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Streszczenie
Analiza porownawcza cytotoksycznego oddzialywania pochodnych 2-deoksy-D-glukozy
(2-DG) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego.

Komoérki nowotworowe, szczegdlnie komorki GBM, preferencyjnie wykorzystuja
proces glikolizy jako zrodto ATP nawet w warunkach dostgpu do tlenu (efekt Warburga).
Hamowanie glikolizy prowadzi do zahamowania wytwarzania energii i1 deficytu
energetycznego prowadzacego do $mierci i selektywnej eliminacji komérek nowotworowych.
Wykorzystanie  inhibitorow  glikolizy  jest  obiecujaca  strategia  dla  terapii
przeciwnowotworowe;.

2-deoksy-D-glukoza (2-DG) jest najlepiej poznanym inhibitorem glikolizy, ktory
przekracza bariere krew-moézg 1 wnika do komoérek za pomoca tych samych transporteréw co
glukoza. Ze wzgledu na swoje niewystarczajace wiasciwosci farmakokinetyczne, 2-DG nie
uzyskata rejestracji do stosowania w klinice. Zastosowanie nowych halogenopochodnych 2-
DG (fluoro- jodo-, chloro-, bromo-) oraz acetylowanej pochodnej, WP1122, moze poprawic¢
wnikanie zwigzkow i ich wewnatrzkomorkowa akumulacje, a w konsekwencji pozwoli na
uzyskanie nizszych st¢zen efektywnych.

Celem niniejszej pracy byla analiza efektow biologicznych, molekularnego
mechanizmu oddziatywania oraz znaczenia potozenia podstawnika w nowych
halogenopochodnych 2-DG (2-FG, 2-IG, 2-CG, 2-BG) oraz acetylowanej pochodnej 2-DG,
WP1122, w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego. Ponadto, celem przeprowadzonych
badan byla analiza wplywu pochodnych 2-DG na aktywno$¢ HK II, a takze otrzymanie
rekombinowanego biatka ludzkiej HK II w systemie bakteryjnym i jego krystalizacja z
oddziatujacymi halogenopochodnymi.

Efekty cytotoksyczne wplywu 72 h inkubacji badanych zwigzkéw z komorkami GBM
linii U-251 1 U-87 oceniono poprzez analize przezywalnosci (test MTS, wyznaczenie 1Cso) w
warunkach normoksji i symulowanej hipoksji, proliferacji (test BrdU) oraz natg¢zenia
biosyntezy biatek w komorkach (test z SRB). Wykazano, ze w zaleznosci od dawki wszystkich
badanych zwigzkéw dochodzi do zahamowania zZywotno$ci i parametréw zyciowych komorek
obu linii. Molekularny mechanizm oddzialywania pochodnych 2-DG potwierdzono poprzez
oznaczenie nat¢zenia biosyntezy mleczanu oraz ocen¢ aktywno$ci HK II. Dalsze analizy
wykazaly aktywacje procesu autofagii, majacej protekcyjny wplyw na komorki, ktore w
wyniku inkubacji z badanymi zwigzkami ulegaly apoptotycznej $mierci. Wykazano rowniez,
ze pod wplywem analogéw 2-DG aktywno§¢ HK II w uktadzie pozakomdérkowym zostaje

zahamowana, a najsilniejszymi inhibitorami sg fluoropochodne. Wrazliwo$¢ komorek na
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cytotoksyczne oddzialywanie badanych zwigzkow nie byta istotnie ré6zna w warunkach
normoksji oraz w warunkach nasladujacych hipoksj¢, co $wiadczy o silnie glikolitycznym
metabolizmie komorek GBM. Przeprowadzono takze krystalizacje i analiz¢ krystalograficzng
pochodnych 2-DG oraz uzyskano rekombinowane biatko ludzkiej HK II w systemie
bakteryjnym E. coli, ktore zostato oczyszczone metoda IMAC i SEC. Trwaja takze préby
krystalizacji uzyskanego biatka.

Podsumowujac uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej wyniki, nalezy
stwierdzié, iz mimo iz wszystkie wigzki wykazaty aktywnos¢ cytotoksyczng wobec badanych
komorek GBM to WP1122 oraz fluoropochodne okazaty si¢ najsilniejszymi inhibitorami
glikolizy 1 istnieje uzasadniona potrzeba kontynuacji badan z ich udzialem. Najnizsza
aktywno$¢ wykazywaty bromo- i chloro-pochodne 2-DG.

Biorac pod uwage zdolno$¢ przenikania bariery krew-mozg przez badane w niniejszej
pracy zwiazki, przy ograniczonej dostgpnosci terapii GBM, badania analogéw 2-DG powinny
by¢ kontynuowane w dalszych przedklinicznych i klinicznych etapach, zwtaszcza w kontekscie

terapii skojarzonej przeciwko glejakowi wielopostaciowemu.



Summary
Comparative analysis of cytotoxic activity of 2-deoxy-D-glucose (2-DG) analogs on the in
vitro model of glioblastoma multiforme (GBM).

Cancer cells, especially GBM cells, preferentially use glycolysis process as a source of
ATP, even under normoxic conditions (Warburg effect). Glycolysis inhibition leads to energy
production inhibition, energy deficyt and in consequence to death and selective elimination of
cancer cells and thus it is a promissing target in cancer therapy.

2-DG is the best known glycolysis inhibitor which crosses the blood-brain barrier and
enters cells using the same transporters as glucose. However, due to its insufficient
pharmacokinetic properties, this compound was not registered in clinic. New halogen 2-DG
analogs (fluoro-, iodo-, chloro-, bromo-) and acetylated derivative, WP1122, are believed to
have improved penetration and accumulation of compounds in cancer cells. In consequence
lower treatment concentrations could become effective.

The aim of this study was to compare and determine molecular mechanism of the
cytotoxic effect as well as to evaluate the influence of substituent of halogen 2-DG analogs (2-
FG, 2-1G, 2-CG, 2-BG) and acetylated 2-DG analog, WP1122, on GBM U-251 and U-87 cell
lines. Moreover, the aim of this research was to analyze the influence of 2-DG derivatives on
HK II activity as well as to obtain recombinant human HK II protein in a bacterial system and
to analize its interaction with halogen derivatives by X-ray crystallography.

Within the project, cellular viability in normoxia and simulated hypoxia conditions (MTS
test), proliferaton (BrdU test) and protein synthesis (SRB test) upon 72 h of incubation with test
compounds was analyzed in vitro on glioblastoma model. Obtained results showed that all
compounds, depending on dose, statistically significantly reduced viability of both cell lines.
Intensity of lactate production as well as hexokinase activity downregulation analyzes
confirmed the mechanism of action by inhibiting glycolysis by all 2-DG analogs. Further
analysis that cytotoxic action of analyzed compounds was mediated by apoptosis but not
autophagy process activation, which had protective role for treated cells. Sensitivity of cells to
the cytotoxic effect of tested compounds was not significantly different under normoxia and
hypoxia-like conditions what proves the strongly glycolytic metabolism of GBM cells.
Additionally, activity assays of HK II upon extracellular interaction with tested compounds
showed that fluorine analogs are the strongest HK II inhibitors. Crystallization and X-ray
crystallographic analysis of 2-DG analogs were also performed. Furthermore, recombinant
human HK 1II protein was obtained in E. coli bacterial system and then purified by IMAC and
SEC. There were also attempts on crystallization of the obtained HK II.
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Summarizing the results obtained as part of doctoral dissertation, it should be stated that
although all tested compounds showed cytotoxic activity against GBM cells, WP1122 and
fluorine derivatives turned out to be the strongest inhibitors of glycolysis and promising drug
candidates for future therapy. Chloro- and bromo-analogs did not exert significant cytotoxic
effect. Taking into account the ability to penetrate the blood-brain barrier by 2-DG analogs and
limited available GBM therapy, the development on 2-DG analogs should be continued in
further preclinical and clinical stages, especially in the context of combined glioblastoma

therapy.
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Wykaz skrotow

2,2-diFG
2-BG
2-BM
2-CG
2-CM
2-DG
2-DG-6-P
2-FG
2-FM
2-1G
2-IM
3-BrPA
5-FU
ADP
AML
AMPK
APS
ATP
ATRX

BAD
BBB
Bcl-2
BrdU
BTP
CHX
CcQ
DCA
DHEA
DMEM

DMOG

difluoro-2-deoksy-D-glukoza

2-bromo-2-deoksy-D-glukoza

2-bromo-2-deoksy-D-mannoza

2-chloro-2-deoksy-D-glukoza

2-chloro-2-deoksy-D-mannoza

2-deoksy-D-glukoza

2-deoksy-D-glukozo-6-fosforan

2-fluoro-2-deoksy-D-glukoza

2-fluoro-2-deoksy-D-mannoza

2-jodo-2-deoksy-D-glukoza

2-jodo-2-deoksy-D-mannoza

ang. 3-bromopyruvate, 3-bromopirogronian

ang. 5-fluorouracil, 5-fluorouracyl

ang. adenosine diphosphate, adenozyno-5’-difosforan

ang. acute myeloid leukemia

ang. AMP-activated protein kinase, kinaza aktywowana przez AMP
ang. ammonium persulfate, nadsiarczan amonu

ang, adenosine triphosphate, adenozyno trifosforan

ang. alpha-thalassemia/mental retardation X-linked, zespot alfa talasemia-
opdznienie umystowe o dziedziczeniu sprz¢zonym z chromosome X, zespot
ATR-X

ang. Bcl-2-antagonist of cell death

ang. brain blood barrier, bariera krew-mozg

ang. B-cell CLL/ lymphoma 2

ang. bromodeoxyuridine, bromodeoksyurydyna

ang. beta-trace protein, biatko §ladowe beta

ang. cycloheximide, cykloheximid

ang. chloroquine, chlorochina

ang. dichloroacetate, dichlorooctan

ang. dehydroepiandrosterone, dehydroepiandrosteron

ang. Dulbecco’s modified Eagle medium with phenol red and Glutamax,
modyfikowana pozywka Eagle’a Dulbecco z czerwienig fenolowa i Glutamax
ang. dimethyloxalylglycine, dimetyloksyglicyna
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DMSO
DTT
EDTA
EGFR

ER
FADH;
FBS
FDA
FLIP
FPLC

G-6-P
GBM
GDP
GLS1
GLUT
HEPES
HIF-1
HK
HRE
IDH1/2
IGF2
IMAC

IPTG

IR
KDN

LB
LDHA
LLO

ang. dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

ang. dithiothreitol, ditiotreitol

ang. ethylenediamine tetraacetic acid, kwas etylenodiaminotetraoctowy
ang. epidermal growth factor receptor, receptor naskorkowego czynnika
wzrostu

ang. endoplasmic reticulum, retikulum endoplazmatyczne

ang. dihydroflavine-adenine dinucleotide, dinukleotyd flawinoadeninowy
ang. fetal bovine serum, bydlgca surowica ptodowa

ang. Food and Drug Administration, Agencja Zywnosci i Lekow
FLICE-like inhibitory protein, FLICE-podobne biatko hamujace

ang. fast performance liquid chromatography, szybkosprawna chromatografia
cieczowa

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

ang. glioblastoma multiforme, glejak wielopostaciowy

ang. guanosine diphosphate, ganozyno-5’-difosforan

ang. glutaminase 1, glutaminaza 1

ang. glucose transporters, transporter glukozy

ang. (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

ang. hypoxia-inducible factor, czynnik aktywowany hipoksja

ang. hexokinase, heksokinaza

ang. hypoxia response element, element odpowiedzi na hipoksje

ang. isocitrate dehydrogenase, dehydrogenaza izocytrynianowa

ang. insulin-like growth factor, insulinopodobny czynnik wzrostu

ang. immobilized metal chelate affinity, chromatografia powinowactwa do
unieruchomionego jonu metalu

ang. isopropyl-f-D-1-thiogalactopyranoside,izopropylo-B-D-1-
tiogalaktopiranozyd

ang. infrared, promieniowanie podczerwone

ang. deaminated neuraminic acid, kwas 2-keto-3-deoksy-D-glicero-D-galakto-
nononowego

ang. lysogeny broth, bulion lizogenny

ang. lactate dehydrogenase A, dehydrogenaza mleczanowa

ang. lipid-linked oligosaccharides, oligosacharydy potaczone z lipidami
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PET
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ROS

ang. microtubule-associated proteins light chain 3, lekki tancuch 3 biatka
zwigzanego z mikrotublami

ang. myeloid cell leukemia sequence 1, sekwencja bialka biataczki szpikowej 1
ang. multidrug resistance, odporno$¢ wielolekowa

ang. mannose-6-phosphate isomerase, izomeraza fosfomannozy

ang. mammalian target of rapamycin, ssaczy cel rapamycyny

ang. (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

ang. N-acetyl-L-cysteine, N-acetylo-L-cysteina

ang. nicotinamide adenine dinucleotide, dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy
ang. nicotinamide adenine dincleotide hydride, dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy

osrodkowy uktad nerwowy

ang. phosphate-buffered saline, roztwor fizjologiczny buforowany fosforanami
ang. pyruvate dehydrogenase

ang. pyruvate dehydrogenase kinase 1, dehydrogenaza pirogronianowa

ang. phosphoenolpyruvate, pirogronian fosfenolu

ang. positron emission tomography, pozytonowa tomografia emisyjna

ang. phosphoglucose isomerase, izomeraza glukozo-6-fosforanowa

ang. phosphatidylinositol 3-kinase, 3-kinaza fosfatydyloinozytolu

ang. pyruvate kinase, kinaza pirogronianowa

ang. pyruvate kinase M2, kinaza pirogronianowa M2

ang. phosphomannomutase 2, fosfomannnomutaza 2

ang. phenylmethylsulfonyl fluoride, fluorek fenylometylosulfonylu

ang. phosphatase and tensin homolog, ludzkie biatko kodowane przez gen
supresorowy PTEN

ang. p53 upregulated modulator of apoptosis, regulowany przez p53 modulator
apoptozy

ang. poly(vinylfluoride), polifluorek winylidenu

ang. retinoblastoma, siatkdwczak

ang. renal cell carcinoma, rak nerkowokomorkowy

ang. rhodamine 123, rodamina 123

ang. receptor interacting protein, biatko oddzialujace z receptorem

ang. reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu
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TEM
TEMED

TERT
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TNF
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TP53
TRAIL

UPR
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WHO
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ang. room temperature, temperatura pokojowa

ang. sodium dodecyl sulfate, siarczan dodecylu

ang. size exclusion chromatography, chromatografia wykluczania

ang. sodium-glucose co-transporter, kotransporter glukozowo-sodowy
ang. super optimal catabolite repression, kompletna bogata pozywka
ang. sulphorodamine, sulforodamina

ang. tris(2-carboxyethyl)phospine, tris(2-karboksyetylo)fosfina

ang. transmission electron microscopy, transmisyjna mikroskopia elektronowa
ang. N,N,N',N'- tetramethylethylendiamine N,N,N',N'-
tetrametyloetylenodiamina

ang. telomerase reverse transcriptase, telomeraza o aktywnos$ci odwrotne;j
transkryptazy

ang. temozolomide, temozolomid

ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworowej

ang. target of rapamycin complex 1/2, cel rapamycyny kompleks 1/2
ang. tumor protein 53

ang. TNF-related apoptosis-inducing ligand, ligand czynnika martwicy
nowotworu indukujacy apoptoze

ang. unfolded protein response, odpowiedz niepofatdowanych biatek
ang. voltage-dependent anion channel, kanal jonowy zalezny od napigcia
ang. vascular endothelial growth factor, czynnik wzrostu $rdédtblonka
naczyniowego

ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

3,6-di-O-acetylo-2-deoxy-D-glukoza
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1. Wstep

Rak jest druga najczestsza przyczyna zgonéw na $wiecie. Wedlug Swiatowej Organizacji
Zdrowia (ang. World Health Organisation, WHO) w 2020 roku nowotwory odpowiadaty za 10
mln zgon6éw na $wiecie. Wedhug szacunkoéw Siegel’a 1 wsp. [1] jedna na trzy osoby zachoruje
na nowotwér w trakcie swojego zycia. Obcigzenie nowotworami stale globalnie ro$nie
powodujac nie tylko dyskomfort fizyczny i psychiczny dla dotknigtych nimi pacjentéw i ich
rodzin, ale takze finansowy dla ogotu spoteczenstwa i systemow opieki zdrowotnej. Konieczne
jest zatem doglebne poznanie i zrozumienie procesu kancerogenezy, zasad kierujacych ta
chorobg i lezacych u jej podstaw szlakéw molekularnych i biochemicznych. Potrzebna jest
takze ciaggla praca nad doskonaleniem diagnostyki, obrazowania oraz poszukiwanie nowych,
mniej  toksycznych 1 bardziej selektywnych  zwigzkéw o  wilasciwos$ciach

przeciwnowotworowych.

1.1. Charakterystyka komorek nowotworowych glejaka wielopostaciowego

Nowotworem nazywamy grupe chorob obejmujaca zmiany w genomie, ktdérych
konsekwencjami sg niekontrolowany wzrost komoérek oraz ich rozprzestrzenianie si¢ i inwazja
do innych czgsci ciata. Obecnie sklasyfikowano ponad 200 typéw nowotworoéw [2]. U podstaw
rozwoju choroby nowotworowej lezy akumulacja mutacji komdorkowych w protoonkogenach
lub/i genach supresorowych. Mutacje w protoonkogenach prowadza do konstytutywnej
aktywacji onkogenow, ich nadmiernej funkcji i niekontrolowanej proliferacji komorek. Z kolei
mutacje w genach supresorowych prowadza do utraty ich funkcji i odhamowania procesow
komorkowych [3]. Wszystkie komorki tworzace guz pierwotny pochodza z jednej komorki
zawierajacej zakumulowane mutacje. Proces inicjacji rozwoju nowotworu jest zatem klonalny
[4]. W obrgbie nowotwordw wyrdznia si¢ guzy lagodne i ztosliwe. Te pierwsze nie maja
zdolnosci do rozprzestrzeniania si¢ po organizmie i w wigkszos$ci przypadkow nie zagrazaja
zyciu pacjenta. Guzy zlosliwe wykazujg cechy inwazji i tworzenia przerzutow.

Jednym z najbardziej agresywnych nowotwordéw jest glejak wielopostaciowy (ang.
glioblastoma multiforme, GBM). GBM to nowotwor pierwotny osrodkowego ukladu
nerwowego (OUN). Sposrod wszystkich nowotworéw komorek glejowych, glejak
wielopostaciowy charakteryzuje si¢ najwigkszym stopniem zlosliwosci (stopien IV) w
klasyfikacji WHO. Mimo, ze zapadalno$¢ na ta chorobe jest stosunkowo niska, wynosi ok. 5-
10 przypadkéw/100 tys. 0sob rocznie [5], to wyjatkowo niepomys$lne rokowania pacjentow
sprawiaja, ze GBM jest jednym z gldwnych probleméw zdrowia publicznego [6,7]. Mediana
przezycia chorych z GBM od diagnozy choroby wynosi 12 miesigcy, a tylko 3-8% osob zyje

17



dhuzej niz 3 lata [5,8]. Zachorowalno$¢ na GBM jest proporcjonalna do wieku, a najwigcej
zachorowan odnotowuje si¢ w grupie wiekowej 50-60 lat [9]. Nie sg znane doktadne przyczyny
powstawania GBM. Jak dotad, jedynym potwierdzonym czynnikiem ryzyka jest narazenie na
wysokie dawki promieniowania jonizujacego [10]. Predyspozycje genetyczne GBM
zaobserwowano jedynie w 5-10% przypadkow [11]. Glejaki dzieli si¢ na pierwotne, powstajace
,de novo”, bez znanego klinicznego prekursora oraz wtérne, ktore sa konsekwencja wzrostu
ztos§liwosci glejaka o nizszym stopniu klasyfikacji WHO. Liczne analizy wykazaty, ze zmiany
genetyczne towarzyszace pierwotnym GBM dotycza gltownie trzech genoéw: TERT (ang.
telomerase reverse transcriptase), PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog) oraz EGFR
(ang. epidermal growth factor receptor). Podczas gdy mutacje w genach IDHI/2 (ang.
isocitrate  dehydrogenase), TP53 (ang. tumor protein 53), ATRX (ang. alpha-
thalassemia/mental retardation, X-linked) 1 RB (ang. retinoblastoma) charakteryzuja wtorne
GBM [12]. Szlak p53 jest zmutowany az u 87% pacjentow a szlak sygnatowy RB u ok 78%
przypadkéw [12]. Glejak wielopostaciowy najczgsciej zlokalizowany jest w potkulach
moézgowych - 95% przypadkow znajduje si¢ w okolicy nadnamiotowe;j a jedynie kilka procent
guzow wystepuje w mézdzku, pniu mézgu i rdzeniu kreggowym [13].

Obraz histologiczny glejaka wielopostaciowego, jak nazwa wskazuje, jest bardzo
zréznicowany - guz jest niejednorodny i moze objawiaé si¢ w postaci wieloogniskowych
krwotokow, martwicy, a takze obszarow torbielowatych [14]. Jak przedstawiono na Rycinie nr
I, u roznych pacjentow moze wykazywaé znaczne roznice w swojej strukturze. Jego

charakterystyczng cechg jest rowniez pleomorfizm komorek.

Rycina 1. Niejednorodno$¢ zmian anatomicznych glejaka wielopostaciowego. A) Wyodrebniona przez
obwodke centralna martwica z otaczajacym obrzgkiem w prawym placie czolowym, B) Nieregularnie
zwigkszajaca si¢ masa przecinajgca cialo modzelowate, C) wyraznie odgraniczona masa w lewym ptlacie
czolowym bez towarzyszacego obrzeku, D) slabo zdefiniowana masa naciekajaca w lewym
przysrodkowym ptacie czotowym bez towarzyszacego obrzgku [15].

Gléwnymi wyzwaniami terapii GBM sg lokalizacja guza, konieczno$¢ przekraczania przez

lek bariery krew-mozg (BBB), a takze jego niejednorodnos$¢ tkankowa [16]. Standardowe
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postgpowanie terapeutyczne GBM obejmuje chirurgiczng resekcje guza wraz z radioterapia a
nastepnie uzupetniajaca chemioterapi¢ Temozolomidem (TMZ) podawanym doustnie [17].
Mechanizm dzialania TMZ opiera si¢ na metylacji DNA, ktora prowadzi do uszkodzen
struktury DNA i zaburzen proliferacji komorek.

Mimo, ze postep w terapii nowotwordw nastepuje szybko, leczenie GBM nie zmienito si¢
znaczaco od 1999 roku, kiedy to TMZ zostal zaakceptowany jako lek [18]. Efektywnos¢
terapeutyczna TMZ jest jednak niezadowalajaca, ze wzgledu na obecng u prawie potowy
pacjentdw, nadaktywacje¢ mechanizméw naprawy DNA, ograniczajaca lub znoszaca dziatanie
TMZ [19,20]. Ponadto, jego wpltyw na catkowity okres przezycia pacjentow jest takze
nieznaczny (kilka miesigcy). TMZ generuje réwniez szereg skutkéw ubocznych jak nudnosci,
wymioty, biegunki, dzialania niepozadane ze strony uktadu nerwowego - drgawki, zaburzenia
Swiadomosci, pamigci, oraz zaburzenia wzroku i stuchu [21]. W przypadku stosowania duzych
dawek TMZ istnieje wysokie prawdopodobienstwo utraty zdolnosci krwiotworczej przez
komoérki szpiku. Ponadto, TMZ moze powodowaé zaburzenia plodnosci lub nawet
bezptodnos¢. W konsekwencji mozliwosci stosowania TMZ sg ograniczone ze wzgledu na tzw.
ogbélny stan zdrowia pacjenta 1 jego znaczne obcigzenie przez TMZ. Nowoczesne
chemioterapeutyki stosowane w terapiach przeciwnowotworowych oddziatuja na wybrane cele
molekularne (jak kinazy), przez co wykazuja wyzsza skuteczno$¢, specyficznos¢ oraz
ograniczajg efekty niepozadane. Kanonem terapii jest obecnie stosowanie terapii skojarzonych,
ktére moga synergistycznie eliminowa¢ komorki nowotworowe.

Komorki nowotworowe, mimo ze wywodza si¢ z komorek prawidtowych i1 sg do nich
zblizone, posiadaja takze cechy unikalne. Cechy fenotypowe komodrek nowotworowych zostaly
zdefiniowane przez dwoch amerykanskich badaczy — Hannahan’a i Weinberga [22] jako:
unikanie apoptozy, brak wrazliwosci na inhibitory wzrostu, niezalezno$¢ od sygnaléw wzrostu,
nieograniczony potencjat replikacyjny, zdolno$¢ angiogenezy i inwazji do sasiednich tkanek.
Dziesig¢ lat pdzniej do cech komdrek nowotworowych dodano cztery kolejne: unikanie
odpowiedzi immunologicznej, niestabilno$¢ genetyczng, indukcje stanu zapalnego w
organizmie i zmiany w metabolizmie komorki [23]. W zaleznos$ci od rodzaju nowotworu,
wszystkie lub tylko wybrane cechy moga pojawi¢ si¢ w réznej kolejnosci na kolejnych etapach
rozwoju nowotworu. Zaprojektowanie terapii ukierunkowanej na specyficzne dla nowotworu
cechy moze prowadzi¢ do selektywnego niszczenia komorek rakowych. Jedng z rozwijanych
strategii terapeutycznych jest ukierunkowane oddzialywanie na odmienny metabolizm

komoérkowy.
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1.2. Metabolizm komorek nowotworowych

Obiecujacym celem terapii przeciwnowotworowej jest szlak metabolizmu glukozy,
poniewaz w komoérkach nowotworowych rézni si¢ on znacznie od metabolizmu komorek
prawidtowych [24]. Zwigkszone tempo proliferacji, dojrzewania i réznicowania komorek
nowotworowych oraz szybki wzrost guza, prowadzi do zwigkszonego zapotrzebowania na
sktadniki odzywcze, w tym glukoze [24]. Pierwsza odpowiedzig komorek nowotworowych na
niekorzystne warunki jest zmiana metabolizmu z tlenowego na beztlenowy. Gléwnym
procesem utylizacji glukozy staje si¢ proces glikolizy. Zjawisko to po raz pierwszy opisal
laureat Nagrody Nobla, Otto Warburg, w latach dwudziestych XX wieku [25]. Wysoka
zalezno$¢ komorek nowotworowych od procesu glikolizy stwarza mozliwos¢ selektywnego ich
eliminowania poprzez hamowanie tego procesu.

