmu glukozy wydaje si¢ by¢ nie nowa ideg w
rozwoju terapii przeciwnowotworowych, to zdolno$¢ pochodnych glukozy do przenikania ba-
riery krew-modzg sprawia, iz ten kierunek zyskuje nowe znaczenie i moze stanowi¢ proste, ale
skuteczne narzgdzie do ograniczenia proliferacji komorek glejaka i ich eliminacji. Co wigcej,
niektore inhibitory deacetylaz histonéw, w tym NaBt i VPA, sg prostymi zwigzkami, ktére
takze moga oddziatywac na komorki zlokalizowane w mozgu. Wiasciwo$¢ ta sprawila, iz liczne
czasteczki o charakterze inhibitoréw glikolizy lub deacetylaz histondw sg obecnie rozwijane na
r6znych etapach badan klinicznych w terapii wielu typéw nowotworow.

Koncepcja terapii skojarzonej kandydatami na lek z obu klas jest nowym podejsciem do
eliminacji komorek nowotworowych GBM 1 jak wskazuja przeprowadzone w niniejszej pracy
badania, jej efektywnos¢ jest obiecujaca. Co wazne, wykazano, ze pochodne glikolizy i HDAC
moga oddzialywa¢ synergistycznie, co jest najbardziej pozadanym schematem wspodtdziatania
lekdw. Majac na uwadze ztozono$¢ procesu rozwoju lekow, zwlaszcza terapii skojarzonych,
potwierdzenie dwutorowego oddzialywania WP1234 jest atrakcyjng koncepcja, ktéra wymaga
dalszego rozwoju przedklinicznego i klinicznego.

Wyniki uzyskanych badan na modelach in vitro potwierdzaja zasadno$¢ dalszego ana-
lizowania dziatania skojarzonego 2-DG/WP1122 + NaBt/NaVPA lub WP1234 lub poszukiwa-
nia nowych pochodnych ukierunkowanych na hamowanie glikolizy i aktywno$¢ HDAC prze-
ciwko GBM. W ramach niniejszej pracy doktorskiej nie prowadzono badan na modelach zwie-
rzecych, ale projekt OPUS, ktérego czgscig jest niniejsza rozprawa, przewiduje weryfikacje

najbardziej obiecujacych czasteczek na mysim modelu GBM.
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6. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych prac badawczych sformulowano nastgpujace wnioski:

1.

3.

Jednoczesne hamowanie procesu glikolizy (2-DG 1 WP1122) oraz aktywnos$ci deacety-
laz histonow (NaBt i NaVPA) wysoce efektywnie eliminuje komorki nowotworowe
glejaka wielopostaciowego linii U-87 i U-251 na drodze fizjologicznego procesu apop-

tozy.

Skojarzone dziatanie inhibitorow glikolizy i inhibitoroéw deacetylaz histonéw indukuje

synergistyczne efekty cytotoksyczne wobec komorek GBM.

Nowa pochodna 2-DG — WP1234, zawierajaca podstawnik etylomaslanu, wywiera cy-
totoksyczny wplyw wobec komoérek GBM poprzez dwutorowe oddzialywanie we-
wnatrzkomorkowe jako czynnika hamujacego proces glikolizy i aktywnos$¢ deacetylaz

histonow.

Wrazliwo$¢ komorek linii U-87 i U-251 na cytotoksyczne oddzialywanie inhibitorow
glikolizy (2-DG, WP1122), inhibitoréw deacetylaz histonow (NaBt, NaVPA) oraz
WP1234 nie rozni si¢ istotnie w warunkach normoksji oraz warunkach nasladujacych

hipoksje, co $§wiadczy o silnie glikolitycznym fenotypie komérek GBM.
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