Wigkszo§¢ komorek nowotworowych réznego pochodzenia preferencyjnie
wykorzystuje proces glikolizy do utylizacji glukozy 1 wytwarzania energii w postaci ATP,
niezaleznie od dostgpnosci tlenu w otoczeniu [26]. Zjawisko to jest okre§lane mianem glikolizy
tlenowej lub efektem Warburga. Istnieje wiele doniesien wskazujacych na korelacj¢ pomigdzy
udzialem wytwarzanej energii pochodzacej z procesu glikolizy tlenowej, a ztosliwoscia
nowotworu [27]. Nalezy zauwazy¢, ze metabolizm komdrkowy jest rowniez zalezny od innych
szlakow sygnatowych, regulujacych aktywno$¢ onkogendw i gendw supresorowych. Na
przyktad, inaktywacja biatka p53 stymuluje efekt Warburga poprzez regulacje transkrypcji
geno6w zaangazowanych w metabolizm energetyczny, w tym genow SCO2, TIGAR, GLS2 [28].
Waznym skutkiem przeprogramowania metabolizmu nowotwordéw na metabolizm glikolizy
tlenowej jest takze immunosupresja nowotworowa. Wysokie tempo pobierania glukozy
koniecznej do podtrzymania procesu glikolizy 1 zmniejszenie puli glukozy
zewnatrzkomorkowej powoduje hamowanie procesu glikolizy i funkcji efektorowej
limfocytow T atakujacych guz [29,30]. W efekcie komorki nowotworowe moga modyfikowaé
cechy mikrosrodowiska i wptywac na skierowang przeciwko nim odpowiedz immunologiczna
[31].

Glukoza jest najpowszechniejszym zrodtem energii komérkowej i substratem dla wielu
proceséw biochemicznych. Glukoza jest wytwarzana gldwnie z weglowodandw spozytych w
diecie ale moze roéwniez by¢ syntetyzowana w organizmie dzigki mechanizmowi
glukoneogenezy [32]. Blona lipidowa otaczajaca komorke stanowi nieprzepuszczalng barierg
dla hydrofilowych czasteczek glukozy. Jej wychwyt z otoczenia i transport przez btong
komorkowa wymaga specyficznych bialek - transporteréw glukozy (ang. glucose transporters,

GLUT). Bialka z rodziny GLUT transportuja heksozy zgodnie z gradientem st¢zen i z réznym
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powinowactwem wzgledem substratu [33]. W badaniach swoisto$ci substratowej heksoz
wykazano bardzo znaczaca wydajnos$¢ transportu zarowno glukozy (Km ok. 3 mM) [34] jak i
jej pochodnej 2-deoksyglukozy (2-DG) (Km ok. 5 mM) [35]. Komoérki nowotworowe
charakteryzuje przyspieszony metabolizm, czego konsekwencja jest wzrost zapotrzebowania
na glukoze. Szacuje si¢, iz komoérki nowotworowe charakteryzuje ponad 20-30-krotnie
wickszy wychwyt glukozy w pordwnaniu z prawidlowymi komoérkami, dzieki nadekspresji
transporterow GLUT w btonie komdrkowej [36,37]. Wewnatrz komorki glukoza wiaczana jest
w cykl przemian, aby ostatecznie wytworzy¢ energi¢ w postaci czasteczek ATP. W komoérkach
prawidtowych, w warunkach dostgpnosci tlenu, glukoza metabolizowana jest w procesie
glikolizy do pirogronianu, ktory jest nastgpnie utleniany w mitochondriach poprzez kompleks
dehydrogenazy pirogronianowej do acetylo-koenzymu A (acetylo-CoA). Acetylo-CoA jest
wilaczany w cykl Krebsa i utleniany do dwoéch czasteczek CO,. Dzigki elektronom
pochodzacym z tego procesu powstaja trzy czasteczki NADH i jedna czasteczka FADH,.
Czasteczki FADH> sa ponownie utleniane poprzez uklady oksydoredukcyjne *tancucha
oddechowego, ktory umozliwia tworzenie ATP z ADP i fosforanu [38]. W wyniku fosforylacji
oksydacyjnej z przemian jednej czasteczki powstaje ostatecznie 36 czasteczek ATP. Proces
glikolizy tlenowe;j jest duzo mniej wydajny, a z jednej czasteczki glukozy sa generowane tylko
4 czasteczki ATP [39]. Tlen jest wazny dla procesu utleniania glukozy, gdyz stuzy jako
koncowy akceptor elektronow, umozliwiajacy catkowite utlenienie glukozy. Takze w
przypadku niewystarczajacego st¢zenia tlenu, nastgpuje przekierowanie metabolizmu na szlak
glikolizy. W jej koncowym etapie pirogronian jest redukowany do mleczanu, redukujac NADH
do NAD + [40]. Schematyczne porownanie procesu glikolizy tlenowej, glikolizy beztlenowe;j i

fosforylacji oksydacyjnej przedstawiono na Rycinie nr 2.
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36 moli ATP/mol glukozy 2 mole ATP/mol glukozy 4 mole ATP/mol glukozy

Rycina 2. Poroéwnanie metabolizmu glukozy w komorkach zréznicowanych oraz komorkach
nowotworowych. Wigkszos¢ zroznicowanych komorek, w warunkach dostepu do tlenu wykorzystuje
do metabolizmu glukozy szlak fosforylacji oksydacyjnej. Mechanizm ten pozwala na uzyskanie 36 moli
ATP z 1 mola glukozy. W przypadku niewystarczajacej ilosci tlenu komorki te z jednego mola glukozy
uzyskuja tylko 2 mole ATP przy jednoczesnym uwalnianiu kwasu mlekowego. Komorki nowotworowe,
niezaleznie od dostepnosci tlenu produkujg znaczne ilo$ci kwasu mlekowego wytwarzajac przy tym 4
mole ATP z jednego mola glukozy [41].

Czestym zjawiskiem towarzyszacym rozwojowi guza jest ograniczenie dostepnosci
tlenu i rozwdj hipoksji. Aby zaadoptowac si¢ do srodowiska hipoksji, komorki nowotworowe
przeprogramowuja protoonkogeny (np. c-Myc), wprowadzaja zmiany w szlakach sygnatowych
(np. PI-3K/Akt) oraz aktywuja specyficzne czynniki transkrypcyjne (np. HIF-la) [39].
Nastegpstwa te sg bezposrednim skutkiem generowania przez komorki nowotworowe wolnych
rodnikow, ktore prowadza do stresu oksydacyjnego skutkujacego aktywacja HIF-1a [42].

Czynnik transkrypcyjny HIF-1a (ang. hypoxia-inducible factor 1, czynnik aktywowany
hipoksja) odgrywa kluczowa rol¢ w przeprogramowywaniu metabolizmu komorek
nowotworowych [43]. HIF-1 ma budowe¢ heterodimeryczng, a w jego sktad wchodzi
podjednostka HIF-la oraz podjednostka HIF-1B [44]. Poziom HIF-1a koreluje z ilo$cig
dostepnego tlenu i gwaltownie wzrasta na skutek hipoksji [45]. Z kolei podjednostka HIF-1f3
podlega stabilnej ekspresji niezwigzanej z dostgpnoscig tlenu [45]. W warunkach dostepu do
tlenu HIF-1 jest nieaktywny poniewaz podjednostka HIF-lo ulega degradacji [46]. W
warunkach hipoksji ulegaja inaktywacji enzymy degradujace HIF-la, dzigki czemu
podjednostka ta uzyskuje stabilno$¢ i zostaje przekierowana do jadra komodrkowego, gdzie

taczac si¢ z podjednostka HIF-1B tworzy heterodimer. Heterodimer HIF-lo wigze si¢ z
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regionem DNA, elementem odpowiedzi na hipoksje HRE, (ang. hypoxia response element,

HRE), co aktywuje transkrypcje genow docelowych [47] (Rycina 3).

Normoksja

OH
@ 2 @D
Y @ Degradacja
biatek

Hipoksja

04

Geny docelowe,

Rycina 3. Regulacja genow przez kompleks ARNT/HIF-1B/HIF-1a w komoérkach ssakow w warunkach
normoks;ji i hipoksji [48].

Zalezne od aktywnosci HIF-1 biatka komodrkowe reguluja szereg proceséw
komorkowych promujgcych zto§liwy charakter nowotworu. HIF-law reguluje rownowage
migdzy zuzyciem tlenu, a produkcja ATP oraz uszkadzajacych reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS) [49]. Ponadto, HIF-1 stymuluje ekspresj¢ insulinopodobnego
czynnika wzrostu 2 (ang. insulin-like growth factor, IGF2), ktory poprzez aktywacje kolejnych
szlakéw sygnatowych wplywa na progresje guza [50]. Badania przeprowadzone na tkankach
potwierdzaja silng zalezno$¢ poziomu ekspresji biatek transportujacych glukoze¢ GLUT od
aktywacji HIF-1 [51]. Czynnik ten aktywuje rowniez transkrypcje genéw kodujacych enzymy
glikolityczne, takie jak heksokinaza (ang. hexokinase, HK), kinaza pirogronianowa M2 (ang.
pyruvate kinase M2, PKM2) oraz dehydrogenaza mleczanowa (ang. lactate dehydrogenase A,
LDHA). Skutkuje to nie tylko samym przesunigciem metabolizmu glukozy w kierunku
glikolizy, ale tez wyhamowaniem procesu oddychania mitochondrialnego, co jest
spowodowane wzrostem ekspresji kinazy dehydrogenazy pirogronianowej (ang. pyruvate
dehydrogenase kinase 1, PDK1) [52]. Waznym dla rozwoju nowotworu efektem wzmozonej
aktywnos$ci czynnika HIF-1 jest aktywacja transkrypcji genu czynnika wzrostu $rddbtonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF) [53-55]. Aktywny VEGF
indukuje proces angiogenezy, w ktorym proliferacja komorek srédbtonka umozliwia tworzenie

nowych naczyn krwiono$nych zaopatrujacych guz w krew [56].
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Wysoki poziom HIF-la jest cechg charakterystyczng komorek nowotworowych i
wzrasta proporcjonalnie do stopnia zaawansowania guza [57]. Jego ekspresja jest jednak
zréznicowana w zaleznosci od typu nowotworu. Nowotworami o najwyzszej ekspresji HIF-1a.,
a tym samym wysoce glikolitycznym metabolizmie sg glejaki oraz rak trzustki [58].

GBM jest nowotworem o wysoce glikolitycznym fenotypie, co wspomaga m.in.
obecno$¢ mutacji w genie IDH1 [59]. Szacuje sig¢, ze u okoto 80% glejakow 11 1 I1I stopnia, gen
IDH] jest zmutowany [10]. IDHI jest enzymem cyklu Krebsa odpowiedzialnym za utlenianie
biatek, kwasow ttuszczowych oraz weglowodanow [10,60]. Konsekwencja mutacji IDH1 jest
spadek aktywnosci enzymu, a w konsekwencji obnizenie stezenia a-ketoglutaranu, substratu
dla hydroksylaz prolinowych [60,61]. W warunkach normoksji hydroksylazy prolinowe
rozktadaja podjednostke HIF-1a, a ich niewystarczajaca aktywnos$¢ prowadzi do podtrzymania
aktywno$ci HIF-la. W konsekwencji komoérki wykazuja fenotyp typowy dla warunkow

hipoksji nawet w warunkach dostepu tlenu [60,61].

1.2.1. Mechanizm glikolizy tlenowej

Czasteczka glukozy, po wniknieciu do komorki ulega fosforylacji do glukozo-6-
fosforanu (G-6-P) przez HK, a nastepnie jest przeksztatcana przez izomeraze fosfoglukozowa
(ang. phosphoglucose isomerase, PGI) do fruktozo-6-fosforanu (F-6-P), lub tez
metabolizowana przez dehydrogenazg glukozo-6-fosforanowa (ang. glucose-6-phosphate
dehydrogenase) w szlaku pentozofosforanowym [62]. W nastepnym etapie, fosfofruktokinaza
katalizuje F-6-P do fruktozo-1,6-bifosforanu (F-1-6-BP). Ten etap jest nieodwracalny oraz
zalezny od ATP, poniewaz moze by¢ przez nie allosterycznie hamowany. F-1-6-BP jest
przeksztalcany w gliceraldehyd-3-P, lub w fosforan dihydroksyacetonu, ktory wykorzystywany
jest w biosyntezie fosfolipidow i triacylogliceroli [63]. W ostatnich etapach glikolizy,
pirogronian fosfenolu (PEP) ulega przeksztalceniu do pirogronianu przy udziale kinazy
pirogronianowej (ang. pyruvate kinase, PK) [63,64].

W organizmie cztowieka wystepuja cztery izoformy PK (PKM1, PKM2, PKR i PKL),
ktore roznig si¢ migdzy sobg budowa, wlasciwosciami kinetycznymi i ekspresjg tkankowo-
specyficzng [65]. W komorkach prawidtowych, wszystkie izoformy PK wystepuja w formie
tetramerycznej, ktora w przypadku dwoch pierwszych izoform, dzigki swojemu wysokiemu
powinowactwu do PEP, katalizuje reakcje syntezy pirogronianu i ATP (PKR oraz PKL, mimo
formy tetramerycznej wykazuja stabe powinowactwo do PEP) [66]. W komoérkach dzielacych
si¢, zwlaszcza nowotworowych, dominujacg izoforma jest PKM2 [67], ktéry moze wystgpowac
zarbwno w formie tetramerycznej, o wysokiej aktywnosci jak i dimerycznej, o niskiej

24



aktwnos$ci. Forma PKM2 determinuje losy przeksztatcen glukozy do mleczanu i syntezy
czasteczek ATP (forma tetrameryczna, efekt Warburga), czy tez akumulacje intermediatow
glikolizy, ktore moga by¢ wykorzystane do reakcji biosyntez (forma dimeryczna) [66]. Luo 1
wsp. [68], wskazali role PKM2 jako transkrypcyjnego koaktywatora HIF-1. Bezposrednie
przytaczenie PKM2 do HIF-1 ulatwia jego przytaczanie do DNA, co skutkuje zwigkszeniem
transkrypcji gendéw indukowanych przez HIF-1. W konsekwencji dochodzi do zmiany
metabolizmu glukozy na glikolityczny. Postuluje si¢, iz zmiana izoformy PK w komorkach
nowotworowych z dimerycznej na tetrameryczng umozliwia proliferacj¢ i wzrost komorkom
nowotworowym znajdujagcym si¢ w Srodowisku o malej zawartosci tlenu i1 sktadnikow
odzywczych [69]. Ponadto warto zauwazy¢, ze PKM2 jest regulatorem metabolizmu
antyoksydacyjnego i kontroluje homeostaz¢ reakcji redoks. Kontrola wewnatrzkomérkowego
poziomu wolnych rodnikoéw jest niezbedna do przezycia komoérek nowotworowych [70].

W $rodowisku ubogim w tlen dochodzi rowniez do nadekspresji dehydrogenazy
mleczanowej. Enzym ten katalizuje przeksztalcanie pirogronianu i NADH w mleczan i NAD".
W komorkach nowotworowych, w wyniku zahamowania oddychania mitochondrialnego oraz
nasilonej glikolizy, dochodzi do akumulacji czasteczek pirogronianu [71,72]. Nagromadzenie
pirogronianiu prowadzi do zwigkszonego uwalniania mleczanu, co z kolei prowadzi do
obnizenia wewnatrzkomoérkowego poziomu pH i kwasicy [47]. Mleczan jest wydalany poza
komoérke za pomocg transportera MCT4 (ang. monocarboxylate transporter 4), ktdrego
ekspresja rowniez regulowana jest przez aktywny HIF-1 [73]. Ogo6lny schemat metabolizmu

glukozy zostat przedstawiony na Rycinie 2.

1.2.2. Znaczenie heksokinazy w metabolizmie glukozy

Pierwszym enzymem w procesie utylizacji glukozy w komorce jest heksokinaza.
Heksokinazy to enzymy fosforylujace grupe hydroksylowa w pozycji C6 w cukrach takich jak
glukoza 1 inne blisko spokrewnione heksozy (mannoza, 2-deoksyglukoza, glukozamina i
fruktoza). Reakcja zachodzi z udziatem ATP, ktory jest donorem grupy fosforanowej. U ssakow
wyroznia si¢ cztery izoformy HK (I-IV), réznigce si¢ migdzy sobg strukturg, miejscem
wystepowania oraz funkcjami [74]. W komorkach nowotworowych kluczowe znaczenie
odgrywa aktywno$¢ HK 11, ktorej ekspresja jest zwykle utrzymywana na niskim poziomie w
tkankach prawidlowych [75]. Wysoki poziom HK II koreluje z przyspieszong progresja,
gorszym rokowaniem i wyzsza opornoscig na leczenie w raku piersi (zarowno pierwotnym, jak
1 przerzutowym) [76,77], raku pegcherza [78], szyjki macicy [79], jelita grubego [80], guzie
nabtonkowym jajnika [81], glejaku wielopostaciowym [82], raku watroby [83], krtani [84], pluc
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[85], trzustki [86], prostaty [87] i1 innych, co czyni go potencjalnym celem dla rozwoju terapii
celowanej. Specyficzne ukierunkowanie na enzymy szlaku glikolizy stanowi jednak wyzwanie,
gdyz znalezienie selektywnych inhibitorow dla okreslonych izoform enzymoéw glikolitycznych
jest procesem niezwykle trudnym.

HK II wiaze si¢ z mitochondriami poprzez hydrofobowy N-koncowy region, ktory
oddziatuje z kanatem anionowym regulowanym przez zmiang potencjatu zaleznego od napigcia
kanatu jonowego VDAC (ang. voltage-dependent anion channel). Kanat VDAC zlokalizowany
w zewngetrznej blonie mitochondrialnej, bierze udziatl w transporcie substancji rozpuszczonych
o niskiej masie czasteczkowej, oraz biatek, takich jak cytochrom c (wspottworzy on kompleks
aktywujacy kaspazg 9), ktére zostaja uwalniane z mitochondriow w przebiegu procesu
apoptozy [88]. Obecnos¢ HK II w bezposrednim sasiedztwie VDAC zapobiega ich aktywacji i
tworzeniu porow przejsciowych przenikalnosci mitochondrialnej, co hamuje proces apoptozy,
zwigksza zywotnos¢ komorek nowotworowych oraz ich odporno$¢ na chemioterapeutyki [89].
Ze wzgledu na zdolno$¢ oddziatywania HK z kompleksem VDAC enzym ten jest atrakcyjnym
celem molekularnym w projektowaniu terapii przeciwnowotworowych, gdyz zahamowanie
aktywno$ci HK moze oddzialywac¢ na procesy metaboliczne komoérki oraz programowanej

$mierci [90].

1.3. Inhibitory glikolizy w terapii przeciwnowotworowej

Zjawisko zmiany metabolizmu komdrek nowotworowych i preferencyjne wykorzystanie
procesu glikolizy jako glownego szlaku obrobki glukozy w komorce, ktorego wydajnosé jest
znaczaco nizsza niz oksydacyjnej fosforylacji, wymusza intensyfikacj¢ przemian glukozy aby
zapewni¢ wystarczajaca pule czasteczek ATP koniecznych do podtrzymania funkcji komorki.
Z tego wzgledu komorki nowotworowe istotnie szybciej pobieraja glukoze do swojego wngetrza,
co umozliwia nasilona ekspresja transporteréw btonowych GLUT [91]. Zalezno$¢ komorek
nowotworowych od dostgpnosci glukozy i przebiegu procesu glikolizy jest atrakcyjnym celem
terapeutycznym. Zahamowanie przebiegu procesu glikolizy skutkowaloby bowiem
zahamowaniem wytwarzania ATP i deficytem energetycznym w komorce, prowadzac w
konsekwencji do jej eliminacji [90]. Rycina nr 4 przedstawia przyktady zwigzkow hamujacych

metabolizm glukozy na réznych etapach procesu, ktore zostaty wykorzystane w terapii.
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Rycina 4. Zwiazki hamujace aktywno$¢ transporterow glukozy lub enzymow szlaku glikolizy [92].

Wsréd zwigzkow badanych dotychezas jako inhibitory HKII nalezy wymieni¢ m.in.
pochodne arsenianowe, lonidamine, 3-bromopirogronian (3-BrPA) oraz 2-deoksy-D-glukoze
(2-DG) [93-95]. 3-BrPA ilonidamina dzialajg przez zablokowanie funkcji HK II, 2-DG hamuje
aktywno$¢ HK II oraz posrednio blokuje funkcje PGI. Z kolei pochodne arsenu na +V stopniu
utlenienia nie hamuja bezposrednio procesu glikolizy, ale ze wzglgdu na podobienstwo do
nieorganicznego fosforanu, zaktocaja produkcje ATP, powodujac arsenolize w reakcji
dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu, hamujac w konsekwencji wytwarzanie 1,3-
bisfosfoglicerynianu [94].

Zahamowanie aktywno$ci HK przez 3-BrPA powoduje zmniejszenie ilosci ATP w
komorkach nowotworowych i prowadzi do $mierci komorek [96,97]. Co ciekawe, hamowanie
glikolizy przez 3-BrPA prowadzi rowniez do defosforylacji biatka proapoptotycznego
zwigzanego z Bcl-2 — BAD (ang. Bcl-2 associated agonist of cell death, BAD) regulujacego
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proces apoptozy [98]. Defosforylacja reszty Serl12 w biatku BAD jest zwigzana z ponownym
przemieszczeniem BAX do mitochondriéw, uwalnianiem cytochromu c¢ i apoptoza [97].
Badania wykazaly réwniez, ze hamowanie glikolizy przez 3-BrPA skutecznie zabija komorki
raka okreznicy linii HCT116 i komorki chtoniaka (linia komorkowa Raji) w $rodowisku
hipoksji, w ktorym komorki wykazuja wysoka aktywnos$¢ glikolityczng 1 zmniejszong
wrazliwos$¢ na czynniki przeciwnowotworowe, w tym taksol, doksorubicyne, trojtlenek arsenu
czy winkrystyng [97]. Jednakze Kunjithapatham i wsp. [99] wykazali, ze 3-BrPA nie
przekracza bariery krew-moézg, ktéra nie jest przeszkoda dla 2-DG, dlatego 2-DG, ale nie 3-

BrPA jest kandydatem na lek w terapii nowotworéw moézgu.

1.4. Aktywnos¢ biologiczna 2-DG
2-DG jest syntetycznym analogiem glukozy, ktorego grupa hydroksylowa przy weglu
w pozycji C2 zostala podstawiona atomem wodoru. Struktura chemiczna 2-DG zostata

przedstawiona na Rycinie nr 5.

CH.OH
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D- glukoza 2-Deoxy-D-glukoza

Rycina 5. Poréwnanie struktury chemicznej D-glukozy i 2-Deoksy-D-glukozy [41].

Poniewaz struktura czasteczki glukozy i mannozy rézni si¢ jedynie orientacja grupy
hydroksylowej w pozycji C2, jej podstawienie przez wodor czyni czasteczke 2-DG
réwnoczesnie analogiem mannozy.

Ze wzgledu na wysokie podobienstwo do struktury glukozy, 2-DG ma zdolno$¢
przenikania przez BBB. Transport do wngtrza komorki odbywa si¢ gtownie z wykorzystaniem
transporterow glukozy GLUT1 oraz GLUT4 (dyfuzja wspomagana) ale cze¢$ciowo rowniez

poprzez transport aktywny wykorzystujac kotransporter glukozowo-sodowy (ang. sodium-
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glucose co-transporter, SGLT) [100,101]. 2-DG konkurencyjnie hamuje wychwyt glukozy,
poniewaz oba zwigzki sg transportowane ta samg droga.

Wewnatrz komoérki 2-DG wykazuje szereg efektéw biologicznych [102]. 2-DG jest
przede wszystkim inhibitorem glikolizy, lecz poza obnizaniem poziomu ATP powoduje takze
intensyfikacje stresu oksydacyjnego [102]. W efekcie niedoboru energii komorki aktywuja
proces autofagii oraz apoptozy. Z kolei jako analog mannozy, 2-DG zaburza proces N-

glikozylacji biatek [102].

1.4.1. Wewnatrzkomorkowy metabolizm 2-DG - hamowanie glikolizy

Wewnatrz komorki czasteczka 2-DG jest fosforylowana przez HK do 2-deoksy-D-
glukozo-6-fosforanu (2-DG-6-P), ktory ze wzgledu na brak grupy -OH nie jest w stanie
izomeryzowac¢ do fruktozo-6-fosforanu, a w konsekwencji nie ulega dalszym przeksztalceniom
w procesie glikolizy. 2-DG-6-P akumuluje si¢ w komorce, niekompetycyjnie blokujac HK II
oraz kompetycyjnie blokujac kolejny enzym tego szlaku - PGI [102-104]. 2-DG blokuje
metabolizm glukozy na wczesnym etapie zaklocajac zaro6wno proces glikolizy jak i
oksydacyjnej fosforylacji [105]. W konsekwencji dochodzi do obnizenia poziomu ATP,
zablokowania cyklu komorkowego, zahamowania wzrostu komoérek oraz do $mierci
komoérkowej [106,107]. Porownanie metabolizmu glukozy i 2-DG zostalo zobrazowane na

Rycinie nr 6.
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Rycina 6. Schemat metabolizmu glukozy oraz 2-deoksy-D-glukozy w komoérce nowotworowej. 2-DG
po wniknieciu do komorki jest fosforylowana do 2-DG-6-P, czasteczki, ktdra ze wzglgdu na brak grupy
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-OH nie ulega dalszym etapom glikolizy. Nieefektywna glikoliza prowadzi do niedoboru ATP czego
konsekwencja jest $mier¢ komorki [41].

Nalezy podkresli¢, ze hamowanie glikolizy przez 2-DG jest istotnie wyzsze w
warunkach hipoksji, ze wzgledu na wysoka intensywno$¢ procesu i obnizone dzialanie
oddychania mitochondrialnego [41]. Jak wspomniano wcze$niej, warunki hipoksji korelujg ze
zwigkszeniem ilosci transporteréw glukozy oraz zwigkszong aktywno$cig enzymow biorgcych
udziat w metabolizmie glukozy, takich jak HK czy LDH. Zmiany te powoduja zwigkszony
wychwyt 2-DG przez komorki guza co prowadzi do zwigkszonej akumulacji 2-DG-6-P i

zwigkszonego zahamowania glikolizy w stosunku do komorek prawidlowych.

1.4.2. Indukcja autofagii

Zmniejszenie ilosci ATP w komoérkach prowadzi do zaburzenia stosunku AMP/ATP,
co prowadzi do aktywacji i wzrostu stezenia kinazy aktywowanej przez AMP (ang. AMP-
activated protein kinase, AMPK) [107]. AMPK aktywowana jest allosterycznie przez
zwigkszony poziom AMP, przy jednoczesnym zmniejszeniu poziomu ATP w komorce [108].
AMPK odpowiada za procesy fosforylacji i inaktywacji enzymow bioracych udzial w syntezie
lipidow oraz cholesterolu, syntezy biatek, transkrypcji genéw czy biogenezy mitochondriow
[109]. Reguluje takze wrazliwo$¢ tkanek na insuling i wychwyt glukozy [109]. AMPK odgrywa
wazng role w kontroli wzrostu, proliferacji i autofagii komorek dzigki regulacji aktywnosci
biatka mTOR (ang. mammalian target of rapamycin, mTOR). Kinaza biatkowa mTOR sktada
si¢ z dwoch strukturalnie i funkcjonalnie réznych kompleksow okreslanych jako TORCI i
TORC2 [110]. mTORCI1 aktywuje procesy anaboliczne jak synteza biatek, biosynteza
nukleotydéw hamujac jedoczesnie procesy kataboliczne jak autofagia [110]. Sygnalami
regulujacymi aktywno$¢ mTORC]1 sg m.in. czynniki stresogenne (niedotlenienie, uszkodzenia
DNA, infekcje wirusowe), hormony i czynniki wzrostu oraz dostgpnos¢ skladnikow
odzywczych [111]. Gléwna kinaza aktywujacg szlak mTOR jest 3-kinaza fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K). Aktywowana PI3K aktywuje z kolei kinaz¢ Akt,
ktora fosforylujac mTOR hamuje proces autofagii [112]. Z kolei zahamowanie aktywnos$ci
kinazy mTOR przez AMPK indukuje autofagi¢ [113].

Autofagia jest procesem uniwersalnym, zachodzacym we wszystkich typach komorek,
w ktorym cytoplazmatyczne makroczasteczki i organelle sg kierowane do lizosomoéw w celu
ich degradacji i pozyskania zwigzkow do ponownej syntezy organicznej [114]. Mimo, ze
autofagia zostata poczatkowo odkryta jako mechanizm programowanej $mierci komorki typu

I, ostatnie dowody wskazuja, ze autofagia moze peic takze role mechanizmu ochronnego
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[115-117]. Wyroznia si¢ trzy rodzaje autofagii: autofagi¢ zalezng od biatek opiekunczych,
mikroautofagi¢ oraz makroautofagie [118].

Makroautofagie zapoczatkowuje otoczenie fragmentu cytoplazmy przeznaczonego do
degradacji przez fagofor, podwojna btone w ksztalcie litery C. Blona ta wydhluza sie az do
catkowitego zamknigcia w pecherzyk zwany autofagosomem, w ktorego wnetrzu zamknigty
jest fragment cytoplazmy z biatkami lub organellami. Nastgpnie autofagosom dojrzewa,
dochodzi do fuzji z lizosomami co skutkuje powstawaniem autofagolizosoméw. Obecne w
autofagolizosomach enzymy hydrolityczne rozktadaja wielkoczasteczkowe —struktury
uwiezione w pecherzyku do ich podstawowych sktadnikow tj. aminokwaséw 1 kwasow
thuszczowych [119-121]. Produkty degradacji autofagosomalnej, takie jak cukry, nukleotydy,
aminokwasy i kwasy tluszczowe, mogga by¢ transportowane z powrotem do cytoplazmy, w celu
ponownego wiaczenia do metabolizmu komoérkowego. Jednakze wydtuzony okres trwania
autofagii moze prowadzi¢ do nadmiernej degradacji sktadnikow komérkowych niezbednych do
przetrwania (takich jak mitochondria), powodujac $§mier¢ komorki [122].

W przypadku komorek nowotworowych autofagia petni podwojna role, a jej znaczenie
jest rézne w zaleznos$ci od etapu rozwoju nowotworu [123]. Autofagia moze zaréwno
zapobiegac kancerogenezie poprzez redukowanie standw zapalnych i utrzymywanie stabilnosci
genetycznej [123], jak i chroni¢ komorki, przed stresem komoérkowym wywotanym np.
chemioterapig [124]. W zaawansowanych nowotworach autofagia zwicksza przezywalnos¢
komorek rakowych, sprzyja przerzutom i wspiera ich lekoopornos¢ [125].

Niezaleznie od aktywnosci kinazy mTOR, autofagia moze by¢ réwniez indukowana
innymi czynnikami, jak zaburzenia glikozylacji lub niedobor glukozy [126,127]. Ponadto Shutt
1 wsp. [128] wykazali, ze niedobor glukozy w komoérkach spowodowany obecnosciag 2-DG jest
réwniez w stanie stymulowac¢ produkcje ROS 1 prowadzi¢ do indukcji autofagii, a proces ten
moze zosta¢ odwrocony w obecnos$ci antyoksydantow jak np.: N-acetylo-L-cysteina (NAC) lub
katalaza [128]. W modelach in vitro wykazano, ze 2-DG indukuje autofagi¢ w wielu réznych
typach nowotworow [129,130]. Podobne obserwacje opisywano w badaniach klinicznych I
fazy u pacjentow z rakiem prostaty lub innym guzem litym [131]. Wptyw 2-DG na indukcje

autofagii zostat przedstawiony na Rycinie 7.
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Rycina 7. Molekularne $ciezki indukcji autofagii przez 2-DG. Gtéwna konsekwencja zahamowania
glikolizy jest niedobor ATP, ktory zaburza stosunek ATP/AMP. W rezultacie aktywowany jest AMPK,
ktory bezposrednio fosforyluje biatko TSC1 z kompleksu biatka mTOR co prowadzi do indukcji
autofagii. Ponadto, niedobor glukozy spowodowany obecnoscia 2-DG stymuluje produkcje
reaktywnych form tlenu (ROS) w mitochondriach, co réwniez aktywuje AMPK i indukuje autofagi¢
[41].

1.4.3. Indukcja apoptozy

Przedluzajacy sie proces autofagii i rozleglta degradacja wewnatrzkomoérkowa moga
ostatecznie doprowadzi¢ do wewnetrznej, apoptotycznej $mierci komérkowej [132].

Apoptoza jest procesem majagcym na celu utrzymanie roéwnowagi miedzy
wytwarzaniem nowych, a eliminacja starych, uszkodzonych lub zmutowanych komorek. Jest
to proces aktywny, bedacy efektem koncowym wielu szlakéw sygnalowych i wymagajacy do
przebiegu syntezy RNA 1 biatek [133]. Powstawanie ognisk nowotworowych wynika nie tylko
z akumulacji mutacji w poszczegolnych genach, ale rowniez z unikania apoptozy przez
komorki guza. Jest to zatem bardzo wazny aspekt kancerogenezy [133].

W zaleznosci od typu sygnalu komoérkowego (uszkodzenie DNA, niedobdr czynnikow
wzrostu lub szok termiczny) inicjacja apoptozy moze przebiega¢ dwoma réznymi szlakami -
wewnatrzpochodnym lub zewnatrzpochodnym. Nazywane sa one odpowiednio szlakiem
mitochondrialnym oraz szlakiem receptorow $mierci [134]. Oba szlaki moga prowadzi¢ do

aktywacji kaspaz, ktore s3 odpowiedzialne za efektorowq faze apoptozy [135].
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Proces apoptozy wewnatrzpodchodnej jest regulowany przez grupe bialek anty- i
proapoptotycznych, w tym biatek z rodziny Bcl-2 [136]. Wykazano, ze biatka antyapoptotyczne
jak Bel-xL, Bel-2 1 Mcl-1 blokuja aktywnos¢ proapoptotycznych bialek rodziny Bcel-2: Bax i
Bak [137]. Z kolei biatka BxI-2, BH3-only moga zar6wno aktywowac proapoptotyczne biatka
jak Bax, jak i neutralizowaé antyapoptotyczne biatka w odpowiedzi na stres komérkowy [137].
Do aktywatorow biatek proapoptotycznych naleza: Bim, Bad, Bik, Noxa, Puma, Hrk, Bmf,
Mule, Bcl-g i inne [137]. Aktywnos¢ bialek proapoptotycznych moze prowadzi¢ do spadku
potencjatu blony mitochondrialnej, co skutkuje uwolnieniem do cytozolu m.in. cytochromu c
[138]. Cytochrom c taczy si¢ z prokaspaza-9 tworzac apoptosom. Aktywna kaspaza-9 aktywuje
kaskadg¢ kaspaz degradujacych komorke [139].

Jak wskazuja doniesienia literaturowe, apoptoza komorek nowotworowych indukowana
przez 2-DG przebiega szlakiem wewnatrzkomorkowym [106,140,141]. Wedlug Ramireza-
Peinado [140], 2-DG indukuje ekspresj¢ biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2 jak Noxa i
Bim, zmniejszajac poziom biatek antyapoptotycznych Mcl-2 i Bcel-xL [140]. Co wazne,
dodanie mannozy znosito zmiany ekspresji biatek indukowane przez 2-DG w tych biatkach
wskazujac, ze to stres zwigzany z ER (ang. endoplasmic reticulum, retikulum
endoplazmatyczne) jest podstawowym mechanizmem inicjacji apoptozy [140]. Z kolei w
komorkach chtoniaka T-komoérkowego traktowanego 2-DG, indukcja apoptozy korelowata ze
zmianami ekspresji bialek Bim i Bmf [106]. Valera i wsp. [141] rowniez zaobserwowali, ze
traktowanie 2-DG komorek raka pecherza moduluje stosunek biatka Bcl-2/Bax indukujac
apoptoze [141]. Nalezy zatem przypuszczac, ze udziat poszczegdlnych biatek z rodziny Bel-2
w indukcji apoptozy jest zalezny od rodzaju badanych komorek.

Munoz-Pinedo i wsp. [142] wykazali, ze zmniejszony poziom ATP przez 2-DG
uwrazliwia takze komorki na apoptozg zewnetrzng poprzez wigzanie ligandow bialek z rodziny
czynnikow martwicy nowotworowej, TNF (ang. tumor necrosis factor). Zhang wraz z
zespotem [143] wykazali, iz komorki traktowane 2-DG charakteryzuja si¢ znacznie obnizonym
poziomem antyapoptotycznego biatka cFLIP (ang. FLICE inhibitory protein), hamujacego
wigzania prokaspazy 8 oraz bialka RIP (ang. receptor interacting protein, biatko oddziatujace
z receptorem), co uwrazliwiato na indukcje apoptozy przez cytoking TRAIL (ang. TNF-related

apoptosis-inducing ligand) [143].

1.4.4. Udzial 2-DG w N-glikozylacji bialek
W latach 70° Schwarz i wsp. [144] wykazali, ze 2-DG jest rowniez analogiem mannozy.

Czasteczka mannozy rdzni si¢ od glukozy jedynie potozeniem grupy hydroksylowej na drugim
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atomie wegla (czyli jest jej epimerem), co, jak postuluja niektérzy autorzy, w warunkach
normoksji czyni ja lepszym substratem dla N-glikozylacji biatek [145]. Mannoza konieczna do
glikozylacji wnika do komoérek za pomoca transporterow GLUT a jej przemiany sg
zapoczatkowane przez heksokinazg [146]. Ponadto, mannoza moze takze by¢ syntetyzowana z
przemian glukozy [147], zatem hamowanie glikolizy ogranicza takze jej dostepnos¢ w
komorce.

Wewnatrz komorki czasteczka mannozy jest fosforylowana przez heksokinaze do 6-
fosforanu (Man-6-P), ktory jest substratem dla trzech konkurujacych ze sobg enzymow [146].
Man-6-P moze by¢ katabolizowany przez izomeraz¢ fosfomannozy (MPI) lub kierowany do N-
glikozylacji przez fosfomannomutaze (PMM2). Drugi szlak wykorzystuje mannoze¢ do syntezy
kwasu 2-keto-3-deoksy-D-glicero-D-galakto-nononowego (KDN) - czasteczki spokrewnionej
z kwasem sialowym. Metabolizm mannozy jest okreslany przez stosunek MPI/PPM2 w
komorce. Wyzsze wartosci MPI sprzyjaja katabolizmowi, podczas gdy nizszy stosunek MPI do
PMM2 sprzyja N-glikozylacji [146]. PMM2 przeksztalca Man-6-P w Man-1-P (mannozo-1-
fosforan), ktory jest nastepnie wlaczany do kilku produktow posrednich glikozylacji, takich jak
GDP-Man, GDP-fukoza i fosfodolichol mannozy (Dol-P-Man), ktére dodatkowo przyczyniaja
si¢ do N- lub O-glikozylacji [147]. Schematyczne przedstawienie metabolizmu mannozy
ilustruje Rycina 6.

N-glikozylacja jest najczestsza modyfikacja potranslacyjng biatek [148]. Reakcja N-
glikozylacji polega na przytaczeniu reszty cukru do atomu azotu tancucha bocznego reszty
aminokwasowej w biatkach [149] i przebiega w ER oraz w aparacie Golgiego [149]. N-glikany
przytaczone potranslacyjnie do biatek zapewniaja stabilizacje 1 prawidtowe faldowanie bialek,
prawidtowe interakcje i przekazywanie sygnaldow wewnatrzkomorkowych oraz adhezje
komorek [150]. Zaburzenia glikozylacji prowadza do nieprawidlowego faldowania bialek i ich
zatrzymywania w ER. Skutkuje to aktywacja odpowiedzi niepofaldowanych biatek UPR (ang.
unfolded protein response), czyli stresem ER i apoptoza komoérkowa [126].

Ahadova 1 wsp. [I51] wykazali, ze mate dawki 2-DG powoduja natezenie
wbudowywania mannozy do glikoprotein komérkowych. Z drugiej strony wysokie stezenia 2-
DG doprowadzaja do znacznego zmniejszenia lub catkowitego wyeliminowania mannozy,
czemu towarzyszy znaczace zahamowanie syntezy biatek [151]. 2-DG zmniejsza zatem pule
dostepnej mannozy, a z pozostala konkuruje o tworzenie oligosacharydow potaczonych z
lipidami LLO (ang. lipid-linked oligosaccharides), ktore sa prekursorami ugrupowan
cukrowych w glikoproteinach [152] LLO sg syntetyzowane poprzez stopniowe przenoszenie

mannozy ze zwigzanego z nig kowalencyjnie no$nika (GDP lub dolichol) na N-acetylo-
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czasteczki glukozaminy [152]. Podczas taczenia N-potaczonych oligosacharydéw z biatkami
2-DG jest przeksztalcany do 2-DG-GDP w wyniku kowalencyjnej reakcji z GDP lub
dolicholem [153]. Ponadto konwersja 2-DG-GDP prowadzi do wyczerpania prekursora
tworzacego lancuch, ktory przeszkadza w tworzeniu oligosacharydow i zaburza synteze
glikoprotein [154]. Zaburzenie syntezy LLO prowadzi do nieprawidtowej N-glikozylacji 1
faldowania bialek. W pracy dotyczacej wptywu 2-DG na glikoproteiny wirusowe wykazano,
ze dodanie egzogennej mannozy moze odwroci¢ wptyw 2-DG na syntezg LLO [155]. Z kolei
Xi i wsp. [154] wykazali, ze 2-DG indukuje autofagie, aktywuje stres ER 1 zmniejsza poziom
ATP, podczas gdy dodatek egzogennej mannozy zapobiega pierwszym dwom efektom, ale nie
wplywa na poziom ATP. Ponadto wykazano, ze inny analog glukozy, 2-fluorodeoksy-D-
glukoza (2-FDG), ktory wedlug doniesien jest silniejszym inhibitorem glikolizy niz 2-DG
[156,157], byl nieskuteczny w zaburzaniu syntezy LLO i N-glikozylacji [154].
Podsumowujac, cytotoksycznos¢ 2-DG jest determinowana przede wszystkim
hamowaniem procesu glikolizy, ktérego konsekwencje, jak postuluje Leon-Annicciarico i wsp.
[158], sa zalezne od dostepnosci tlenu w $rodowisku komoérkowym [158]. W normoks;i,
cytotoksyczny efekt 2-DG spowodowany jest przede wszystkim indukcja stresu ER [102],
podczas gdy w warunkach hipoksji 2-DG uposledza metabolizm komorkowy poprzez
zmniejszenie o 50% ilosci NADPH, ograniczajac syntez¢ ATP, zaburzajac proliferacje, oraz
napraw¢ DNA [159]. Zmiany komoérkowe zachodzace pod wptywem niedoboru glukozy
zostaly przedstawione na Rycinie 8. Co najwazniejsze, wszystkie wymienione powyzej zmiany
obserwowane s3 w wigkszym nasileniu w komoérkach nowotworowych, bez istotnego wplywu

na zywotnos$¢ komorek prawidtowych [160].
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Rycina 8. Schematyczna ilustracja procesoéw komorkowych indukowanych w warunkach niedoboru
glukozy- hamowanie metabolizmu glukozy powoduje katabolizm, zatrzymanie cyklu komérkowego lub

smier¢ komorkowa [161].

1.5. 2-DG uwrazliwia komorki na chemio i radioterapi¢

Liczne badania wykazaly, iz hamowanie glikolizy nie tylko jest mechanizmem
cytotoksycznosci, ale takze korzystnie moduluje odpowiedz komorek na dziatanie innych
czynnikdw przeciwnowotworowych, w tym lekéw i radioterapii. Postuluje si¢, iz 2-DG
uposledza zdolno$¢ komorek do naprawy uszkodzen spowodowanych lekami [141].
Indukowane 2-DG obnizenie poziomu ATP moze zaburza¢ dziatanie zaleznych od ATP biatek
btonowych opornosci wielolekowej MDR (ang. multidrug resistance, MDR), ktére maja
zdolno$¢ aktywnego usuwania cytostatykow poza komorke [162]. Ponadto, jak wczesniej
wspominano, 2-DG hamuje ekspresje biatek apoptotycznych, utatwiajac tym samym indukcje
procesu apoptozy [140]. Wykazano, iz 2-DG reguluje poziom aktywnos$ci bialek p53, Mcl-1,
PUMA, Noxa i Bad, ktore korelujg z wrazliwoscig komoérek nowotworowych na chemioterapi¢
[163].

Mechanizm wspomagania efektéw cytotoksycznych lekow poprzez zastosowanie 2-DG
zostal dotychczas dobrze udokumentowany w modelach wielu typéw nowotworow. Migdzy
innymi Valera 1 wsp. [141] wykazali, iz 2-DG uwrazliwia komoérki na doksorubicyne,
cisplatyne i gemcytabing, ktore stosowane samodzielnie byly nietoksyczne [141]. Z kolei w

modelu raka trzustki 2-DG uwrazliwita komodrki na 5-Fluorouracyl (5-FU) [164]. Inne
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przyktadowe badania terapii skojarzonych 2-DG z dostgpnymi cytostatykami zostaty

podsumowane w Tabeli 1.

Tabela 1. Zastosowanie 2-DG w terapii skojarzonej — przyklady badan przedklinicznych i klinicznych
[41]

Terapia skojarzona z 2-DG Rodzaj nowotworu PiSmiennictwo
- rak szyi i glowy [165]
Cisplatyna - GBM [166]
- rak pecherza [141]
- rak piersi,
Docetaxel - rak ptuc [160]
- rak szyi i glowy
- rak piersi [167]
. - chtoniak komorek B [168]
Metformina - rak jajnika [169]
- GBM [170]
- czerniak
- rak phuc
NCL-240 . [171]
- rak jajnika
- rak piersi
- rak brodawkowaty tarczycy [172]
Doksorubicyna - rak piersi [173]
- rak pecherza [141]
. - rak jelita grubego
Daunorubicyna . [174]
- rak piersi
Gemicytabina - rak pecherza [141]
172
Sorafenib - rak brodawkowaty ta’rczycy % 175}
- rak watrobowo-komorkowy
[176]
. - kostniako-migsak
A 177
driamycyna - niedrobnokomorkowy rak ptuc [177]
Barasertib 1 Everolimus - biataczka [159]
. - kostniako-migsak
Paclitaxel . 177
aclitaxe - niedrobnokomorkowy rak ptuc [177]
Salirasib - rak trzustki [178]
Berberyna - rak ptuc [179]
- rak piersi
Fenofibrat (FF) - czerniak [180]
- kostniakomigsak
Resweratrol - nerwiak zarodkowy [181]
Mito-Q, Mito-CP, Dec-TPP+ | - rak ptuc [182]
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Metyloprednizolon - chloniak nieziarniczy [183]

- gruczolakorak okr¢znicy

Bursztynian alfa-tokoferylu | - rak szyjki macicy [184]
- gruczolakorak pluc
Afatinib - niedrobnokomorkowy rak ptuc [107]
Olicomvevna - drobnokomorkowy rak ptuc [185]
gomyey - GBM [186]
Bevacizumab - GBM [187]
5’-Fluorouracyl - rak trzustki [164]
Trastuzumab - rak piersi [188]
Dehydroepiandrosteron - rak piersi [189]
(DHEA) - rak prostaty
Kwas ferul
Was e’:m ’ow'y z - niedrobnokomorkowy rak ptuc [190]
napromienianiem
- GBM [191]
. . - rak piersi [192]
R t
adioterapia - rak prostaty [193]
- rak szyjki macicy [194]

Kolejne badania wskazuja, iz 2-DG uwrazliwia komoérki nowotworowe rowniez na
radioterapi¢ [191]. Promeniowanie jonizujace (IR) w leczeniu raka prowadzi do uszkodzenia
komorek poprzez produkcje wolnych rodnikéw oraz pekania wigzan chemicznych w kwasach
nukleinowych. Mechanizm ten powoduje dalsze uszkodzenia oksydacyjne w kwasach
nukleinowych oraz biatkach, co skutkuje $miercig komodrek [194]. Jednakze, w wyniku selekcji
klonalnej, komorki nowotworowe nabywaja opornosci na uszkadzajace dzialanie
promieniowania i unikaja z czasem eliminacji [193]. Wiadomo tez, ze oporno$¢ na
promieniowanie jest skorelowana z hipoksja i glikolitycznym metabolizmem guza [193].
Dzieje si¢ tak, gdyz niedobdr tlenu ogranicza produkcje ROS, zapobiegajac uszkodzeniom
DNA powodowanym przez promieniowanie [195]. Analizujac wptyw 2-DG na uwrazliwianie
komoérek rakowych na radioterapi¢ odnotowano zmiany w ekspresji wielu gendow
zaangazowanych w mechanizmy naprawy DNA i apoptoze, regulatoréw transkrypcji,
sygnalizacji komodrkowej i inne, ktére moga znaczaco wptywaé na radiouwrazliwienie guza
[196]. Zauwazono rowniez duze rozbieznosci w zaleznosci od typu komorek nowotworowych
efektow oddzialywania 2-DG w odpowiedzi na promieniowanie. Sugeruje to istotny udziat
innych niz hamowanie glikolizy, mechanizmow cytotoksycznos$ci 2-DG, m.in.: poziomu biatek
pro- i antyapoptotycznych (c-Myc, Ras, p53, p21, stosunek Bcl-2/Bax i inne), oraz zaburzen

zwigzanych ze stresem oksydacyjnym [196]. Stwierdzono, Ze stopien uwrazliwienia na
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promieniowanie wywotany przez 2-DG w wielokomérkowych sferoidach nowotworowych
generowanych z linii ludzkiego glejaka (GBM) byt prawie 2,5 krotnie wyzszy niz w kulturach
monowarstwowych co korelowalo ze zwigkszong glikolizg tych pierwszych oraz z synergia
migdzy endogennym stresem oksydacyjnym nowotworow, a indukowanym metabolicznie
stresem oksydacyjnym [197]. 2-DG prowadzi do obnizenia poziomu ATP we wszystkich
liniach komorkowych, jednak obserwacje Dwarakanath i wsp. [196] pozwalaja stwierdzié, ze
to spadek produkcji ATP ponizej pewnego poziomu krytycznego, wptywa na zakres
uwrazliwiania komoérek nowotworowych na radioterapi¢. Uwaza si¢, ze 2-DG nasila
uszkodzenia generowane promieniowaniem 1 chemioterapig selektywnie w komorkach
nowotworowych, ze wzgledu na ich wigksza zalezno$¢ od procesu glikolizy, co widoczne jest
zwlaszcza w przypadku GBM [196-198].

2-DG byto dotychczas testowane w wielu badaniach klinicznych, ktére nie wykazaty
istotnej toksycznosci 2-DG [90,131,177,199,200]. Opisywane efekty 2-DG dotyczyly wptywu
badanego zwigzku na zahamowanie wzrostu oraz zmniejszanie rozmiaréw guzéw. Jednakze
efekty przeciwnowotworowe nie byly wysoce istotne i ostatecznie 2-DG nie uzyskata rejestracji
jako lek. Przyczyna braku efektywnosci terapeutycznej 2-DG okazaty si¢ stabe wlasciwosci
farmakokinetyczne czasteczki. Krotki czas potowicznego rozpadu czasteczki powoduje, ze jest
ona szybko eliminowana z krwi pacjenta. Wedtug Hansena i wsp. [201] po podaniu 50 mg/kg
masy ciala pacjenta, okres pottrwania 2-DG wynosit 48 minut. Ponadto konieczne jest
stosowanie wysokich stgzen (okoto 5 mM), aby 2-DG mogta efektywnie konkurowaé z wysoka
dostepnoscia glukozy we krwi [202]. W konsekwencji nie jest mozliwe osiggni¢cie wysokich
stezen terapeutycznych 2-DG w komorkach nowotworowych pacjenta. Istnieje zatem
uzasadniona potrzeba zmodyfikowania czasteczki 2-DG tak, aby poprawi¢ jej wtasciwosci
farmakokinetyczne oraz zmniejszy¢ stezenie terapeutyczne, co pozwoli w pelni wykorzystac¢

potencjat pochodnych glukozy.

1.6. Charakterystyka halogenopochodnych 2-DG
1.6.1. Znaczenie 2-Fluoro-D-glukozy (2-FG) w diagnostyce nowotworow

Pozytonowa tomografia emisyjna (ang. positron emission tomography, PET) jest rutynowo
stosowang technikg diagnostyczng ognisk guzow, okreslania ich stadium oraz monitorowania
odpowiedzi na leczenie w wielu typach nowotworow. Technika PET opiera si¢ na akumulacji
znakowanego radioaktywnie fluoro analogu glukozy - 'BF-DG wewnatrz komorek
nowotworowych w wyniku zwigkszonego wychwytu glukozy i natezenia procesu glikolizy

[203]. Ponadto, dzigki zdolno$ci swobodnego przekraczania BBB, 2-DG 1 jej analogi maja
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zastosowanie jako znaczniki w diagnostyce guzow mozgu [204]. Wewnagtrz komorek 'F-DG
jest przeksztatcany do '8F-DG-6-fosforanu, ktory podobnie jak 2-DG nie moze ulec dalszej
izomeryzacji 1 gromadzi si¢ w komodrkach, pozwalajac na identyfikacj¢ radionuklidu [205].

Przyktadowy obraz badania z wykorzystaniem pochodnych 2-DG przedstawia Rycina 9.

Rycina 9 Wychwyt 2-'8FG przez guz w PET pacjenta chorego na GBM. Na zdjeciach przedstawiono
TK bez podania kontrastu (po lewej), tomografia komputerowa zarejestrowana w badaniu PET po
podaniu pacjentowi 17mCi 2-18FG (po prawej), oraz potaczenie obydwu technik na zdjeciu srodkowym
[206].
1.6.2. Wlasciwosci przeciwnowotworowe nowych halogenopochodnych 2-DG

Potencjal diagnostyczny analogéw 2-DG jest powszechnie wykorzystywany w badaniach
pacjentow. Jednakze strategia terapeutycznego hamowania metabolizmu komorek
nowotworowych przez 2-DG nie zostala dotychczas zakonczona powodzeniem. Jak
wspominano powyzej, przyczyng niepowodzen s3 niewystarczajace  wilasciwosci
farmakokinetyczne 2-DG 1 jej szybka degradacja z organizmu oraz niska retencja w tkankach
docelowych [201]. Zesp6t Profesora Waldemara Priebe (MD Anderson Cancer Center, Teksas,
USA) opracowal syntez¢ nowych halogenopochodnych 2-DG, w celu weryfikacji czy
modyfikacja struktury 2-DG moze korzystnie wplynaé na farmakokinetyczne wlasciwosci
czasteczki i stwarza¢ mozliwos$¢ jej dalszego rozwoju w terapii. Eksperymenty kinetyczne
wykazaly, ze zastgpienie grupy hydroksylowej innym halogenem przy weglach C3, C4 oraz C6
zmniejszaja wigzanie czasteczki do HK w komoérkach drozdzy [207]. Jedyna modyfikacja,
ktéra nie powoduje utraty wigzania do HK jest modyfikacja przy weglu C2 [207]. Podstawienie
grupy hydroksylowej przy C2 halogenkiem doprowadzito do powstania szeregu biologicznie
aktywnych pochodnych glukozy, w tym m.in. tj. 2-fluoro-2-deoksy-D-glukozy (2-FG), 2-
fluoro-2-deoksy-D-mannozy (2-FM), 2,2-difluoro-2-deoksy-D-glukozy (2,2-diFG), 2-jodo-2-
deoksy-D-glukozy (2-1G), 2-jodo-2-deoksy-D-mannozy (2-IM), 2-chloro-2-deoksy-D-glukozy
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(2-CM), 2-chloro-2-deoksy-D-mannozy (2-CM), 2-bromo-2-deoksy-D-glukozy (2-BG), oraz
2-bromo-2-deoksy-D-mannozy (2-BM). W celu wylonienia zwigzku o lepszych
wiasciwosciach niz 2-DG, nowe pochodne zostaty poddane przeze mnie szczegétowej analizie

fizykochemicznej oraz biologiczne;.

1.6.3. Inne modyfikacje 2-DG jako strategia poprawy ich wlasciwosci
przeciwnowotworowych — acetylacja

Zesp6t Profesora Waldemara Priebe opracowat takze metody syntezy nowych acetylowanych
pochodnych 2-DG. Acetylacja jest modyfikacja chemiczng, ktora istotnie wpltywa na
wlasciwos$ci farmakokinetyczne lekow, czego przyktadem sg odmienne wtasciwosci morfiny i
jej acetylowanej pochodnej - heroiny. Penetracja morfiny do komorek osrodkowego uktadu
nerwowego (OUN), ulega 100-krotnemu zwigkszeniu dzicki obecnosci dwoch grup
acetylowych w czasteczce heroiny [208,209]. Ponadto, przepuszczalno$¢ bariery krew-mozg
dla matych czasteczek ro$nie wyktadniczo wraz ze zmniejszeniem liczby wigzan wodorowych
[210, 211]. Heroina, jako acetylowana w pozycjach C3 i C6 pochodna morfiny, wykazuje
lepsze wlasciwosci farmakokinetyczne — dluzszy czas polowicznego rozpadu oraz wyzsza
retencj¢ w komodrkach OUN. Wewnatrz komorek docelowych OUN, obecno$¢ esteraz
katalizuje deacetylacje heroiny do morfiny, ktéra akumuluje si¢ w komérkach mézgu.

Analogiczna do opisanej powyzej modyfikacja 2-DG doprowadzita do syntezy szeregu
acetylowanych pochodnych 2-DG, z ktérych do dalszych badan zostata skierowana 3,6-di-O-
acetylo-2-deoksy-D-glukoza (WP1122). Badania wstgpne wykazaty, iz WP1122 poza
transportem przez transportery GLUT przenika do wnetrza komoérek takze na drodze dyfuzji
biernej, co pozwala na uzyskanie wysokich st¢zen zwigzku wewnatrz komorek. Zaktadamy, iz
w komoérkach docelowych obecno$¢ esteraz usuwajacych grupy acetylowe pozwoli na
uwolnienie wysokiego st¢zenia 2-DG i jej efektywne oddziatywanie cytotoksyczne. Pozycje

grup acetylowych w strukturze czasteczki WP1122 ilustruje Rycina 10.
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Rycina 10. Acetylacja 2-DG w pozycji C3 i C6 prowadzi do uzyskania czasteczki znacznie lepiej
penetrujacej barier¢ krew-mozg, a takze charakteryzujacej si¢ lepszym wychwytem przez komorki i
wydhuzonym okresem pottrwania w stosunku do wyjsciowego zwiazku [212].

Bioragc pod uwage opisang powyzej konieczno$¢ poszukiwania nowych, selektywnych
terapii przeciwnowotworowych w leczeniu glejaka, a takze potencjat, ktory stwarza hamowanie
mechanizmu glikolizy oraz unikalne wiasciwosci 2-DG, nalezy kontynuowaé badania nad
poprawa jej farmakokinetyki. Wydaje si¢, ze podstawienie wodoru przy weglu nr 2 (C2)
halogenkiem, analogicznie jak w wykorzystywanej w diagnostyce 2-FG, badz tez acetylacja 2-
DG moze wzmocni¢ potencjal  przeciwnowotworowy  zwigzku 1 wyloni¢

kandydata/kandydatow na leki w terapii GBM.
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2. Cel pracy

Celem pracy byla analiza poréwnawcza cytotoksycznego oddziatywania nowych
halogenopochodnych 2-DG (2-FG, 2,2-diFG, 2-I1G, 2-BG, 2-CG) oraz identyfikacja
molekularnych mechanizméw ich oddzialywania w komorkach glejaka wielopostaciowego
linii U-251 1 U-87.
Do szczegotowych celow badawczych nalezato:
1. Identyfikacja pochodnych 2-DG o najwyzszym potencjale przeciwnowotworowym.
2. Analiza znaczenia potozenia podstawnika halogenowego przy weglu C2 w strukturze
halogenopochodnych glukozy i mannozy dla efektow ich oddzialywania.
3. Ocena hamowania aktywnosci heksokinazy Il przez pochodne 2-DG.
4. Proba uzyskania rekombinowanego biatka heksokinazy II oraz jego krystalizacja wraz z
oddziatlujaca halogenopochodng, w celu oceny roznic w interakcji z enzymem w zaleznosci od

rodzaju halo-podstawnika.
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3. Materialy i metody
3.1. Badania na modelu in vitro — hodowla komdrek eukariotycznych
3.1.1. Linie komodrkowe
Badania in vitro wykonane zostaty na dwoch modelowych liniach komérkowych ludzkiego
glejaka wielopostaciowego — U-87 oraz U-251. Linie komorkowe pochodzity z banku komorek

European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) (Salisbury, Wiltshire, UK).

3.1.2. Pozywki i odczynniki wykorzystywane w hodowli komorkowe;j

Komorki linii U-87 1 U-251 byly hodowane w pozywce wzrostowej DMEM (ang.
Dulbecco’s Modified Eagle Medium with phenol red and Glutamax) z niska [1 g/L] (linia U-
87) lub wysokg zawartoscig glukozy [4,5 g/L] (linia U-251) (Gibco™ - Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) z dodatkiem 10% (o/0) inaktywowanej bydlecej surowicy ptodowe;j
(ang. fetal bovine serum, FBS) (Biowest, Riverside, MO, USA). W pozywce obecna byla
réwniez mieszanka antybiotykow: penicyliny-streptomycyny [50 ug/mL + 50 pg/mL] (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), amfoterycyny [20 pg/mL]
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) oraz gentamycyny [1 pg/mL] (Sigma Aldrich,
Saint Louis, MO, USA). Po dodaniu sktadnikow pozywka byta filtrowana na podci$nieniowych
zestawach do filtracji prézniowej Filtermax (TPP, Leeds, UK) i przechowywana w 4°C. W
hodowli ciaglej komorek, w celu uzupetniania skladnikow odzywczych, pozywka byta
wymieniana co 48 godzin, co bylo poprzedzane ptukaniem komorek roztworem soli
fizjologicznej buforowanym fosforanami (ang. phosphate-buffered saline, PBS) (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Roztwdr PBS otrzymywano poprzez rozpuszczanie tabletek
z dodatkiem jonow Ca?*, Mg?* w wodzie dejonizowanej, ktory nastepnie byt filtrowany.

Podczas pasazowania komorek adherentnych, do ich odklejenia od powierzchni naczynia
hodowlanego uzywano roztworu trypsyny-EDTA [0,25%, o/o] (Thermo Fisher Life
Technologies, Waltham, MA, USA). Z kolei do przechowywania komorek podczas gtebokiego
mrozenia komorek w cieklym azocie, jako krioprotektant wykorzystywano sterylny
dimetylosulfotlenek (DMSO), w stezeniu 10 % w pozywce wzrostowej (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA).

3.1.3. Materialy i sprzet do hodowli
Wszystkie prace prowadzone na liniach komérkowych byly wykonywane w warunkach
sterylnych, z wykorzystaniem komory laminarnej BIO130— II BSC (Alpina, Augsburg,

Niemcy) z poziomym nawiewem sterylnego powietrza, z zachowaniem zasad pracy
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aseptycznej. Hodowle prowadzone byly w inkubatorze (Nuaire NU-5710E, Leeds, UK) w
standardowych warunkach: temperatura 37°C, 5% wysycenia CO», 95% wilgotno$ci. Komorki
hodowano w sterylnych plastikowych butelkach do hodowli adherentnej z zakretky z filtrem
(Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny) o powierzchni 25 ¢cm? i 75 cm? lub, w
zalezno$ci od dos$wiadczenia, na sterylnych 96-/24-/12-dotkowych ptytkach do hodowli
adherentnej typu F (Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny), lub szalkach
Petriego o $rednicy 60 lub 100 mm (Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny).
Jednorazowe sterylne pipety serologiczne o objgtosci 2, 5 1 10 ml, sterylne probdéwki typu
Falcon 151 50 mL oraz sterylne koncowki z filtrem 10, 100 1 1000 pL pochodzity z firmy Nest
Scientific Biotechnology (Jiang Su Sheng, Chiny). Do kontroli wzrostu i wygladu komorek
wykorzystywano optyczny mikroskop odwrécony AE-2000T firmy Conbest (Krakow, Polska).
Ogrzewanie pozywek hodowlanych oraz odczynnikéw wykorzystywanych do hodowli
odbywalo sie w tazni wodnej w 37°C (JWE Electronics, Warszawa, Polska). Do wirowania
komorek uzywano wirowki firmy Eppendorf (Saksonia, Niemcy). Bank komoérek byt
przechowywany w ciektym azocie w dewarze w postaci krioprobéwek o objetosci 1 mL (Nunc
Incorporation, Roskilde, Dania). Aby zapewni¢ powtarzalno$¢ doswiadczen, przed rozsianiem
komoérek na naczynia hodowlane komorki liczono z wykorzystaniem licznika Countess

Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Waltham, MA, USA).

3.1.4. Pasazowanie i zamrazanie komorek

W celu zalozenia hodowli, krioproboéwke zawierajacg komorki wyjmowano z dewaru z
ciektym azotem i ogrzewano przez 5 min. w tazni wodnej w temperaturze 37°C. Nastepnie
komorki przenoszono do probowki 15 mL zawierajacej 4 mL pozywki wzrostowej i wirowano
przez 4 min. (1500 rpm) w temperaturze pokojowej (ang. room temeprature, RT). Nastepnie
usuwano supernatant a pelet zawieszano w 1 mL pozywki wzrostowej. Tak przygotowang
zawiesing komorkowg wysiewano do butelki plastikowej o powierzchni 25 ¢cm? i hodowano w
inkubatorze w opisanych wyzej warunkach. Gdy hodowla osiagneta konfluencje (ok. 3- 4 dnia
hodowli) komorki przesiewano do butelki 75 cm?. W tym celu przeptukiwano hodowle buforem
PBS (2 mL) ogrzanym do temperatury 37°C, a nastepnie dodawano 1 mL roztworu trypsyny-
EDTA i inkubowano w temperaturze 37°C przez ok. 2-3 min. kontrolujgc pod mikroskopem
stan komorek. Dziatanie trypsyny neutralizowano poprzez dodanie 2 mL pozywki wzrostowe;j
a nastepnie cato$¢ wirowano przez 4 min. (1500 rpm). Supernatant usuwano, a pelet komoérek
zawieszano, w zalezno$ci od przeznaczenia, w pozywce wzrostowej (do dalszej hodowli), lub

w pozywce z dodatkiem 10% DMSO (komorki do zamrozenia w cieklym azocie). Zawiesing
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komoérek w DMSO przenoszono do sterylnych krioprobowek (Nunc Incorporation, Roskilde,
Dania) i umieszczano w pojemniku do mrozenia CoolCell LX (Biocision LCC, Larkspur,CA,
USA). Pojemnik zapewnia stopniowy spadek temperatury o 1°C/min. co chroni komorki przed
fizycznym uszkodzeniem w procesie mrozenia. Pojemnik przechowywano w temperaturze —
80°C przez 24 godziny, a nastepnie probowki z komorkami umieszczano w dewarze z ciektym

azotem.

3.2. Badane zwiazki

2-deoksy-D-glukoza (2-DG) zostata zakupiona w Sigma Aldrich (Saint Louis, MO,
USA). 2-fluoro-2-deoksy-D-glukoza (2-FG), 2-fluoro-2-deoksy-D-mannoza (2-FM), 2,2-
difluoro-2-deoksy-D-glukoza (2,2-diFG), 2-jodo-2-deoksy-D-glukoza (2-IG), 2-jodo-2-
deoksy-D-mannoza (2-IM), 2-chloro-2-deoksy-D-glukoza (2-CG), 2-chloro-2-deoksy-D-
mannoza (2-CM), 2-bromo-2-deoksy-D-glukoza (2-BG), 2-bromo-2-deoksy-D-mannoza (2-
BM) oraz acetylowana pochodna 2-DG — 3,6-di-O-acetylo-2-deoxy-D-glukoza (WP1122)
zostaly zsyntetyzowane i przekazane w ramach wspotpracy naukowej przez Profesora
Waldemara Priebe, MD Anderson Cancer Center, Houston, TX, USA. Struktury chemiczne
wszystkich zwigzkow przedstawiono na Rycinie nr 11. Jako kontrole pozytywng indukcji
apoptozy w komorkach wykorzystano inhibitor syntezy biatek — cykloheksimid (CHX) (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
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Rycina 41. Struktury chemiczne A) 2-DG i WP1122, B) 2-CG, 2-CM, 2-BG i 2-BM, C) 2-FG, 2-FM,
2,2-diFG, D) 2-IG i 2-IM.

50 mM oraz 100 mM roztwory wyjsciowe badanych zwigzkdéw sporzadzono w wodzie
dejonizowanej Milli-Q (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). 50 uM roztwor wyjsciowy
CHX przygotowano poprzez rozpuszczenie 50 mg CHX w 3,6 mL DMSO. Przygotowane
roztwory filtrowano z uzyciem filtra strzykawkowego PES o $rednicy poréw 0,22 pm

(Chemland, Stargard, Polska) i przechowywano w 4°C.

3.3. Procedury doswiadczalne

W opisanych badaniach okreslano wptyw 72 h inkubacji badanych zwigzkéw na
poszczegoOlne parametry zyciowe komorek nowotworowych. Ilos¢ wysiewanych komorek
okreslano za pomocg licznika komoérek Countess Automated Cell Counter (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) przy uzyciu slajdéw Countess Cell Counting Chamber
Slides (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Komoérki barwiono w
stosunku 1:1 stosujac 0,4% roztwor biekitu trypanu (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) a nastepnie naktadano 10 pL na slajd i wprowadzano do licznika. Uzyskang gestos¢

przeliczano na gesto$¢ pozadang 1 wysiewano na odpowiednie do do$wiadczenia naczynie
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hodowlane. Po 24 h pozywke wzrostowa wymieniano na pozywke doswiadczalng zawierajaca
odpowiednie stezenia badanego zwigzku i inkubowano przez 72 h w 37°C, 5% CO». Wszystkie
doswiadczenia byty wykonywane w co najmniej czterech powtdrzeniach technicznych i trzech

powtorzeniach biologicznych.

3.3.1. Ocena zywotnoS$ci komorek z wykorzystaniem testu MTS

Do oceny zywotnosci komoérek wykorzystano test MTS, okreslajacy aktywnosé
dehydrogenaz mitochondrialnych. Test MTS jest testem kolorymetrycznym i opiera si¢ na
reakcji redukcji soli tetrazolowej przez dehydrogenazy pochodzace z komoérek do barwnego
formazanu. Zole zabarwienie soli dodanej do pozywki do$wiadczalnej i tatwo przenikajacej
przez blony komoérkowe zmienia si¢ w fioletowe pod wpltywem mitochondrialnych
dehydrogenaz obecnych w zywych komodrkach. Intensywno$¢ zabarwienia jest zatem
proporcjonalna do ilosci zywych komorek.

Roztwoér roboczy MTS otrzymywano poprzez rozpuszczenie metylosiarczanu fenazyny
(ang. phenazine methosulfate, PMS) [25 uM] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w
roztworze PBS. Nastepnie dodawano odczynnik MTS [2 mg/mL] (Promega Biosciences,
Madison, WI, USA) i doprowadzano pH do wartosci 6,0-6,5. Wszystkie czynnosci
wykonywano chronigc roztwor przed dostepem $wiatta. W celu zapewnienia sterylnosci
roztwor filtrowano z uzyciem filtra strzykawkowego PES o $rednicy porow 0,22 um. Gotowy
roztwor przechowywano w -20°C.

Aby wykona¢ analize, komorki linii U-87 oraz U-251 w iloéci 1,5 x 10*/mL wysiewano
na ptytki 96-dotkowe w objetosci 100 uL na dotek. Po uptywie czasu inkubacji z badanymi
czynnikami, do kazdego dotka dodawano 20 pL odczynnika MTS o temperaturze ok. 37°C i
inkubowano przez godzine w 37°C, 5% CO,. Pomiar absorbancji wykonywano za pomoca
czytnika Synergy H1 (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA) z oprogramowaniem Gen5,
przy dtugosci fali 490 nm. Na podstawie oceny zywotno$ci komorek dla kazdego badanego
zwigzku wyznaczono warto$¢ 1Cso (ang. half maximal inhibitory concentration), ktora okresla

stezenie eliminujace 50% badanej populacji komorek.

3.3.2. Analiza zywotnosci komorek w warunkach symulujacych warunki hipoksji

Aby oceni¢ wpltyw hipoksji na wrazliwo$§¢ komorek GBM na pochodne 2-DG
stworzono chemicznie warunki symulujagce warunki hipoksji. W tym celu wykorzystano
DMOG (ang. dimethyloxalylglycine) (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) - inhibitor
hydroksylaz prolylowych w stezeniu 50 lub 100 uM, oraz Rodamin¢ 123 (Rho123) (Sigma
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Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w stezeniu 0,25 lub 0,5 uM. Obecnos¢ DMOG hamuje rozktad
biatka HIF-1a podtrzymujac jego aktywno$¢ w komorce. Z kolei Rodamina 123 upos$ledza
dzialanie mitochondriow. Oba zwiazki byly dodawane do pozywki 4 h przed rozpoczeciem
doswiadczenia (przed dodaniem badanych zwiazkoéw) i1 byty obecne w medium az do jego
zakonczenia (72 h). Aktywacje szlaku HIF-1a 1 wzrost ekspresji regulowanych przez niego

enzymow, takich jak PDK1 i LDHA, potwierdzono za pomocg techniki Western Blot.

3.3.3. Badanie proliferacji komorek z uzyciem testu BrdU

Do oceny nat¢zenia proliferacji komorek poddanych dziataniu badanych zwigzkow
wykorzystano test z bromodeoksyurydyna (BrdU). BrdU jest syntetycznym analogiem
tymidyny, ktéry wbudowuje si¢ w nowo zsyntetyzowang ni¢ DNA komorek proliferujacych.
Detekcja wbudowanego BrdU nastepuje za pomoca specyficznego, sprzezonego z enzymem
przeciwciala. Nastgpnie reakcja enzymu z chromogennym substratem pozwala na
kolorymetryczny pomiar wbudowanego BrdU i ocen¢ nate¢zenia proliferacji komorek. BrdU
Cell Proliferation Kit zakupiono z Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA) i przechowywano w
temperaturze 4°C.

Komorki linii U-87 oraz U-251 wysiewano na 96-dotkowe plytki w ilosci 1 x 10°/mL w
objetosci 100 uL/dotek. Do kilku dotkéw wprowadzano pozywke bez komorek jako uktad
kontrolny. 20 h przed upltywem czasu inkubacji do pozywki doswiadczalnej dodawano 20 uL
odczynnika BrdU. Do kilku dotkéw nie dodawano BrdU jako kontroli tta. Po uptywie czasu
inkubacji usuwano pozywki, a komorki utrwalano za pomocg 200 pl roztworu utrwalajacego
(Fixative/Denaturing Solution) pozostawiajac na 30 min. w RT. Nastgpnie usuwano roztwor,
pozostawiano komorki do wyschnigcia i dodawano 100 pL przeciwciatl anty-BrdU (1 h w RT).
Po uplywie czasu inkubacji przeciwciata usuwano a ptytke przemywano 3-krotnie buforem i
pozostawiano do wyschnigcia. Nastepnie do dotkéw nakladano po 100 pL przeciwciat IgG
anty-mysz sprzezonych z peroksydaza i pozostawiano na 30 min w RT. Po tym etapie
powtarzano etap 3-krotnego plukania plytki buforem, a na koniec ptytk¢ ptukano woda
dejonizowang. Po wyschnigciu plytki dodawano 100 pL/dotek roztworu substratu i
inkubowano w ciemnosci przez ok. 15 min. W ostatnim etapie do kazdego dotka dodawano 100
puL roztworu zatrzymujacego reakcje (Stop Solution). Pomiar absorbancji prowadzono przy

dhugosci fali 450 nm (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA).

49



3.3.4. Ocena natezenia syntezy bialka w komorkach z wykorzystaniem sulforodaminy

W celu okreslenia wptywu badanych zwigzkdéw na natezenie syntezy biatek w komadrkach
wykonano test z sulforodaming B (SRB). SRB, jako anionowy barwnik, wigze si¢
stechiometrycznie do podstawowych aminokwaséw biatek komoérkowych w lekko
zakwaszonym $rodowisku. Powrot do pierwotnego srodowiska pozwala na ekstrakcje barwnika
i spektrofotometryczny pomiar absorbancji jego roztworu, dzigki czemu mozliwa jest
kolorymetryczna analiza nat¢zenia syntezy biatek.

Komorki linii U-87 oraz U-251 w ilosci 1,5 x 10*/mL wysiewano na ptytki 96-dotkowe
w objetosci 100 pL/dotek. Po uptywie czasu inkubacji usuwano supernatant i do kazdego dotka
dodawano 25 pL zimnego, 50% roztworu kwasu trichlorooctowego (TCA) (POCH, Gliwice,
Polska). Ptytki inkubowano przez godzine w 4°C w celu utrwalenia komorek. Nastepnie ptytki
przeptukiwano 4-krotnie wodg i pozostawiano do wyschnigcia. W kolejnym etapie do kazdego
dotka dodawano 50 pL 0,04% roztworu SRB (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) i
pozostawiano na 1 h w RT. Po zwigzaniu barwnika, plytki przeptukiwano 4-krotnie 1%
roztworem kwasu octowego (POCH, Gliwice, Polska) i pozostawiano do wyschnigcia.
Powstate krysztaly SRB zwigzanego z biatkiem rozpuszczano w 50 pL. 10 mM roztworu Tris
pH 10,5. Plytki mieszano przez 10 min. a nastgpnie mierzono absorbancje przy dtugosci fali

510 nm (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA).

3.3.5. Ocena natezenia glikolizy poprzez ocen¢ syntezy kwasu mlekowego

Natezenie procesu glikolizy jest wprost proporcjonalne do ilosci wydzielanego przez
komorki kwasu mlekowego. Aby oceni¢ wplyw badanych zwigzkéw na nate¢zenie glikolizy
wykorzystano test enzymatyczny Lactate Assay (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
Komorki hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 60 mm. Po uplywie czasu inkubacji
komorki plukano PBS, a nastgpnie zeskrobywano za pomoca ,,skrobakow” (ang. cell scraper)
(Nunc Incorporation, Roskilde, Dania). Zawieszone w PBS komorki przenoszono nastepnie do
probowek typu Eppendorf (Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny) i wirowano
w 4°C przez 10 min. (10000 g). Pelety zawieszano w 300 pL Lactate Assay Buffer i ponownie
wirowano w 4°C przez 10 min. (10000 g). Supernatant zbierano znad osadu i nakfadano do
koncentratorow z filtrem PES 10 kDa MWCO (Pierce, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) w
celu usuniecia z probek dehydrogenazy mleczanowej. Nastepnie wirowano w 4°C przez 15 min.
(8 000 g). Przesacz zbierano i naktadano po 50 pL/dotek na ptytke 96-dotkowa. Nastepnie do
kazdego dotka naktadano 50 pL mieszaniny enzymow Enzyme Mix pochodzacego z kitu i

inkubowano przez 30 min w ciemnosci w RT. Stezenie kwasu mlekowego oznaczano
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kolorymetrycznie, poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 570 nm (BioTek Instruments,
Winooski, VE, USA).

Natezenie procesu glikolizy zbadano rowniez w medium do$wiadczalnym uzyskanym po
72 h inkubacji z badanymi zwigzkami. W tym celu medium pobierano znad komorek i
wprowadzano do koncentratorow z filtrem PES 10 kDa MWCO (Pierce, Thermo Fisher,
Waltham, MA, USA) w celu usuni¢cia z probek dehydrogenazy mleczanowej. Supernatant
wirowano w 4°C przez 15 min. (8000 g). Nastepnie probki medium rozcienczano w buforze
Lactate Assay Buffer 1:80, tak aby stezenie mleczanu miescilo si¢ w sporzadzonej krzywej
standardowej. Rozcienczone probki naktadano 50 pL/dotek na plytke 96-dotkowa i dalej

przeprowadzano eksperyment analogicznie do analizy lizatow komdrkowych.

3.3.6. Ocena aktywnosci heksokinazy

Do oznaczenia aktywno$ci heksokinazy w lizatach komorkowych wykorzystano
Hexokinase Assay Kit (Abcam, Cambrige, UK). Eksperyment ten wykorzystuje zdolno$¢ HK
IT do fosforylacji glukozy do G-6-P, ktéry nastepnie jest utleniany do NADH. Produkt ten
redukuje bezbarwny wskaznik do kolorowego produktu o wysokiej absorbancji przy dtugosci
fali 450 nm. W celu wykonania analizy, komdrki hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 60
mm. Po uptywie czasu inkubacji komoérki ptukano PBS, a nastepnie zeskrobywano za pomoca
skrobakow. Zawieszone w PBS komorki przenoszono nastgpnie do probowek typu Eppendorf
(Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny) i wirowano w 4°C przez 10 min. (10000
g). Pelety zawieszano w 150 pL. zimnego buforu i homogenizowano przez pipetowanie a
nastepnie wirowano w 4°C przez 10 min. (10000 g). Supernatant zbierano do nowych probowek
typu Eppendorf. Nastepnie naktadano po 7 uL (tak aby wynik miescit si¢ w zakresie krzywej
standardowej) probek na dotki ptytki 96-dotkowej 1 uzupeiniano buforem do objetosci 50 pL.
Przygotowywano rowniez kontrole negatywng oraz pozytywna. Nastgpnie do wszystkich
dotkow dodawano 50 pL mieszaniny (34 pL Assay Buffer, 2 pL mix enzyméw, 2 pL
Developer, 2 uL koenzymu i 10 pL substratu dla HK II). Tak przygotowang ptytke inkubowano
w ciemno$ci w RT przez 10 min., a nast¢pnie oznaczano aktywno§¢ HK II kolorymetrycznie

przy dtugosci fali 450 nm (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA).

3.3.7. Ocena indukcji apoptozy poprzez ocen¢ aktywacji kaspazy 3
Kaspaza-3 jest enzymem z rodziny endoproteaz regulujacych szlaki sygnatowe stanow
zapalnych i apoptozy. Kaspaza-3 jest okre§lana mianem kaspazy wykonawczej ze wzgledu na

jej role w koordynowaniu niszczenia struktur komorkowych takich jak fragmentacja DNA lub
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degradacja biatek cytoszkieletu. Aktywnos¢ kaspazy-3 jest $ci§le regulowana, produkowana
jest w formie nieaktywnego zymogenu. Przeciwciala kaspazy-3 stuzag jako doskonale
biomarkery do monitorowania indukcji apoptozy poprzez analiz¢ poziomu prokaspazy-3 oraz
jej aktywnej formy. W celu okre$lenia aktywnosci tych kaspaz wykorzystano kolorymetryczny
test Caspase Apoptosis Colorimetric Assay (G-Biosciences, Saint Louis, MO, USA).

W celu wykonania anlizy komorki hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 60 mm. Po
uptywie czasu inkubacji komoérki ptukano PBS a nastgpnie zeskrobywano za pomoca
skrobakow. Zawieszone w PBS komorki przenoszono nastgpnie do probowek typu Eppendorf
(Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny) i wirowano w 4°C przez 10 min. (10000
g). Pelety zawieszano w 50 pL buforu lizujacego i dokonywano lizy poprzez 5-krotne
naprzemienne chlodzenie i ogrzewanie lizatow. Wszystkie odczynniki przed uzyciem
ogrzewano do temperatury pokojowej. Doswiadczenie wykonywano na ptytce 96-dotkowe;.
Do kazdego dotka wprowadzano po 50 pL buforu lizujacego oraz 50 uL buforu Assay Buffer.
Nastepnie do dotkow wprowadzano po 5 pL badanych probek i 5 pL chromoforu - p-
nitroaniliny. Aktywnos$¢ kaspazy oznaczano kolorymetrycznie, przy dlugosci fali 405 nm po

30 min. inkubacji w RT (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA).

3.3.8. Ocena zmian ekspresji bialek metoda Western-blot

Procedura otrzymywania lizatow calokomoérkowych

Komorki hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 60 lub 100 mm. Po uptywie czasu
inkubacji z badanymi zwigzkami komdrki ptukano PBS, a nastepnie zeskrobywano za pomoca
skrobakow. Komorki zawieszone w PBS przenoszono nastgpnie do probowek typu Eppendorf
(Nest Scientific Biotechnology, Jiang Su Sheng, Chiny) i wirowano w 4°C przez 10 min. (10000
g). Supernatant odsysano za pomocag ssaka, a pelety zamrazano i przechowywano w

temperaturze -80°C do czasu zakonczenia doswiadczen.

W celu wyizolowania biatka z komorek przygotowywano bufor o nastepujacym sktadzie:
Sktad buforu RIPA:

- Igepal CA-630 1% (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- dezoksycholan sodowy 0,5% (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- SDS 0,1% (ang. sodium dodecyl sulfate, siarczan dodecylu) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA)

- PBS (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
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Bezposrednio przed uzyciem do buforu dodawano inhibitory proteaz:

- aprotyning [30 uL/mL] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
- ortowanadzian sodowy [1 mM] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).

Pelety rozmrazano i zawieszano w 100 uL buforu RIPA z inhibitorami. Ponadto do
lizatow dodawano PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) o stezeniu 10 mg/ml i
inkubowano przez 30 min. na lodzie. Nastepnie lizaty odwirowywano w 4°C przez 6 min.
(10000 g). Supernatanty przenoszono do nowej probéwki typu Eppendorf i zamrazano w -80

°C lub poddawano procedurze oznaczania stezenia biatka.

Oznaczanie stezenia biatka metoda Bradforda

Lizaty komorkowe w ilosci 5 pl/dotek naktadano na ptytke 96-dotkowa. Dodawano
250 mL odczynnika Bradforda (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), a nast¢pnie
mierzono absorbancj¢ przy dtugosci fali 595 nm (BioTek Instruments, Winooski, VE, USA)
[213].

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (Western blot)

Aparaty do elektroforezy oraz do transferu bialek na membrany a takze membrany i
odczynniki zostaty zakupione w Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA). Wyhodowane na
szalkach Petriego (60 lub 100 mm) komorki traktowano badanymi zwigzkami. Po uptywie
czasu inkubacji komorki zbierano i przeprowadzano liz¢ zgodnie z procedurami opisanymi
powyzej. Stezenie otrzymanego biatka oznaczano metoda Bradforda. Materiat przed
rozdzialem poddawano denaturacji (5 min, 100°C). Zdenaturowane biatko w ilo$ci 35 pg (z
dodatkiem 7 pl buforu Laemli) naktadano do zglgbien w 10-15% (w zalezno$ci od masy
czasteczkowej identyfikowanego biatka) zelu poliakrylamidowym i prowadzono pionowa
elektroforeze denaturujaca SDS-PAGE przy napigciu poczatkowym 80 V (przez poczatkowe
0,5 h), a nastepnie 120 V. Zel do elektroforezy przygotowywano z nastepujacych odczynnikow:
30% (o/0) roztwér wodny akrylamidu/bisakrylamidu, 10% (w/0) roztwor wodny SDS, TEMED
(N,N,N',N’-Tetrametyloetylenodiamina) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) oraz
nadsiarczan amonu (ang. ammonium persulfate, APS), Trizma base (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). Nastepnie przeprowadzano elektrotransfer bialek z zelu na membrany
PVDF 0,2 um (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) przez 70 min., przy napigciu 110 V
w warunkach chtodzenia. Transfer prowadzono w buforze zawierajagcym Trizma base, glicyne
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA) oraz metanol (POCH, Gliwice, Polska). W nastepnym
etapie membrany blokowano przez 1 h, RT w buforze TBST (ang. tris buffered saline with
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tween) [20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 0,05% Tween20, pH 7,5] zawierajacym 5% (w/o)
odttuszczonego mleka w proszku. Kolejno membrany inkubowano przez noc w temperaturze

4°C w roztworze wybranych pierwszorzedowych przeciwciat w 5 % mleku.

W badaniach korzystano z nastepujacych przeciwcial pierwszorzgdowych:

- krolicze anty-MAP-LC3 (1:1000) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA),
- mysie anty-aktyna, (1:2500) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)

- krolicze anty-LDHA (1:1000) (Abcam, Cambrige, UK)

- krolicze anty HIF-1a (1:250) (Abcam, Cambrige, UK)

- krélicze anty-PDK1 (1:1000) (Abcam, Cambrige, UK)

Nastepnego dnia membrany trzykrotnie ptukano (5 min.) w roztworze TBST i
inkubowano przez 1 h w RT w roztworze odpowiednich przeciwciat drugorzedowych (anty-
kroliczych (1:1000) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) lub anty mysich (1:1000)
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) w 5% mleku. Membrany ponownie
trzykrotnie plukano w roztworze TBST i wywolywano uzywajac odczynnika ECL plus
(WesternBright Sirius Chemiluminescent Detection Kit, Advansta Inc., San Jose, CA, USA).

Detekcja prazkow odbywata si¢ z wykorzystaniem aparatu G-Box (Syngene, Cambrige, UK).

3.3.9. Ocena zmian ultrastruktury komorek z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej
(TEM)

Komorki hodowano na szalkach Petriego o $rednicy 30 mm. Po zakonczeniu inkubacji
komorki utrwalano w 2% parafolmaldehydzie i w 2,5% aldehydzie glutatowym w 0,1 M
roztworze buforu kakodylanowego (pH 7,4) przez 1 h w temperaturze 4°C. Tak przygotowany
preparat przeplukiwano tym samym buforem i utrwalano w 1% OsO4 w 0,1 M roztworze buforu
kakodylanowego przez 1 h w RT. Nastgpnie komorki odwadniano w rosnacych stezeniach
alkoholu etylowego, a na koniec w czystym tlenku propylenu (10 min.) po czym zatapiano w
zywicy Epon 812. Wycinano ultracienkie fragmenty materiatu, ktére zbierano na miedzianych
siatkach, suszono na powietrzu i barwiono przez 10 min 4,7% octanem uranylu i cytrynianem
olowiu przez 2 min. Siatki suszono a nastgpnie obserwowano ultrastukture komorek za pomoca
mikroskopu elektronowego JEOL JEM 1400 (JEOL Co, Tokio, Japonia). Analizy TEM
wykonano w Laboratorium Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im.

M. Nenckiego PAN w Warszawie.
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3.4. Produkcja rekombinowanego bialka ludzkiej Heksokinazy 11

Produkcja i oczyszczanie rekombinowanego biatka ludzkiej HK II zostaty przeprowadzone
we wspolpracy z Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego
(CNBCh UW).

Do zaprojektowania genu kodujacego ludzka heksokinaz¢ II (HK II) wykorzystano
narzedzia internetowe firmy GenArt (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Gen HK21
(Thermofisher, Waltham, MA, USA) zostal zoptymalizowany kodonowo tak, aby jego
ekspresja w komorkach bakterii E. coli byla mozliwie najwydajniejsza. Projektowanie
starterow oraz klonowanie in silico zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem platformy
benchling.com. Jako wektor wybrano wektor plazmidowy pMCSG7 z sekwencja 6xHis-TEV i
opornoscig na ampicyling (BioShop, Ontario, Kanada). Startery, czyli oligonukleotydy
komplementarne odpowiednio do 5’ i 3° powielanego fragmentu DNA, do amplifikacji wektora
oraz insertu zawierajacego gen HK21 zostaly zamowione z firmy Genomed (Warszawa,

Polska).

3.4.1. Klonowanie molekularne

W celu powielenia fragmentu DNA kodujacego gen HK21 przeprowadzono reakcje
tancuchowa polimerazy (ang. polimerase chain reaction, PCR) w celu namnozenia wektora
oraz insertu. Technikg Gibson Assembly klonowania molekularnego (metoda pozwalajaca na
faczenie ze sobg wielu fragmentéw DNA w jednej izotermicznej reakcji z wykorzystaniem
trzech enzymow: egzonukleazy, polimerazy DNA oraz ligazy DNA) wprowadzono do
plazmidu pMCSG?7 insert i wektor. Nastepnie transformowano uzyskany plazmid do bakterii
kompetentnych E. coli (Uniwersytet Warszawski, Polska) w celu namnozenia DNA. W celu
potwierdzenia prawidlowosci przeprowadzonego eksperymentu przeprowadzono izolacje

DNA i jego analize restrykcyjng na zelu agarozowym.

3.4.2. Reakcja PCR insertu i wektora

Do przeprowadzenia reakcji PCR uzyto nastepujacych odczynnikow:

- Jalowa woda dejonizowana do PCR (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)
- Q5 Reaction Buffer (NEB, Ipswich, MA, USA)

- Starter forward (dla insertu lub wektora)

- Starter revers (dla insertu lub wektora)

- dNTPs (Ultrapure DNTPs Mix, EURx, Gdansk, Polska)

- matryca (DNA insertu lub wektora)
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- DMSO (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
- Hot start Q5 polymerase (NEB, Ipswich, MA, USA)
Warunki i etapy reakcji PCR:

1. Wstepny etap denaturacji DNA - 98°C, 5 min.

2. Etap denaturacji - 98°C, 30 s.

3. Etap przylaczania nukleotydow - gradient temperaturowy 67-72°C, 15 s.
4. Elongacja — 20 s./kb, 72°C, 6 min.

5. Koficowy etap elongacji - 72°C, 8min.

Liczba cykli - 32

Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze C1000 Touch (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Wielko$¢ powstatych fragmentdéw i poprawno$¢ przeprowadzonej reakcji
zostata potwierdzona za pomocg rozdziatu elektroforetycznego w 1% zelu agarozowym w
obecnosci buforu TAE (0,04 M Tris-octan, | mM EDTA) (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) i barwnika Sybro Safe (Invitrogen, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Do
oczyszczania produktow PCR wykorzystano zestaw Nucleic Acid Purification Monarch (NEB,

Ipswich, MA, USA).

Etapy oczyszczania DNA:

1. Rozcienczenie probki w buforze do wigzania DNA i natozenie na minikolumne

2. Oddzielenie DNA od pozostatych sktadnikow probki poprzez wirowanie

3. Dwukrotne ptukanie DNA znajdujacego si¢ na minikolumnie

4. Elucja DNA

Stezenie oczyszczonych produktow PCR mierzono za pomocg spektrofotometru DS-11

(DeNovix Inc., Wilmington, DE, USA).

3.4.3. Klonowanie molekularne z uzyciem techniki Gibson Assembly
Insert oraz wektor w stosunku molowym 3:5 (stosunek ilosci pz 1:1) oraz trzykrotnym
nadmiarze zostaly wprowadzone do mieszaniny reakcyjnej Gibson Assembly Mix (NEB,

Ipswich, MA, USA) i inkubowane przez godzing w temperaturze 50°C.

3.4.4. Transformacja bakterii kompetentnych metodg szoku termicznego
Do transformacji wykorzystano kompetentny szczep bakterii £. coli, DH5a (Uniwersytet

Warszawski, Polska). Do probéwki typu Eppendorf zawierajacej 50 pL hodowli bakteryjnej
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wprowadzono 3 pL DNA uzyskanego w poprzednim punkcie i inkubowano na lodzie przez 30
min. Nastepnie bakterie poddano szokowi termicznemu przez 60 s. w temperaturze 42°C, po
czym przenoszono na 2 min. na l6d w celu zwigkszenia pobierania DNA do komorek bakterii.
W kolejnym etapie do bakterii wprowadzano 200 pL. podtoza SOC (ang. super optimal
catabolite repression) (NEB, Ipswich, MA, USA) i inkubowano w temperaturze 37°C przez 45
min. aby bakterie wyksztalcily antybiotykooporno$¢. W ostatnim etapie bakterie wysiewano na
ptytki z agarem zawierajacym 0,1% karbenicyliny (LabEmpire, Rzeszow, Polska) jako
czynnika selekcyjnego i hodowano w inkubatorze (Binder, Tuttlingen, Niemcy) w temperaturze
37°C przez noc. Nastepnego dnia pobierano powstate klony bakterii, zaszczepiano na ptynne
podtoze LB (ang. lysogeny broth) z 0,1% karbenicyling (LabEmpire, Rzeszow, Polska) w 25

mL kolbkach i hodowano przez noc w 37°C z mieszaniem 120 rpm w celu namnozenia DNA.

Sktad podtoza LB:
- trypton [10 g/L] (BioShop, Ontario, Kanada)

- ekstrakt drozdzowy [5 g/L] (BioShop, Ontario, Kanada)
- NaCl [5 g/L] (BioShop, Ontario, Kanada)
- LB Broth Lennox [20 g/L] (BioShop, Ontario, Kanada)

Izolacj¢ DNA przeprowadzano z wykorzystaniem GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). W celu potwierdzenia prawidlowosci sekwencji
wyizolowanego DNA, probki DNA zostaly poddane sekwencjonowaniu metoda Sangera

(Genomed, Warszawa, Polska).

3.4.5. Transformacja do szczepu ekspresyjnego metoda szoku termicznego

Jako szczep ekspresyjny wybrano bakterie E. coli szczepu BL21-(DE3) (Uniwersytet
Warszawski, Polska). Proces transformacji metoda szoku termicznego analogicznie jak w
punkcie 3.2.4. Transformowane bakterie wysiewano na szalki Petriego z agarem zawierajagcym

0,1% karbenicyliny (LabEmpire, Rzeszow, Polska) i hodowano w temperaturze 37°C przez noc.

3.4.6. Testowanie warunkow ekspresji biatka

W celu wyboru warunkéw hodowli, w ktorych ekspresja biatka bylaby najwyzsza,
przeprowadzono optymalizacj¢: stezenia IPTG (ang. isopropyl [-d-I1-thiogalactopyranoside)
(BioShop, Ontario, Kanada), temperatury hodowli oraz gesto$ci bakterii, przy ktorej

indukowano ekspresjg.
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Transformowane bakterie pobierano z szalki 1 zaszczepiano do kolb 25 mL zawierajacych
po 8 mL podloza standardowego (pozywka LB zawierajaca 0,1% karbenicyliny) i hodowano
przez noc w 37°C, z mieszaniem 120 rpm. Nastepnego dnia pobierano 0,5 mL zawiesiny
bakteryjnej i wprowadzano do nowych kolb zawierajacych podtoze standardowe lub
niestandardowe (pozywka SB zawierajaca 0,1% karbenicyliny badz podtoze autoindukcyjne)
w celu ustalenia optymalnego sktadu. Hodowle kontynuowano w tych samych warunkach do
uzyskania OD = 0,3 lub OD = 0,6, a nast¢pnie indukowano ekspresje biatka stosujac IPTG w
stezeniach 0,1 lub 0,2 lub 0,4 Iub 0,5 lub 1 uM. Tak przygotowane zawiesiny bakteryjne
hodowano przez noc w temperaturze 15°C, 18°C lub RT z mieszaniem 120 rpm. Nastepnego
dnia hodowle wirowano (4°C, 4500 rpm, 20 min.) i testowano rézne bufory lizujgce (punkt
3.2.7). Dodatkowo, przed uzyciem, do buforéw dodawano PMSF [0,2 M] (BioShop, Ontario,
Kanada) oraz lizozym (BioShop, Ontario, Kanada). Wszystkie etapy byly wykonywane na
lodzie. Osad bakteryjny rozbijano w buforze do lizy i poddawano procesowi sonikacji (VCX
130 PB, Sonics, Newtown, CT, USA) w warunkach (puls - 2 s., czas- 10 min., amplituda -
40%). Nastepnie lizat komorkowy wirowano (4°C, 12000 rpm, 40 min.). Rowne objetosci
lizatow nanoszono do studzienek w 10 % (0/0) denaturujacym zelu poliakrylamidowym (SDS-
PAGE) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) i poddawano elektroforezie przy napieciu
200 V (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Sktad buforu podstawowego do lizy komoérkowej:

- Tris-HCI pH 8 [15 mM] (BioShop, Ontario, Kanada)

- glukoza [50 mM] (BioShop, Ontario, Kanada)

- Triton X-100 [0,5% (v/v)] (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
- glicerol [9% (v/v)] (BioShop, Ontario, Kanada)

3.4.7. Mutageneza plazmidu

Do przeprowadzenia ukierunkowanej mutagenezy uzyto zestawu Q5 Site Directed
Mutagenesis (NEB, Ipswich, MA, USA). Mieszaning reakcyjng sktadajaca si¢ z 1 uL DNA
(produkt PCR), 5 uL KLD Reaction Buffer, 1 pL. KLD Enzyme Mix oraz 3 pL HxO
inkubowano przez 5 min. w RT a nastgpnie przeprowadzono transformacj¢ do szczepu
ekspresyjnego E. coli DHS5a (punkt 3.2.4.). Poprawno$¢ przeprowadzonej mutagenezy
potwierdzono za pomoca sekwencjonowania metodg Sangera (Genomed, Warszawa, Polska).
Nastepnie powtdrzono punkt 3.2.5. (Transformacja plazmidu po mutagenezie do szczepu
ekspresyjnego) i testowano rézne warunki ekspresji, analogicznie do punktu 3.2.6. (Testowanie

warunkow ekspresji biatka).
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3.4.8. Produkcja bialka HK II w systemie bakteryjnym E. coli BL21 w duzej skali

Dzigki przeprowadzonej mutagenezie plazmidu uzyskano wysoka ekspresje biatka w
rozpuszczalnej frakcji lizatu bakteryjnego. W celu produkcji biatka HK II w duzej skali,
ponownie przeprowadzono transformacj¢ produktu PCR po mutagenezie do szczepu
ekspresyjnego BL21(DE3) (analogicznie jak punkcie 3.2.6.). Kolonie uzyskane po 24 h
hodowli nocnej zaszczepiono do dwoch 1 L kolb zawierajacych pozywke LB z dodatkiem 0,1%
karbenicyliny. Komorki hodowano w 37°C z mieszaniem do uzyskania OD = 0,6. Indukcje
ekspresji biatka inicjowat dodatek 0,1 uM IPTG. Nastepnie hodowla byta kontynuowana przez
noc w 16°C z mieszaniem 120 rpm. Po 24 h komérki zwirowano (4°C, 4500 rpm, 20 min.). Do
przeprowadzenia lizy komoérek uzyto buforu lizujacego (punkt 3.2.6) z dodatkiem 0,2 M PMSF,
2 mM B-merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) oraz niewielka iloscia
lizozymu. Przecigtnie, pelet komorek bakterii uzyskany z 1 L hodowli byt lizowany w 40 mL
buforu lizujacego. Nastepnie przeprowadzano sonikacje (puls — 2 s., czas - 10min., amplituda -
40%) i wirowanie (4°C, 15000 g, 30 min.). Supernatant filtrowano na filtrze strzykawkowym o

srednicy poréw 0,22 um (Chemland, Stargard, Polska).

3.4.9. Oczyszczanie bialka

Oczyszczanie biatka prowadzono dwuetapowo. We wstepnym oczyszczaniu stosowano
technike chromatografii powinowactwa IMAC (ang. immobilized metal chelate affinity). Faza
stacjonarna w kolumnie zwigzana jest z jonami niklu. Ztoze to pozwala na wigzanie biatek
zawierajagcych w swojej sekwencji sze$¢ histydyn na zasadzie wzajemnego powinowactwa
pierScieni imidazolowych w resztach histydynowych do kationéw niklu. Po wstgpnym
oczyszczeniu przeprowadzano rozdzial biatek za pomoca chromatografii wykluczania SEC
(ang. size exclusion chromatography), w ktorej biatka rozdzielane s3 ze wzglgdu na ich masg.
Kolejno$¢ wymywanych bialek zwigzana jest z zatrzymywaniem czgsteczek w porach ztoza, a
czas ich przebywania wewnatrz pordéw jest proporcjonalny do ich wielko$ci. Im mniejsza masa
molekuly tym skuteczniejsze zatrzymanie biatka w porach i tym dluzszy czas jego wyplukania
z kolumny.
Sktad buforu fosforanowego do elucji SEC:
- bufor fosforanowy pH 8 [25 mM] (NaHPO4 + NaH2PO4)
- NaCl [500 mM] (BioShop, Ontario, Kanada)
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Chromatografia powinowactwa IMAC

W pierwszej kolejnosci ztoze Ni Sepharose 6 Fast Flow (R18) (GE Healthcare, Chicago,
IL, USA) przeptukiwano dwukrotnie woda, nastepnie pobierano 1 mL ztoza i wprowadzano do
supernatantu. Mieszaning inkubowano przez 1 h na kotysce laboratoryjnej w temperaturze
10°C. Roztwor biatka zwigzany ze ztozem niklowym przepuszczano przez kolumne (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA) i przeptukiwano buforem do lizy. Elucje przeprowadzano
buforem do lizy z dodatkiem 300 mM imidazolu (BioShop, Ontario, Kanada). Obecno$¢ biatka
potwierdzano za pomocg elektroforezy SDS-PAGE w 10% zelu poliakryladmidowym przy
napigcu 200 V.

Chromatografia wykluczania SEC

Przygotowanie probek do kolejnego etapu oczyszczania obejmowalo zatgzanie
roztworu biatka oraz wymiang buforu na fosforanowy bufor do elucji FPLC (ang. fast
performance liquid chromatography). Do zat¢zania roztworu biatka wykorzystywano kolumny
50 mL, 15 mL oraz 1,5 mL (Pall Corporation, Nowy Jork, NY, USA). Pod koniec zat¢zania
(0,2 mL biatka) kolumng¢ uzupetniano do petna buforem do elucji i ponownie zat¢zano do 0,2
mL. Czynno$¢ powtarzano dwukrotnie w celu catkowitej wymiany buforu. Chromatografi¢
rozmiaréw wykluczania SEC prowadzono z uzyciem ztoza GE Superdex 200 16/60 na aparacie

FPLC AKTA (GE Healtcare, Chicago, IL, USA).

3.5. Badania biochemiczne i fizykochemiczne
Badania biochemiczne i fizykochemiczne zostaty przeprowadzone we wspdipracy z

Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego (CNBCh UW).

3.5.1. Analiza hamowania aktywnosci HK II przez halogenopochodne w ukladzie
pozakomorkowym

W celu oznaczenia hamowania aktywnos$ci HK II wykorzystano Hexokinase II inhibitor
Screening Kit (Abcam, Cambrige, UK). W eksperymencie tym wykorzystywana jest zdolno$¢
HK II do fosforylacji glukozy do G-6-P, ktory nastepnie jest utleniany do NADH. Produkt ten
redukuje bezbarwny wskaznik do kolorowego produktu o silnej absorbancji przy dlugosci fali
450 nm. W celu oznaczenia hamowania aktywnos$ci HK II przez badane zwiazki przygotowano
ich nastepujace stezenia: 50 mM, 40 mM, 25 mM, 5 mM, 0,5 mM, 0,05 mM, 0,005 mM.
Przygotowano réwniez kontrole pozytywna inhibitora HK 1II (50 uM kwasu

bromopirogronowego) oraz kontrole dziatania enzymu HK II. Do dotkow ptytki 96-dotkowej
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wprowadzano po 50 pL przygotowanych stezen oraz kontrole. Do kazdego dotka dodawano 5
pL roztworu enzymu HKII i inkubowano przez 5 min w RT. Nastepnie do dotkéw
wprowadzano 45 pL. mieszaniny substratow reakcji (29 pL buforu, 10 pL substratu HK II, 2
pL koenzymu, 2 uL konwertera oraz 2 pL dewelopera). W celu oznaczenia hamowania
aktywnosci HK II prowadzano pomiar kinetyczny przez 40 min. w RT przy dlugosci fali 450
nm. W celu potwierdzenia specyficznosci hamowania HK II przygotowano rdéwniez
doswiadczenie, w ktérym do reakcji z badanymi probkami wprowadzono dodatkowo
wzrastajace stezenia glukozy (5 mM, 10 mM, 20 mM oraz 40 mM). Zatozono, ze jesli inhibicja
jest specyficzna to zahamowanie aktywnos$ci HK II powinno zosta¢ zniwelowane przy
wysokim stezeniu glukozy.

Dodatkowo, przeprowadzono analogiczne dos$wiadczenie oznaczajac hamowanie
aktywno$ci bakteryjnej heksokinazy pochodzacej z Bacillus Subtilis (wykorzystujac
Hexokinase Inhibitor Assay Kit, Abcam, Cambrige, UK) przez 2-DG i jej fluoropochodne.
Celem tego eksperymentu byta ocena selektywnosci halopochodnych wobec ludzkiej HK 1I.

3.5.2. Krystalizacja pochodnych glukozy

W  celu wuzyskania krysztatbw badanych zwigzkow odpowiednich do analizy
krystalograficznej, przeprowadzono krystalizacj¢ metoda stopniowego chtodzenia. Odwazano
3 - 4 mg kazdego zwigzku i rozpuszczano w 0,5 mL etanolu, izopropanolu, lub ich mieszaninie
(1:1) w 90°C. Nastepnie pozostawiano roztwory w RT lub w chlodziarce (10°C), az do

catkowitego odparowania rozpuszczalnika.

3.5.3. Krystalizacja HK 1I
Przygotowanie probek - ocena jakosci preparatu, zatezanie i zmiana buforu

Frakcje oczyszczonego biatka (punkt 3.4.9) zbierano i zat¢zano na koncentratorze do
biatek (Pall Life Science, Nowy Jork, NY, USA) wedtug zalecen producenta. W celu pozbycia
si¢ z roztworu fosforanow, ktoére moglyby zaktocaé proces krystalizacji, wymieniano bufor
fosforanowy na bufor krystalizacyjny. Zatezone biatko o stezeniu 10 mg/mL rozcienczano 20-
krotnie w buforze do krystalizacji, po czym ponownie zat¢zano do koncowego stezenia okoto

5 mg/mL.

Sktad buforu do krystalizacji biatka:
- NaCl [150 mM] (BioShop, Ontario, Kanada)
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- TCEP (tris(2-carboxyethyl)phospine hydrochloride) [0,5 mM] (Sigma Aldrich, Saint Louis,
MO, USA)

- glicerol [5%] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- HEPES (N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N'-(2-ethanesulfonic acid) [10 mM, pH 7,8] (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Krystalizacja biatka
Podjeto proby krystalizacji uzyskanego biatka HK II. Krystalizacja bialek jest procesem

niezwykle trudnym a uzyskanie satysfakcjonujacych krysztalow jest bardzo czasochtonne.
Dotychczas nie udato si¢ uzyska¢ krysztaléw spetniajacych wymagania do przeprowadzenia
analiz krystalograficznych. Trwaja rowniez prace nad dokowaniem oddziatujacych
halopochodnych do centrum aktywnego HK II z wykorzystaniem modelowania molekularnego.
Krystalografia byla prowadzona na ptytkach 24-dotkowych metoda wiszacej kropli (z ang.
hanging drop), wielko$¢ kropli = 4 pl, stosunek roztworu biatka do roztworu krystalizacyjnego
wynosit 1:1. Sktad roztworu biatka podano powyzej, natomiast sktad buforu krystalizacyjnego
byt nastepujacy:

- glikol polietylenowy (PEG) 3350 [16%] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- malonian sodu [0,2 M] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- Bis-Tris propan (BTP) pH 8 [0,1 M] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- Bis-Tris propan (BTP) pH 9 [0,1 M] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- glikol etylenowy [10%] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

- DTT (ditiotreitol) [1 mM] (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA)

Wszystkie sktadniki buforéw po uzyskaniu odpowiednich st¢zen byty filtrowane na filtrze
strzykawkowym o $rednicy porow 0,22 um (Chemland, Stargard, Polska).

Krystalizacja byla prowadzona w temperaturze 16°C przez okres kilku miesiecy, ale
dotychczas nie zaobserwowano powstawania krysztalow — tylko agregaty biatka lub klarowny

roztwor.

3.6. Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki byly analizowane statystycznie za pomoca programu GraphPad
PrismTM w wersji 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Do analizy
wykorzystywano jednokierunkowy test analizy wariancji ANOVA 2z wielokrotnymi

porownaniami Tukeya i/lub dwukierunkowy test analizy wariancji ANOVA a nastgpnie test
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wielokrotnych poréwnan (test Bonferroniego). Stupki btedow wskazuja blad standardowy
sredniej (SEM). Istotne statystycznie roznice oznaczone zostaly na poziomach istotnosci
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001. Wartos$ci przedstawiaja srednie wyniki z co najmniej trzech
niezaleznych eksperymentow.

W przypadku wynikéw badan fizykochemicznych korzystano z programu SigmaPlot w

wersji 11.0 firmy Systat Software Inc. (San Jose, CA, USA).
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4. Wyniki
4.1. Badania na modelu in vitro
4.1.1. Wplyw halo-pochodnych 2-DG na zywotno$¢ komorek GBM w warunkach
normoksji i symulowanej hipoksji

Zywotno$é (przezywalnos¢) komérek GBM linii U-87 oraz U-251 po 72 h inkubacji z
badanymi zwigzkami (Tabela 1) zostata oceniona za pomoca testu MTS, ktory pozwala ocenié
aktywno$¢ dehydrogenaz mitochondrialnych. Dla kazdej z badanych pochodnych wykonano
analize dawka-odpowiedz w zakresach stezen: 2-DG [0,5-20 mM], WP1122 [0,25-3,5 mM], 2-
FG[1-10 mM], 2-FM [1-10 mM], 2-1G [0,5-20 mM], 2-IM [0,5-20 mM], 2-CG [5-40 mM], 2-
CM [5-40 mM], 2-BG [5-40 mM], 2-BM [5-40 mM] oraz 2,2-diFG [0,5-15 mM]. Zywotnos¢
komorek traktowanych badanymi pochodnymi zostata pordwnana z zywotnosciag komorek
kontrolnych (ctrl) — nietraktowanych. Jako kontrole pozytywng zastosowano cykloheksimid
(CHX) [20 uM]. Ze wzgledu na zastosowanie DMSO jako rozpuszczalnika CHX, w tescie
uwzgledniono takze kontrolne traktowanie DMSO [0,1 puM]. Jak wskazuje Rycina 12,
wszystkie badane pochodne zaleznie od dawki istotnie statystycznie obnizaty zywotnos¢

komorek GBM.
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Zywotno$é [% kontroli]
Zywotnosé [% kontroli]

2,2-diFG [mM] 2,2-diFG [mM]

Rycina 12. Zywotno$¢ komorek linii U-251 i U-87 oznaczona za pomocg testu MTS po 72 h inkubacji
z roznymi ste¢zeniami pochodnych 2-DG: A) 2-DG [0,5 — 20 mM], WP1122 [0,25-3,5 mM], B) 2-FG
[1-10 mM], 2-FM [1-10 mM], C) 2-IG [0,5-20 mM], 2-IM [0,5-20 mM], D) 2-CG [5-40 mM], 2-CM
[5-40 mM], E) 2-BG [5-40 mM], 2-BM [5-40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-15 mM]. Jako kontrol¢ pozytywna
zastosowano CHX [20 uM]. Istotno$¢ réznic pomiedzy poszczegélnymi stezeniami a kontrolg
oznaczono *P<(),05, **P<0,01 1 ***P<0,001.

Na podstawie analizy zywotno$ci komorek wyznaczono dla kazdej z badanych
pochodnych wartos¢ ICso, odpowiadajaca stezeniu zwigzku, przy ktérym proliferacja komorek
zostaje zahamowana w 50 % w stosunku do komorek kontrolnych (nietraktowanych).
Wyznaczone wartos$ci ICso stanowig $rednig z 3 niezaleznych pomiardw i zostaty przedstawione

w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci ICso badanych zwigzkéw dla linii komérkowych U-251 oraz U-87

Badany zwiazek ICs [mM] ICso [mM]
U-251 U-87
2-DG 5 5
WP1122 0.8 )
2-FG 2.5 3
2-FM 2.5 37
2,2-diFG 0.5 5
2-1G 20 = 20
2-IM 55 5
2-CG 8 10
2-CM > 20 20
2-BG 20 0
2-BM 20 20
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Najwyzsza aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komoérek GBM linii U-251 wykazywata
2,2-diFG (ICso - 0,5 mM), nastepnie WP1122 (ICso - 0,8 mM), 2-FG, 2-FM (ICso - 2,5 mM)
oraz 2-IM (ICso - 5,5 mM). Z kolei aktywnos$¢ cytotoksyczng nizsza od 2-DG zaobserwowano
w przypadku 2-CG (ICso - 8 mM). Najstabsza aktywnos¢ cytotoskyczng wykazywatly 2-BG, 2-
BM, 2-1G oraz 2-CM (ICso >20 mM). Aktywnos$¢ cytotoksyczna wszystkich zwigzkow z
wyjatkiem 2,2-diFG byta bardzo zblizona wobec obu badanych linii komérkowych.

W celu oceny wptywu hipoksji na wrazliwos¢ badanych komorek glejaka na hamowanie
procesu glikolizy przez pochodne 2-DG zastosowano DMOG oraz Rodaming 123 (Rho123).
Efektem dziatania tych zwigzkow jest symulacja w komodrkach zmian metabolicznych
charakterystycznych dla warunkéw niedoboru tlenu. Pod wpltywem dzialania DMOG, w
komorkach ulega zahamowaniu aktywno$¢ hydroksylaz prolylowych prowadzac do wzrostu
aktywno$ci biatka HIF-la. Z kolei Rhol23 hamuje aktywno$¢ tancucha oddechowego,
uposledzajac funkcje mitochondridow. Stezenia DMOG oraz Rho123 zostaly wyznaczone w
tescie  MTS dawka-odpowiedz (Rycina 13) tak, aby indukowaé¢ pozadane -efekty

wewnatrzkomorkowe bez efektu cytotoksycznego.

U251 DMOG + Rho 72h U87 DMOG +Rho 72h

2Zywotnosé [% kontroli]
Zywotnos¢é [% kontroli]

DMOG Rho [uM] DMOG Rho [uM]

Rycina 13. Zywotnos$¢ komérek linii U-251 oraz U-87 traktowanych DMOG [50 lub 100 pM] i/lub
rodaming123 (Rho123) [0,25 lub 0,5 uM]. Jako kontrole pozytywng zastosowano CHX [20 uM].
Istotno$¢ roznic pomiedzy poszczegdlnymi stezeniami a kontrola oznaczono *P<0,05, **P<0,01 i
**EP<0,001.

Efekty wewnatrzkomérkowe warunkéw symulujacych hipoksje pod wpltywem

dziatania DMOG [50, 100 uM] i Rho123 [0,25 10,5 uM] (72 h inkubacji) potwierdzono analiza
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ekspresji czynnika transkrypcyjnego HIF-1a oraz regulowanej przez niego ekspresji enzymow

glikolitycznych jak PDK1 i LDHA (Rycina 14).
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Rycina 14. Analiza Western blot poziomu ekspresji biatek HIF-1a, PDK1 oraz LDHA pod wplywem
inkubacji z DMOG [50 lub 100 uM] i/lub Rho-123 [0,25 lub 0,5 uM] (72 h). Jako biatko referencyjne
oznaczono poziom aktyny.

Analiza Western blot wykazata, ze w wyniku inkubacji komérek z DMOG [50 lub 100
uM] oraz Rho123 [0,25 lub 0,5 uM] nastapit wzrost ekspresji analizowanych bialek. Ekspresja
HIF-1a wrosta pod wplywem inkubacji z DMOG i Rhol123 w obu liniach komérkowych. Z
kolei zmiany ekspresji biatka PDK1 byly wigksze w linii U-87, a biatka LDHA w komorkach
linii U-251.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wyznaczono stezenia 50 uM DMOG i 0,25 uM
Rho123 jako optymalne do stosowania w kolejnych doswiadczeniach z badanymi pochodnymi
2-DG. Wykazano, ze powyzsza kombinacja DMOG i Rho123 indukuje ekspresje biatek szlaku
glikolizy, symulujagc warunki hipoksji, nie wplywajac zarazem negatywnie na zywotno$¢
komorek.

W kolejnym etapie przeprowadzono analiz¢ porownawcza zywotnos$ci komorek testem
MTS, traktowanych badanymi pochodnymi w warunkach normoksji oraz warunkach

symulujacych hipoksje, po 72 h inkubacji (Rycina 15).
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Rycina 15. Zywotno$¢ komorek linii U-251 i U-87 w warunkach normoksji oraz warunkach
symulujacych hipoksje po 72 h inkubacji z odpowiednimi st¢zeniami A) 2-DG [2,5-10 mM] i WP1122
[0,5-2 mM], B) 2-FG [1-5 mM] i 2-FM [1-5 mM], C) 2-IG [1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [1-
10 mM] i 2-CM [1-10 mM], E) 2-BG [10, 20 mM] i 2-BM [20, 40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-10 mM].
Istotno$¢ roznic pomiedzy poszczegdlnymi stezeniami a kontrola oznaczono *P<0,05, **P<0,01 i
**EP<0,001.

Jak wskazuja uzyskane wyniki, zywotno$§¢ komorek traktowanych badanymi
pochodnymi w warunkach normoksji i hipoksji jest zblizona, zwlaszcza w przypadku linii
komorkowej U-87. Dziatanie 2-1G w wigkszoS$ci stezen nie byto istotnie rozne w komoérkach
obu badanych linii. W przypadku fluoropochodnych efekty cytotoksyczne w warunkach
nasladujacych hipoksj¢ byty istotnie wyzsze w linii U-251. Dzialanie 2-CG i 2-BG bylo
skuteczniejsze w warunkach hipoksji na obu liniach w przeciwienstwie do 2-CM 1 2-BM, w
ktérych roznice nie byly istotne statystycznie. Z kolei po zastosowaniu WP1122 w warunkach
symulujacych hipoksje, zywotno$¢ komorek linii U-251 byla wyzsza niz w warunkach
normoksji (Rycina 15). Podsumowujac, silniejszg aktywno$¢ cytotoksyczng pochodnych 2-DG

w warunkach hipoksji obserwowano wobec komorek linii U-251.

4.1.2. Wplyw halogenopochodnych 2-DG na proliferacj¢ komorek GBM

Cytotoksyczno$¢ wobec komoérek nowotworowych GBM oceniano rowniez poprzez
analiz¢ zmian proliferacji komorek po 72 h inkubacji z ré6znymi st¢zeniami badanych
zwigzkow: 2-DG [2,5-20 mM], WP1122 [0,5-5 mM], 2-FG [1-5 mM], 2-FM [1-5 mM], 2-I1G
[1-10 mM], 2-IM [1-10 mM], 2-CG [5-10 mM], 2-CM [20-40 mM], 2-BG [10-20 mM], 2-BM
[20-40 mM] oraz 2,2-diFG [0,5-5 mM]. Do oceny proliferacji wykorzystano test z
bromodeoksyurydyna (BrdU), ktora wbudowuje si¢ w nowopowstata ni¢ DNA dzielacych si¢
komorek. Analogicznie do wplywu badanych pochodnych 2-DG na zywotnos¢ komoérek GBM,
wzrastajace stezenia zwigzkow istotnie statystycznie zmniejszaty proliferacje komoérek obu linii

w stosunku do komoérek kontrolnych (Rycina 16).
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Rycina 16. Natezenie proliferacji komorek linii U-251 1 U-87 ocenione z wykorzystaniem testu BrdU
po 72 h inkubacji ze wzrastajacymi stgzeniami A) 2-DG [2,5-20 mM] i WP1122 [0,5-5 mM], B) 2-FG
[1-5 mM] i 2-FM [1-5 mM], C) 2-1G [1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [5-10 mM] i 2-CM [20-
40 mM], E) 2-BG [10-20 mM] i 2-BM [20-40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-5 mM]. Jako kontrolg pozytywna
zastosowano CHX [20 uM]. Wyniki wyrazono jako odsetek wartosci kontrolnej. Istotnos¢ réznic
pomiedzy poszczegodlnymi stezeniami a kontrolg oznaczono *P<0,05, **P<0,01 1 ***P<0,001.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zahamowanie proliferacji poprzedza zmiany zywotnos$ci

komorek, gdyz efektywne stezenia 2-DG, WP1122, 2-FG, 2-FM, 2,2-diFG, 2-IM a takze 2-BG

75



i 2-BM hamujace proliferacj¢ komorek obu linii s3 znacznie nizsze niz te hamujace ich

rr

Zywotnosc.

4.1.3. Wplyw halogenopochodnych na synteze¢ bialka w komorkach GBM

Kolejng analizg majaca na celu potwierdzenie cytotoksycznych wtasciwosci badanych
zwigzkow byla ocena hamowania biosyntezy bialka testem z wykorzystaniem sulforodaminy
B (SRB). SRB ma zdolno$¢ wigzania z aminokwasami wchodzacymi w sktad biatek, przez co
jego stezenie w komodrkach wprost proporcjonalnie koreluje z produkcja biatlek. W analizie
zastosowano analogiczne do testu BrdU zakresy st¢zen badanych pochodnych. Wykazano, ze
wraz ze wzrostem stgzenia wszystkich badanych zwigzkoéw dochodzi do istotnego statystycznie

zahamowania biosyntezy bialek w obu liniach komérkowych po 72 h inkubacji (Rycina 17).
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Rycina 17. Ocena natgzenia biosyntezy bialek w komorkach linii U-251 1 U-87 z wykorzystaniem testu
z barwnikiem SRB po 72 h inkubacji z odpowiednimi stezeniami A) 2-DG [2,5-20 mM] 1 WP1122 [0,5-
5 mM], B) 2-FG [1-5 mM] i 2-FM [1-5 mM], C) 2-IG [1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [5-10
mM] i 2-CM [20-40 mM], E) 2-BG [10-20 mM] i 2-BM [20-40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-5 mM]. Jako
kontrole pozytywng zastosowano CHX [20 uM]. Istotno$¢ réznic pomigdzy poszczegdlnymi stgzeniami
a kontrolg oznaczono *P<0,05, **P<0,01 i ***P<0,001.

Jak wskazuja uzyskane wyniki, efektywne stezenia badanych pochodnych 2-DG,
hamujace biosynteze biatka korelujg z zakresami st¢zen obnizajacymi zywotno$¢ komorek obu
linii komoérkowych.

Na podstawie wykonanych testow cytotoksyczno$ci mozna wnioskowagé, iz najwyzsza
aktywno$¢ przeciwnowotworowa wykazuje O-acetylowana pochodna 2-DG - WP1122.
Potwierdza to zatozenia, iz zastgpienie grup hydroksylowych grupami acetylowymi ulatwia
transport zwigzkdéw przez btong komorkowa oraz zwigksza ich kumulacje wewnatrz komorki.
Uzyskane wyniki wskazaty rowniez, iz fluoro-pochodne 2-DG (2-FG i 2-FM) oraz 2-IM
wykazuja istotnie wyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng wobec komérek GBM niz chloro- i bromo-

pochodne 2-DG.

4.1.4. Wplyw halogenopochonych 2-DG na indukcj¢ apoptozy w komorkach GBM

Aby oceni¢ udziat procesu apoptozy w eliminacji komérek GBM, oceniono aktywnos¢
kaspazy 3 w lizatach komorek traktowanych wybranymi stezeniami badanych pochodnych: 2-
DG [5-10 mM], WP1122 [0,5-2 mM], 2-FG [1-5 mM], 2-FM [1-5 mM], 2-IG [1-10 mM], 2-
IM [1-10 mM], 2-CG [5-10 mM], 2-CM [20-40 mM], 2-BG [10-20 mM], 2-BM [20-40 mM],
2,2-diFG [0,5-5 mM] po 72 h inkubacji. Uzyskane wyniki ilustruje Rycina 18.
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Rycina 18. Ocena aktywacji kaspazy 3 w komorkach linii U-251 i U-87 po 72 h inkubacji z wybranymi
stezeniami A) 2-DG [5-10 mM] i WP1122 [0,5-2 mM], B) 2-FG [1-5 mM] i 2-FM [1-5 mM], C) 2-IG
[1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [5-10 mM] i 2-CM [20-40 mM], E) 2-BG [10-20 mM] i 2-BM
[20-40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-5 mM]. Istotno$¢ roznic pomigdzy poszczegdlnymi stezeniami a kontrola
oznaczono *P<(),05, **P<0,01 1 ***P<0,001.

Uzyskane wyniki aktywacji efektorowej kaspazy 3 koresponduja z testami

cytotoksycznosci, a obnizenie parametrow zywotnosci, proliferacji i poziomu biosyntezy biatka
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korelowalo ze wzrostem natezenia procesu apoptozy w obu badanych liniach komérkowych.
Najwickszy wzrost aktywnos$ci kaspazy 3 wykazano w komorkach linii U-251 traktowanych
WP1122 oraz 2,2-diFG. Sposroéd badanych zwigzkow, najmniejsza aktywno$¢ kaspazy 3 byta

oznaczona w komdrkach traktowanych 2-DG, oraz jej bromo- i chloro-pochodnymi.

4.1.5. Ocena natezenia procesu glikolizy pod wplywem pochodnych 2-DG w komoérkach
GBM

W celu potwierdzenia zdolno$ci hamowania procesu glikolizy w komoérkach linii U-251
1 U-87 przez 2-DG [2,5-10 mM] i jej pochodne: WP1122 [0,5-2 mM], 2-FG [1-5 mM], 2-FM
[1-5 mM], 2-IG [1-10 mM], 2-IM [1-10 mM], 2-CG [5-10 mM], 2-CM [20-40 mM], 2-BG [10-
20 mM], 2-BM [10-20 mM], 2,2-diFG [0,5-5 mM] po 72 h inkubacji, oznaczono poziom
produkcji kwasu mlekowego, zarowno akumulowanego w komorkach jak i wydzielanego do
pozywki hodowlanej (Rycina 19). Ilo§¢ wytworzonego kwasu mlekowego jest wprost

proporcjonalna do natgzenia intensywnosci procesu glikolizy.
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Rycina 19. Ocena nat¢zenia syntezy kwasu mlekowego w komorkach linii U-251 i U-87 po 72 h
inkubacji z odpowiednimi stezeniami A) 2-DG [2,5-10 mM] i WP1122 [0,5-2 mM], B) 2-FG [1-5 mM]
i 2-FM [1-5 mM], C) 2-IG [1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [5-10 mM] i 2-CM [2-4- mM], E)
2-BG [10-20 mM] i 2-BM [10-20 mM], F) 2,2-diFG [0,5-5 mM]. Na wykresach zaznaczono ilo§¢ kwasu
mlekowego w lizatach komorkowych oraz wydzielonego do medium hodowlanego. Istotnos¢ réznic
pomiedzy poszczegolnymi stezeniami a kontrolg oznaczono *P<0,05, **P<0,01 1 ***P<0,001.

Przeprowadzona analiza wykazala, iz badane pochodne w zalezno$ci od dawki istotnie
statystycznie obnizaly wytwarzanie kwasu mlekowego w komorkach linii U-251 1 U-87 oraz
jego wydzielanie do medium hodowlanego, co koreluje ze zmniejszeniem poziomu glikolizy.
Najwicksza redukcja poziomu wytwarzanego w komorkach GBM kwasu mlekowego byta
obserwowana po traktowaniu 2-FG, 2-FM, 2-IM oraz 2,2-diFG, zwlaszcza w komarkach linii
U-251. Co wigcej, stwierdzono zalezno$¢ miedzy hamowaniem wytwarzania mleczanu w
medium i lizatach a badang linig komérkowa. W przypadku linii U-87 silniejsze hamowanie
wytwarzania mleczanu zaobserwowano w medium komoérkowym, natomiast druga badana linia

charakteryzowata si¢ mniejsza ilo$cig tego zwigzku w lizatach komorkowych.

4.1.6. Wplyw pochodnych 2 -DG na aktywnos¢ HK II w komodrkach GBM linii U-87 i U-
251

W celu weryfikacji wpltywu pochodnych 2-DG na aktywno$¢ pierwszego enzymu w
szlaku metabolicznym glukozy — heksokinazy II (HK II), przeprowadzono analiz¢ z
wykorzystaniem testu kolorymetrycznego Hexokinase Assay Kit. Poziom aktywnosci HK 11
byt oceniany w lizatach komérkowych. W analizie zastosowano analogiczne do poprzednich
eksperymentéw zakresy stezen badanych pochodnych. Wykazano, ze wraz ze wzrostem
stezenia zwigzkow dochodzi do istotnego statystycznie zahamowania aktywnosci heksokinazy

IT w obu liniach komoérkowych po 72 h inkubacji (Rycina 20).
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Rycina 20. Ocena wplywu badanych pochodnych A) 2-DG [2,5-10 mM] i WP1122 [0,5-2 mM], B) 2-
FG [1-5 mM] i 2-FM [1-5 mM], C) 2-IG [1-10 mM] i 2-IM [1-10 mM], D) 2-CG [5-10 mM] i 2-CM
[2-40 mM], E) 2-BG [10-20 mM] i 2-BM [20-40 mM], F) 2,2-diFG [0,5-10 mM] na aktywnos¢
heksokinazy II w komoérkach linii U-251 1 U-87 po 72 h inkubacji. Aktywnos$¢ HK II jest proporcjonalna
do ilosci wydzielanego NADH. Istotno$¢ roéznic pomiedzy poszczegdlnymi stezeniami a kontrolg

oznaczono *P<0,05, **P<0,01 1 ***P<0,00].
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4.1.7. Wplyw halogenopochodnych 2-DG na indukcje¢ autofagii w komorkach GBM

W celu zweryfikowania roli autofagii w cytotoksycznym mechanizmie dziatania
analizowanych zwigzkéw zastosowano chloroching (CQ), powszechnie wykorzystywany
inhibitor fuzji lizosomoéw do autofagosomoéw, hamujacy przebieg procesu autofagii.
Efektywne, nietoksyczne st¢zenie CQ zostalo wyznaczone w te$cie dawka-odpowiedz, w
ktoérym oceniono wptyw wybranych stezen CQ [5 -100 uM], na zywotno$¢ komorek U-87 i U-
251 po 72 h inkubacji (Rycina 21).

1.5- 1.5+
- U-251 —_ uU-87
3 °
g £ ns ns
-g -g 1.0
ﬁ,\_". § e
:3 ok :8
2 ok £ 0.5
2 g kel Jedede kK
0.0
S & S 2N P e &S
Chlorochina [uM] Chlorochina [uM]

Rycina 21. Zywotno$¢ komorek linii U-251 i U-87 mierzona za pomocg testu MTS po 72 h inkubacji
ze wzrastajacymi stezeniami chlorochiny (CQ) [5-100 uM]. Istotnos¢ roznic pomigdzy poszczegdlnymi
stezeniami a kontrolg oznaczono *P<0,05, **P<0,01 i ***P<0,001.

Jak wskazuje Rycina 21, w obu badanych liniach komodrkowych najwyzsze
nietoksyczne st¢zenie CQ wynosito 10 uM.

Nastepnie przeprowadzono analize zywotnos$ci komorek linii U-87 poddanych dziataniu
wyznaczonych uprzednio st¢zen 1Cso badanych pochodnych w obecnosci CQ [10 uM] (Rycina
22).
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u-87

Zywotnosé [% kontroli]
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Rycina 22. Zywotno$¢ komorek linii U-87 mierzona za pomocg testu MTS po 72 h inkubacji z
wyznaczonymi stezeniami [Cso badanych zwigzkéw: 2-DG [5S mM], WP1122 [1 mM], 2-FG [3 mM], 2-
FM [3 mM], 2,2-diFG [5 mM], 2-IG [10 mM], 2-IM [5 mM], 2-CG [10 mM], 2-CM [20 mM], 2-BG
[20 mM], 2-BM [20 mM] bez/z CQ [10 uM]. Istotnos¢ réznic pomigdzy poszczegdlnymi stezeniami a
kontrolg oznaczono *P<0,05, **P<0,01 i ***P<0,001.

Jak wskazuje Rycina 22, obecno$¢ CQ dziatata istotnie protekcyjnie tylko w przypadku
traktowania 2-FG, 2-FM oraz 2-DG, jednakze obserwowany wzrost zywotnosci (kilka procent)
nie modyfikowatl zasadniczo efektow cytotoksycznych badanych zwigzkow. W przypadku
pozostatych pochodnych 2-DG (WP1122, 2-1G, 2-IM, 2-CG, 2-CM, 2-BG, 2-BM, 2,2-diFG),
obecnos¢ CQ nie wplywata istotnie statystycznie na zywotno$¢ komorek traktowanych
badanymi zwigzkami. Wyniki te wskazuja, iz autofagia nie jest mechanizmem warunkujacym
cytotoksycznosé badanych pochodnych 2-DG, gdyz jej zahamowanie nie ochronito komorek
przed ich cytotoksycznym oddziatywaniem.

Zahamowanie przez CQ fuzji lizosoméw i autofagosomédw, prowadzi do akumulacji w
komorce niezdegradowanych biatek. Jednym z nich jest biatko MAP-LC3, zlokalizowane w
btonach autofagosomow, uznawane za marker procesu autofagii w komorkach. Jak wskazuje
analiza Western blot (Rycina 23), zadna z badanych pochodnych 2-DG nie indukowata wzrostu
poziomu biatka MAP-LC3, §wiadczacego o aktywacji procesu autofagii. Ponadto, obecnos¢
CQ we wszystkich traktowaniach indukowata zblizonym wzrostem poziomu biatka MAP-LC3,
co $wiadczy o obecnosci w komodrkach U-87 1 U-251 fizjologicznego procesu autofagii o

zblizonej intensywnos$ci. Uzyskane wyniki Western blot koreluja z obserwacjami uzyskanymi

91



z analizy MTS 1 wnioskiem o braku istotnego udziatu procesu autofagii w cytotoksycznym

oddzialywaniu pochodnych 2-DG wobec komérek GBM.

& 5 s $
S ~ N S 3 I
s & 3 § & 2 S e s $
U-251 3 * S Q * 3 N o o 2 &t
(3] s s o § s o o G O - N
J § ¥ & & S Y 28 3 a8 28
S+ T Ty 22 2SS Ly EEEEES S
TN 9 g & o ¢ S &
FE &SN £ &S dd T T TS ELEN A

MAPLC-3Ib
MAPLC-3lIb

U-87
16 MAPLC-3Ib
18 MAPLC-3IIb

Rycina 23. Analiza Western blot ekspresji markera autofagii — biatka MAP-LC3, po 72 h inkubacji z
odpowiednimi st¢zeniami ICsy badanych zwigzkow 2-DG [5 mM], WP1122 [1 mM], 2-FG [3 mM], 2-
FM [3 mM], 2,2-diFG [0,5 mM dla linii U-251 oraz 5 mM dla linii U-87], 2-IG [10 mM], 2-IM [5 mM],
2-CG [10 mM], 2-CM [20 mM], 2-BG [20 mM], 2-BM [20 mM] bez/z dodatkiem 10 pM chlorochiny
(CQ) A) w lizatach komorek linii U-251, B) w lizatach komorek linii U-87. Jako biatko referencyjne
oznaczono poziom aktyny.

4.1.8. Wplyw halogenopochodnych 2-DG na zmiany ultrastruktury badanych komoérek
W celu oceny wptywu badanych pochodnych na morfologi¢ komorek GBM, wykonano
analize ultrastruktury komoérek z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
(TEM) po 24 h inkubacji z wyznaczonymi st¢zeniami ICso badanych zwigzkow: 2-DG [5S mM],
WP1122 [1 mM], 2-FG [3 mM], 2-FM [3 mM], 2,2-diFG [0,5 mM dla linii U251 oraz 5 mM
dla linii U87], 2-1G [10 mM], 2-IM [5 mM], 2-CG [10 mM], 2-CM [20 mM], 2-BG [20 mM],
2-BM [20 mM] oraz komorek nietraktowanych. Rycina 24 przedstawia reprezentatywne

zdjecia TEM morfologii komorek.

92



93



Rycina 24. Obraz ultrastruktury komorek nietraktowanych (ctrl) oraz traktowanych 2-DG [5 mM],
WP1122 [2 mM], 2-FG [3 mM], 2-FM [3 mM], 2,2-diFG [5 mM], 2-IG [10 mM], 2-IM [5 mM], 2-CG
[10 mM], 2-CM [20 mM], 2-BG [20 mM], 2-BM [20 mM] przez 24 h inkubacji. Na zdje¢ciach oznaczono
wybrane struktury komorkowe: N- jadro komorkowe, M — mitochondria, AV -wakuole autofagowe.

Analiza morfologii komodrek ujawnita obecnos$¢ licznych wakuoli autofagowych,
organelli typowych dla procesu makroautofagii, zarowno w komoérkach kontrolnych jak i
traktowanych badanymi pochodnymi. Szczegdlng uwage zwrocily jednak zmiany
morfologiczne zachodzace w mitochondriach. Pod wptywem 24 h inkubacji komérek GBM ze
stezeniami ICso pochodnych 2-DG, zaobserwowano obkurczanie oraz zwigkszenie gestosci
elektronowej tych organelli, widoczne jako ciemniejsze zabarwienie. Ponadto mitochondria

przybieraly wydtuzony ksztalt oraz taczyly si¢ ze soba. Zmiany te wskazuja na zaburzenia
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aktywnosci fizjologicznej mitochondriow, jednakze identyfikacja mechanizmoéow dysfunkcji

wymaga dalszych analiz.

Podsumowujac badania cytotoksycznego oddzialywania halo- i acetylo-pochodnych 2-
DG na modelu in vitro linii U-87 i U-251 glejaka wykazano, iz oddziatywanie pochodnych jest
zalezne od rodzaju, ale nie orientacji, podstawnika w strukturze 2-DG (za wyjatkiem
jodopochodnych). Wsréd analogéw 2-DG najsilniejsze efekty cytotoksyczne zaobserwowano
w przypadku WP1122, 2,2-diFG, 2-FM, 2-FG a takze 2-IM podczas gdy bromo- i chloro-
pochodne byty aktywne tylko w bardzo wysokim st¢zeniu, niemozliwym do osiggnigcia w
warunkach fizjologicznych. Modyfikacja, ktora znaczaco poprawia aktywnos$¢ biologiczng 2-
DG jest acetylacja czasteczki. WP1122, diacetylowana pochodna 2-DG wykazywata wysoka
aktywno$¢ przeciwnowotworowa na obu liniach komérkowych w st¢zeniach istotnie nizszych
niz 2-DG.

Aby zweryfikowaé podloze zrdéznicowanego oddzialywania badanych pochodnych
wykonano analizy biochemiczne, majace na celu identyfikacj¢ oddziatywania badanych
pochodnych 2-DG z HK II. Mozna bowiem zatozy¢, iz rdézna aktywnos$¢ cytotoksyczna
halogenopochodnych jest uzalezniona od ich zdolno$ci do wigzania i hamowania aktywnosci

HK I, ktéra moze by¢ zalezna od wielko$ci podstawnika.

4.2. Badania biochemiczne i fizykochemiczne
4.2.1. Produkcja rekombinowanego bialka heksokinazy 11

W celu oceny zdolno$ci oddziatywania i hamowania aktywno$ci heksokinazy przez
badane pochodne 2-DG oraz poznania mechanizmu tych oddziatywan, podjeto probe
krystalizacji kompleksow pochodnych 2-DG z heksokinazg II (HK II). Produkcja biatka
rekombinowanego HK II zostata przeprowadzona w systemie bakteryjnym z wykorzystaniem
szczepu E. coli BL21-(DE3). Gen HKII zostat wprowadzony do pMCSG7 przy wykorzystaniu
techniki Gibson Assembly. Plazmid zawieral rowniez gen opornosci na ampicyling, ktory
umozliwiat selekcje transformowanych klonéw bakterii. Rycina 25 przedstawia mape plazmidu

wykorzystanego do transfekcji.
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HK2-pMCSG7-GA-shortened (7992 bp)

PshAI,Bgll FspAl
BsmBI,BsaXI PpuMI, Bpu10I
BssHII, Hpal BsmBI,Pfol
NmeAIII,PspOMI, Apal DrdI
BstEII PF1FI, Tth1111,BsaAl, +2
BspQl, Sapl
Mlul Af1III,Pcil
Af1III DrdI
BssSI

BssSal

BstAPI
PFIMI
EcoNI, +1
SphI Acul
Sgral
Xbal
+2 AhdI
+4 Bsal
Ndel BglI
+1
Pvul
Mscl
Scal
Mfel BssSI
Nsil BssSal
Acul
Ajul CspCI
BsaAl, Pmll
BstEII Styl,Blpl
BmgBI Aval,BsoBI,PaeR71,+13
BlpI BsmI
Sgral BsrGI
EcoRI, Nrul,Nsil EcoNI

Bpu10I, Sspl

Rycina 25. Plazmid rekombinacyjny pMCSG7 kodujacy gen HK II, zaprojektowany przy uzyciu
platformy benchling.com.

W celu powielenia fragmentu DNA kodujacego gen HK21 przeprowadzono reakcje
PCR aby namnozy¢ wektor oraz insert. Amplifikacje wektora uzyskano w gradiencie
temperaturowym 68,5-72°C. Poprawno$¢ reakcji PCR potwierdzono za pomoca rozdziatu

elektroforetycznego (Rycina 26).
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Wektor w gradiencie temperaturowym (68,5-72°C)
Wektor Insert pna ladder :
(nieudany) " A

<+~ 10000bp
+—10000 bp
+— 3000bp . e - 5000 bp
<+— 3000 bp

bl 1 1 1 1 1 1 1

Y A

Rycina 26. Rozdziat elektroforetyczny insertu oraz wektora po reakcji PCR.

Nastepnie przeprowadzono klonowanie molekularne, czyli wprowadzenie insertu oraz
wektora do plazmidu pMCSG7, metoda Gibson Assembly i transformowano tak uzyskane DNA
do szczepu ekspresyjnego bakterii kompetentnych E. coli. Metoda rozdzialu
elektroforetycznego upewniono si¢, ze transformowane kolonie zawieraja wklonowane DNA

(Rycina 27), ktérego sekwencj¢ potwierdzono sekwencjonowaniem metodg Sangera.

kolonia3 kolonia2 kolonial DNA ladder

- - - <= 5000 bp

6000bp

Rycina 27. Rozdzial elektroforetyczny kolonii bakterii kompetentnych E. coli zawierajacych
wklonowany materiat genetyczny.

Prawidlowy wynik sekwencjonowania pozwolit na przeprowadzenie kolejnego etapu

procesu, ktorym byta transformacja DNA do szczepu ekspresyjnego i testowanie warunkéw

ekspresji biatka pod wzglgdem stezenia IPTG, temperatury hodowli oraz gestosci bakterii, przy
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ktorej indukowano ekspresje. Celem optymalizacji byto uzyskanie najwyzszej ekspresji biatka
HK II.

Jak wskazuje Rycina 28, wickszos$¢ biatka HK 11 (oznaczone strzaltka) znajdowata sie w
nierozpuszczalnych ciatkach inkluzyjnych a nie frakcji rozpuszczalnej, co znacznie utrudniato

jego oczyszczanie i redukowato wydajnos¢ ekspresji.

frakcja rozpuszczalna lizaty

Rycina 28. Rozdziat elektroforetyczny supernatantu oraz lizatow komorkowych otrzymanych w wyniku
testowania roéznych warunkow ekspresji HK II. Nad $ciezkami oznaczono testowane warunki:
temperatura 15 °C lub 12 °C oraz gestos¢ hodowli: 0,3 Tub 0,6 ODeo.

W zwigzku z niska wydajnos$cia ekspresji heksokinazy I w formie rozpuszczalnej, w
celu poprawy tej ekspresji, w plazmidzie wprowadzono pojedyncza mutacje polegajaca na
delecji pierwszych siedmiu aminokwaséw na N-koncu. W tym celu zaprojektowano i
zamdwiono nowe startery i przeprowadzono reakcje PCR oraz powtoérzono wszystkie etapy
procesu. Obraz ekspresji biatka HK II po przeprowadzeniu procesu ukierunkowanej

mutagenezy obrazuje rozdziat elektroforetyczny na Rycinie 29.
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100 kDa

Rycina 29. Ekspresja heksokinazy II z plazmidu po mutagenezie we frakcji rozpuszczalnej
(supernatant) lizatu bakteryjnego dla kilku przyktadowych badanych warunkow. Nad $ciezkami
oznaczono testowane warunki: temperatura 16 °C, gesto§¢ hodowli: 0,3 lub 0,6 ODego, oraz stezenia
IPTG: 0,1; 0,2; 0,4; 0,5 lub 1 uM, L- marker.

Uzyskanie wysokiej ekspresji biatka HK II w rozpuszczalnej frakcji lizatu bakteryjnego
pozwolito na jego produkcje w duzej skali (2 L), a nastgpnie jego oczyszczanie metoda
chromatografii powinowactwa IMAC (Rycina 30). Uzyskane frakcje analizowano
elektroforetycznie. Uzyskano wysoka ekspresje biatka w lizatach komorkowych, ale takze we
frakcji po oczyszczaniu (po elucji z imidazolem). Wybrana metoda wstepnego oczyszczania

okazata si¢ optymalna dla badanego biatka.

—

Rycina 30. Frakcje uzyskane po oczyszc;;niu supernatantu za pomocg chromatografii IMAC: frakcja
1- lizat komoérkowy, frakcje 2,3- frakcje uzyskane przez ptukanie kolumny buforem do lizy, frakcja 4-
frakcja uzyskana z elucji z imidazolem.
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W kolejnym etapie produkc;ji, biatko oczyszczano metoda chromatografii wykluczania (SEC).
W metodzie SEC kolejno$¢ wymywanych biatek zwigzana jest z zatrzymywaniem czgasteczek
w porach ztoza, a czas ich przebywania wewnatrz porow jest proporcjonalny do ich wielkosci.
Frakcje odpowiadajace czystemu rekombinowanemu biatku HK II oczyszczone metoda
chromatografii IMAC, a nast¢pnie zat¢zone naktadano na kolumne GE Superdex 200 16/60 w
ilosci 300 pl. Szybkos$¢ przeptywu utrzymywano w zakresie 0,5 ml/min. Probki odpowiadajace
eluowanym frakcjom w zakresie masy czasteczkowej HK II zbierano i przeprowadzano ich

rozdziat elektroforetyczny celem oceny czystosci. Jak wskazuje Rycina 31 uzyskano czyste

prazki biatkowe zgodne z rozmiarem czgsteczki dimeru HK II (ok. 100 kDa).

A

1-23-2020 001

masU — UV 1_280
12.55 Cond
2200
Conc B
2000 1\7,39
| h
1800 1171
1600 | L‘1
1400 Jl |
1200 l II| | |
1000 (I ||
800 r |
600 | |
|
400 |
I
200 /
; —— A
01 f= ] Elutior]
0 5 10 15 20 25 EVL
Peak Table
Peak Retention Area Area % Ext coeff. Fraction(s) Volume
(ml) (ml*mAU) (mgml " ecm ™) (ml)
Peak A 11.712 1070 14.76 0.548] 1.A.11-1.A.12 0.999
Peak B 12.551 4161 57.37 0.548 1.B.1-1.B4 2.000
Peak C 13.888 2022 27.88 0.548 1.B.5-1B.7 1.500
Amount Concentration Conductivity
(mg) (mg/ml) (mS/cm)
9.767 9.772 48.32
37.970 18.986 47.75
18.451 12.296 48.06

100



B M Al0 All Al2 BL B2 B3 B4 BS B6 B7

Tcesdgddee
-

<

L

Rycina 31. A) Profil elucji rozdzialu SEC oczyszczonego preparatu biatka HK I1. Frakcja wyptywajaca
przy 12-14 ml odpowiada masie czasteczkowej 100 kDa B) Rozdziat elektroforetyczny SDS-PAGE
kolejnych frakcji uzyskanych po oczyszczaniu chromatografig SEC zebranych w zakresie piku.

W wyniku przeprowadzenia powyzszych prac wyprodukowano rekombinowane biatko
ludzkiej heksokinazy II, ktére w kolejnych etapach miato zosta¢ wykorzystane do ustalenia
charakteru oddzialywania badanych pochodnych z HK II na podstawie ich struktur
krystalograficznych.

4.2.2. Proby krystalizacji biatka HK 11

W celu ustalenia charakteru oddzialywania badanych pochodnych z HK II, podj¢to
proby krystalizacji uzyskanego biatka HK II. Rozpuszczalniki oraz warunki prowadzenia
procesu krystalizacji opisano w rozdziale Materiaty 1 Metody. Krystalizacja byta prowadzona
przez okres kilku miesiecy, ale dotychczas nie zaobserwowano powstawania krysztalow o
jakos$ci wystarczajacej do badan krystalograficznych przy uzyciu krystalografii rentgenowskie;.
Krystalizacja biatek jest procesem niezwykle trudnym, a uzyskanie satysfakcjonujacych
krysztalow jest bardzo czasochtonne. Dotychczas nie udato si¢ uzyska¢ krysztalow
speliajacych wymagania do przeprowadzenia analiz krystalograficznych, jednakze w ramach
projektu trwaja réowniez prace nad dokowaniem oddzialujacych halogenopochodnych do
centrum aktywnego HK 1II z wykorzystaniem alternatywnych metod modelowania

molekularnego oraz spektroskopii NMR.

4.2.3. Analiza struktury krystalicznej pochodnych 2-DG
W celu ustalenia struktury badanych pochodnych 2-DG, wykonano proby uzyskania

odpowiednich do analizy krysztatéw poprzez krystalizacje metoda stopniowego chtodzenia z
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wykorzystaniem szeregu rozpuszczalnikow. Proby krystalizacji zwigzkow z roztworu wodnego
konczyly si¢ uzyskiwaniem lepkiej fazy amorficznej, dopiero krystalizacja z rozpuszczalnikow
organicznych (etanol, izopropanol) pozwolita na otrzymanie mieszaniny krystalicznej oraz
amorficznej fazy szklistej. W przypadku kazdego z badanych zwigzkow faza krystaliczna
sktadata si¢ z agregatow, w ktorych obserwowano monokrysztaly. Krysztaly wykazywaty
pokrdj igietkowy lub kolumnowy. Badania za pomoca krystalografii rentgenowskiej wykazaty,
ze wprowadzenie atomu halogenku nie powoduje istotnych zmian konformacyjnych w
porownaniu do 2-DG, a wszystkie zbadane zwigzki wystepuja w najstabilniejszej i najbardziej
korzystnej energetycznie konformacji krzestowej typu “C;.

Analiza rentgenostrukturalna dodatkowo potwierdzita tozsamo$¢ wszystkich badanych
zwigzkow. Wiekszo$¢ z nich wykrystalizowata w rombowej grupie przestrzennej P212121 ktdra
jest czesto spotykana wsrdd krysztalow sacharydéw. Jedynym wyjatkiem byla czasteczka 2-
CM, ktora tworzyta krysztalty w ukladzie jednosko$nym w grupie przestrzennej P2;. W
przypadku wszystkich badanych zwigzkéw, asymetryczna jednostka sieci krystalicznej

zawierata jedng czasteczke zwiagzku (Rycina 32).

Rycina 32. Struktury krystaliczne badanych zwigzkow ze schematem numeracji atoméw. Elipsoidy
przemieszczen atomowych zostaly przedstawione z 50% prawdopodobienstwem. Atomy wodoru (H)
zostaty przedstawione jako biate kule o dowolnym promieniu.
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2-CM okazat si¢ solwatem, w ktorym niezalezna cz¢$¢ komorki elementarnej zawierata
dodatkowo jedna czasteczk¢ wody. Wszystkie badane zwigzki krystalizuja jako S anomery,
wyjatkiem jest 2-IG ktory w stanie krystalicznym tworzy a anomer.

Mimo, ze obecnos$¢ atomu halogenu nie ma wptywu na samg struktur¢ pierscienia to
substytucja w pozycji C2 ma istotny wptyw na strukturg krystaliczng badanych zwigzkow.
Zmiany w strukturze krystalicznej sa spowodowane gltéwnie przez efekty steryczne - wigkszy
rozmiar atomu podstawnika prowadzi do powstania struktury warstwowej o wyzszym stopniu
upakowania. Pomimo efektywnego wypelnienia przestrzeni sie¢ wigzan wodorowych jest
mniej gesta w pochodnych chloro- i jodo- ze wzgledu na rozmiary podstawnika.

W zwiagzku z tym, ze fluor dobrze nasladuje zarowno wodor jak i grupe hydroksylowa
w wielu uktadach, krysztaty obu fluoropochodnych maja strukture bardzo zblizong do anomeru
S 2-DG. Ani upakowanie, ani wzor wigzania wodorowego nie ulegaja znaczacym zmianom.

Uzyskane struktury krystaliczne zostang wykorzystane do wykonania modelowania
oddziatywania halogenopochodnych ze strukturami krystalicznymi HK II, zdeponowanymi w

dostepnych bazach danych.

4.2.4. Hamowanie aktywnosci HK II przez halogenopochodne w ukladzie
pozakomorkowym

Ze wzgledu na brak mozliwosci uzyskania krysztatow HK 11, przeprowadzono analize
wptywu badanych pochodnych na aktywnos¢ HK II w uktadzie pozakomérkowym. W tym celu
wykorzystano test zawierajacy rekombinowane biatko HK II. W pierwszym etapie oceniono
wptyw fluoro-pochodych na aktywno$¢ heksokinazy bakteryjnej pochodzacej z Bacillus
Subtilis (Rycina 33A) oraz ludzkiej HK II (Rycina 33B). Analizy wskazaly selektywne

hamowanie ludzkiej heksokinazy przez badane zwigzki.
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Rycina 33. Ocena wptywu fluoropochodnych 2-DG na aktywnos$¢ A) heksokinazy bakteryjnej B)
ludzkiej HK II w uktadzie pozakomoérkowym oceniona testem Hexokinase Inhibitor Assay Kit firmy
Abcam.

Nastepnie, wykonano analizy oddziatywania badanych halogenopochodnych 2-DG na
aktywnos$¢ ludzkiej HK II (Rycina 34).
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Rycina 34. Por6wnanie wptywu fluoro-, chloro- i bromo-pochodnych 2-DG na hamowanie aktywnosci
ludzkiej HK II w uktadzie pozakomérkowym.

Jak ilustruje Rycina 34, kazda z badanych halogenopochodnych wykazata wtasciwosci
supresyjne wobec aktywno$ci HK II w uktadzie pozakomoérkowym w stopniu silniejszym niz
wyjsciowa 2-DG. Najsilniejsza aktywno$¢ supresyjna wykazata 2,2-diFG (stezenie efektywne
ok. 0,5 mM), podczas gdy najstabsze dziatanie obserwowano dla chloro-pochodnych. Wynik
ten koresponduje z wynikami badan in vitro, w ktorych 2,2-diFG wykazywata aktywno$¢
biologiczng w zblizonym zakresie stezen, podczas gdy chloro-pochodne nie byly aktywne. Co
ciekawe, analiza wykazata, iz bromo- i jodo-pochodne takze silnie hamuja aktywno$¢ HK II,
co nie bylo obserwowane w uktadzie in vitro (Rycina 20). Wyjasnienie tego zjawiska wymaga
dalszych badan biochemicznych i fizykochemicznych, ktore zidentyfikowatyby inne
oddzialywania, ktore warunkujg brak efektow bromo- i jodo-pochodnych w badanych

komorkach.
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Rycina 35. Porownanie wpltywu 2-DG, jodopochodnych 2-DG oraz 2,2-diFG na hamowanie
aktywnosci ludzkiej HK II w uktadzie pozakomorkowym.

Ze wzgledu na rozbieznos$ci dotyczace wynikow hamowania aktywnosci HK 1II testem
Hexokinase Inhibitor Assay Kit (Abcam), a obserwowanych aktywnosci cytotoksycznych in
vitro, wykonano dodatkowg analize potwierdzenia specyficzno$ci wykorzystywanego testu. W
tym celu do uktadu badawczego 2,2-diFG wprowadzono wzrastajace stezenia glukozy [5, 10,
20, 40 mM], ktore kompetycyjnie znosily hamujace dziatanie fluoro-pochodnej, podtrzymujac
aktywno$¢ HK II (Rycina 36).
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Rycina 36. Analiza wptywu dodatku 5, 10, 20 i 40 mM glukozy na zdolno§¢ hamowania aktywnosci
HK II przez 2,2-diFG [5 mM]. Absorbancja [OD] przy dtugosci fali 450 nm jest wprost proporcjonalna
do aktywnosci HK II w czasie. Jako kontrolg dziatania enzymu wykorzystano czysty bufor reakcyjny.

Jak wykazata przeprowadzona analiza, 5 mM 2,2-diFG blokuje aktywnos¢ HK 11 w
czasie od 0 do 40 min (na wykresie zaznaczono kolorem zielonym). Wprowadzenie rosnacych
stezen glukozy niwelowato hamujacy wpltyw 2,2-diFG na aktywno$¢ badanego enzymu.
Wykazano, ze juz 5 mM glukozy wystarczy do osiaggni¢cia aktywnos$ci porownywalnej z proba
kontrolng.

Wynik eksperymentu potwierdzit specyficzno$¢ i poprawnos¢ wykonanej analizy i
pozwala na wnioskowanie o supresyjnych wlasciwosciach badanych zwigzkéw wobec
aktywnosci ludzkiej HK 11.

Przeprowadzone badania fizykochemiczne nie pozwolity na jednoznaczne
rozstrzygnigcie przyczyn zroznicowanego oddzialywania biologicznego halogeno-
pochodnych. Zdolno$¢ hamowania aktywnosci HK II jest jednym z mechanizméw ich
dziatania, jednakze dalsze badania sa konieczne, aby zidentyfikowaé inne parametry,

modulujace aktywnos$¢ biologiczng halogenopochodnych 2-DG.
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5. Dyskusja
5.1. Specyfika metabolizmu komorek nowotworowych jako cel terapeutyczny

W ostatnich latach gwaltownie wzrasta poziom wiedzy na temat przebiegu
kancerogenezy oraz znaczenia w tym procesie specyfiki metabolizmu komorek
nowotworowych i jego odmiennosci od metabolizmu komorek prawidlowych. Zgromadzone w
ostatnim czasie dowody wskazuja, iz zmieniony metabolizm w komoérkach nowotworowych
jest nie tylko cecha charakterystyczng nowotworu, ale moze by¢ podstawowa przyczyna
rozwoju 1 progresji choroby nowotworowej [214]. Przetlomowym odkryciem w zakresie
opracowywania terapii ukierunkowanej na metabolizm nowotworu bylo zidentyfikowanie
znaczenia 2-hydroksyglutaranu — onkometabolitu, wystgpujacego w wysokich stgzeniach w
komorkach glejaka [215]. Poprzez modyfikacje wzorcow metylacji histondw, 2-
hydroksyglutaran zaburza ekspresj¢ genow prowadzac do kancerogenezy [216]. Wsrdd ostatnio
scharakteryzowanych onkometabolitow sg takze fumaran (w raku nerkowokomoérkowym),
sarkozyna (w raku prostaty) glicyna (w raku piersi), asparagina (w bialaczce), cholina (w raku
prostaty, mozgu i piersi), oraz mleczan, glukoza, glutamina i seryna [217]. Wzrost stezenia i
akumulacja onkometabolitow wigze si¢ z podtrzymywaniem wysokiego tempa ich
metabolizmu, w tym glikolizy, glutaminolizy czy metabolizmu kwasu foliowego [217].
Odkrycie onkometabolitow dostarcza dowoddéw na zaburzenia metabolizmu nowotworu
wigzacego si¢ z zaburzeniami produkcji energii. Przyspieszony metabolizm komorek
nowotworowych generuje zwickszone zapotrzebowanie na substancje odzywcze w tym
aminokwasy, czego konsekwencja jest wzrost zapotrzebowania na m.in. glutaming,
wykorzystywang m.in. do ich syntezy, ale takze bioracg udzial w wytwarzaniu energii,
przekazywaniu sygnatéw komorkowych i biosyntezie nukleotydéw. Komoérki nowotworowe
przeprogramowuja metabolizm glutaminy z oksydacyjnego na redukcyjng karboksylacje
wytwarzajac cytrynian w celu podtrzymania proliferacji [218]. Komodrki nowotworowe
metabolizuja réwniez inne substancje, takie jak kwasy tluszczowe, octan, kwas 3-
hydroksymastowy, mleczan, pirogronian oraz glukoz¢ w znacznie wyzszym tempie niz
komorki niezmienione. Wykorzystanie rdznic w metabolizmie komorek nowotworowych i
prawidtowych jest obiecujaca i coraz czeséciej stosowang strategia terapeutyczng.

W ostatnich latach wiele lekow ukierunkowanych na odmienny metabolizm komoérek
nowotworowych zostalo zarejestrowanych przez FDA (ang. Food and Drug Administration,
Agencja Zywnosci i Lekéw) do stosowania w klinice. W$rdd nich znajdowaty sie: Pemetreksed
- antagonista foliandw, zaburzajacy procesy metaboliczne wykorzystujace kwas foliowy czy

tez 5-fluorouracyl lub Gemcytabina, analogi nukleotydow zaburzajace syntez¢ DNA [219]. W
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badaniach klinicznych I i II fazy w ostatnich latach analizowano takze m.in. leki redukujace
stezenie asparaginy (Elspar, Oncaspar, Erwinaze), czy zwiazki ukierunkowane na zmieniony
metabolizm glutaminy (Butionina, Imexan) [220]. Zatwierdzenie przez FDA terapii celowane;j
(Ivosidenib (AG-120), Enasidenib (AG-221)) w zmutowane IDHI1/2 w ostrej biataczce
szpikowej (ang. acute myeloid leukemia., AML) stanowi przetom w precyzyjnym celowaniu w
metabolizm nowotworu. IDH1/2 katalizuja reakcje przeksztalcania izocytrynianu do a-
ketoglutaranu i sg kodowane przez najczg¢sciej mutujace metaboliczne geny w ludzkich
nowotworach [221-223]. Mutacje te skutkuja utrata przez enzymy IDHI/2 aktywnos$ci
katalitycznej w wyniku czego a-ketoglutaran ulega redukcji do 2-hydroksyketoglutaranu, ktory
sprzyja procesowi kancerogenezy [224]. Czgste mutacje IDH wystepuja w nowotworach
moézgu w zwigzku z czym wiele inhibitorow II generacji przekraczajacych BBB jest w trakcie
badan klinicznych, m.in. LY3410738 [225], DS.-1001b [226], Olutasidenib (FT-2102) [227],
Vorasidenib (AG-881) [228], réwniez w terapii glejakow [229]. W badaniach klinicznych jest
takze inhibitor glutaminazy CB-839 oraz czasteczka CPI-613, inhibitor dehydrogenazy
pirogronianowej (z ang. pyruvate dehydrogenase, PDH) i dehydrogenazy ketoglutaranowej,
badane w kierunku terapii AML i raka trzustki [219].

Unikalng zaletg terapii celowanych w metabolizm komoérek nowotworowych jest fakt,
ze mierzalne biomarkery wystepujace w osoczu sg substratami lub produktami reakcji
docelowych enzymow (lekow), dzigki czemu szybko 1 fatwo mozna zweryfikowac ich dzialanie
[227]. Strategia terapeutyczna opierajaca si¢ na celowaniu w zmieniony metabolizm komorek
nowotworowych obejmuje ukierunkowanie na trzy gtéwne, niezbednych do przezycia komorki

elementy: aminokwasy, kwasy tluszczowe oraz glukoze [219].

5.2. Hamowanie procesu glikolizy w terapii nowotworow

Wykorzystanie zalezno$ci komorek nowotworowych od dostepnosci glukozy i1 procesu
glikolizy, nawet w warunkach dostepnosci tlenu, oraz faktu, ze w komoérkach guza wychwyt
glukozy jest 20-krotnie wyzszy niz w komorkach prawidtowych jest strategia zyskujaca coraz
wicksze zainteresowanie. Obecnie rozwijanych jest kilka wysoce specyficznych inhibitorow
metabolicznych allosterycznie oddziatujacych na miejsca katalityczne enzyméw. Kluczowym
wyzwaniem zwigzanym z inhibicja miejsc aktywnych enzyméw jest przewaga kieszeni
hydrofobowych w enzymach metabolicznych, przez co wyzsza specyficzno$¢ wykazuja tu
inhibitory allosteryczne. Jednym z przykladow jest inhibitor miejsca aktywnego
dehydrogenazy mleczanowej (LDH)(NCATS-SM1440/NCATS-SM1441) o nanomolowej

skutecznosci, potwierdzonej in vivo w mysich modelach nowotworéw [230]. Hamowanie LDH
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jest popularnym celem terapeutycznym. Wykazano m. in. iz nokaut LDH skutkuje
zahamowaniem wzrostu nowotworu phluc [231] oraz ogranicza wzrost heteroprzeszczepu
ludzkiego chioniaka oraz raka trzustki w modelu mysim [71]. Poza enzymami zaangazowanymi
w przeksztatcanie glukozy, celem terapeutycznym sa rowniez btonowe transportery glukozy.
Przyktadem leku ukierunkowanego na transporter GLUT1 jest czasteczka STF-31, ktorej
skuteczno$¢ wykazano in vivo w heteroprzeszczepach raka nerkowokomorkowego (ang. renal
cell carcinoma, RCC) [232]. Z kolei czasteczka BAY-897 (inhibitor GLUT1) zaburzata wzrost
heteroprzeszczepu potrdjnie negatywnego raka piersi [233]. Silibinina i Cytochalazyna B
wykazuja wlasciwosci supresyjne wobec GLUTI, indukujgc apoptoze w ludzkich liniach
komoérkowych raka piersi oraz raka ptuc (ang. non-small cell lung carcinoma, NSCLC) [234,
235]. Kolejnym waznym enzymem glikolitycznym ktoérego obnizenie aktywnos$ci wyraznie
spowalnia proces glikolizy jest PKM2. Wykazano, ze hamowanie PKM2 zatrzymuje rozwdj
heteroprzeszczepu niedrobnokomoérkowego raka ptuc (NSCLC) in vivo [236]. W ostatnich
latach byly prowadzone takze badania kliniczne I fazy pacjentow z GBM z wykorzystaniem
innego inhibitora glikolizy, dichlorooctanu (ang. dichloroacetate, DCA) (NCT00540176)
[237]. DCA jest inhibitorem mitochondrialnej PDK, ktory ogranicza natgzenie glikolizy i
wzmaga oksydacyjng fosforylacje, uwrazliwiajagc komorki na indukcj¢ apoptozy. Co wazne,

dotychczasowe badania kliniczne fazy I wykazaly wysokie bezpieczenstwo DCA u ludzi [238].

5.3. Inhibitory heksokinazy jako kandydaci na leki w terapii przeciwnowotworowej

Jednym z gléwnych celow terapii ukierunkowanej na specyficzny dla komorek
nowotworowych metabolizm glukozy jest heksokinaza II [239]. Nadekspresja HK II jest
obserwowana w wielu typach komoérek nowotworowych, w tym komorkach glejaka
wielopostaciowego [82]. Liu i wsp. [75] wykazali istotny zwigzek migdzy wysoka ekspresja
HK II, a krotszym catkowitym przezyciem pacjentdw z rakiem watrobowokomoérkowym,
rakiem zofadka i rakiem jelita grubego, uznajac HK II za niezalezny czynnik prognostyczny
pacjentéw z guzami litymi [75]. HK II jest pierwszym enzymem w szlaku przemian heksoz,
ktory katalizuje fosforylacje glukozy do G-6-P a nastgpnie jej wychwyt wewnatrzkomorkowy.
Jak wykazaty badania Patra i wsp. [2013], hamowanie aktywnos$ci HK II hamuje wzrost raka
piersi i raka ptuc in vivo [240].

Nalezy zauwazy¢, ze enzymy glikolityczne wykazuja stosunkowo wysokie stezenie
wewnatrzkomorkowe wynoszace 0,27 uM dla HK IT w poréwnaniu do 0,07 uM dla GLS1 (ang.
glutaminase 1, glutaminaza) w komorkach HeLLa41 [241]. Wysokie stezenie enzymow wymaga

zastosowania wysokich stezen inhibitorow, aby zapewni¢ ich catkowitg neutralizacj¢. Stwarza

110



to dodatkowe problemy z farmakokinetyka zwiazkow, dlatego wazne jest, aby postepowi badan
klinicznych specyficznych inhibitorow enzymow i transporteréw towarzyszyly rozbudowane
badania biologiczne, biochemiczne a takze strukturalne i fizykochemiczne.

Znanymi inhibitorami HK s3 m.in. 3-BrPA i lonidamina [239]. 3-BrPA wykazuje
wlasciwosci przeciwnowotworowe in vitro i in vivo w modelach raka watrobowokomorkowego
i raka phluc [242], jednakze w wysokich dawkach wykazuje rozlegle skutki uboczne
ograniczajace jej kliniczne zastosowanie [243]. Z kolei skuteczno$¢ lonidaminy w badaniach
przedklinicznych doprowadzita lek do badan klinicznych zar6wno w monoterapii jak 1 w
potaczeniu z innymi chemioterapeutykami (Cisplatyna, Diazepam). Jednakze badania kliniczne
I/II fazy z udziatem lonidaminy w terapii tagodnego guza gruczolu krokowego zostaly
zawieszone z powodu toksycznego oddziatywania leku na watrobe [244]. Dzigki zastosowaniu
nowoczesnych technik modelowania opartych o struktury krystaliczne HK II zdeponowane w
bazach danych, opracowano rowniez struktur¢ selektywnego inhibitora HK 1I -
benitrobenrazydu (BNBZ), ktéry wysoce efektywnie hamuje aktywnos$¢ enzymu w modelu in
silico (symulacje metoda mechaniki molekularnej i dynamiki molekularnej) [245]. Co ciekawe,
niektore bioaktywne zwigzki pochodzenia naturalnego rowniez wykazuja wilasciwosci
supresyjne wobec HK II. Dai i wsp. [246] wykazali hamujacy wplyw resweratrolu na
aktywno$¢ HK II prowadzac do zahamowania glikolizy i indukcji apoptozy komorek raka
watrobowokomodrkowego. Z kolei Tao i wsp. [247] wykazali supresyjne wlasciwos$ci genisteiny

wobec HK II w ludzkiej linii komoérkowe;j raka piersi.

5.4. 2-DG w terapii przeciwnowotworowej

Najlepiej poznanym i najczgsciej badanym inhibitorem glikolizy jest 2-DG. 2-DG
konkuruje z glukoza o transportery glukozy (GLUT), co czyni 2-DG kompetycyjnym
inhibitorem wychwytu glukozy. 2-DG jest allosterycznym inhibitorem niekompetycyjnym HK
IT oraz kompetycyjnym inhibitorem PGI [196]. Produkt przemian 2-DG, 2-DG-6-P, nie ulega
dalszemu metabolizmowi ze wzgledu na brak grupy hydroksylowej i akumuluje si¢ w
komorkach prowadzac do niedoboru ATP 1 w efekcie do $mierci komorki. Ostatnie badania
wskazuja jednak, iz nagromadzenie 2-DG-6-P prowadzi takze do aktywacji fosfataz Dogl i
Dog2 (ang. 2-deoxyglucose-6-phosphate phosphatase, fosfataza 2-DG-6-P), enzymow
majacych zdolnos¢ rozktadania 2-DG-6-P. Identyfikacja Dogl i Dog2 byta opisana w modelu
drozdzy, wskazuje jednak na mozliwy mechanizm opornosci komoérek na 2-DG [248]. Dane
literaturowe wskazuja bowiem przypadki linii komérkowych opornych na dziatanie 2-DG, np.

HepG2 (linia komoérkowa raka watroby) oraz HT29D4 (linia komérkowa gruczolaka jelita
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grubego) [249]. W ostatnim czasie zidentyfikowano rowniez mutacje w genie Saccharomyces
cerevisiae kodujgcym HK II, Hxk292%V powodujgcg utrate funkcji tego genu i skutkujaca
brakiem mozliwosci wigzania 2-DG [250]. Badania te podkre$laja istotng role nawet
minimalnych zmian konformacyjnych dla zdolnosci HK II katalizowania procesu glikolizy.

Istnieje wiele doniesien literaturowych potwierdzajacych efektywnos¢ 2-DG w
hamowaniu procesu glikolizy w grzybach [251], wirusach [252-254] oraz komoérkach
nowotworowych [249]. Wykorzystanie 2-DG w terapii raka po raz pierwszy zostato opisane w
literaturze przez Jain i wsp. [255]. Od tego czasu, 2-DG byla intensywnie badana a jej
wlasciwosci  cytotoksyczne opisano w literaturze w réznych modelach komorek
nowotworowych [41], w tym w modelu GBM [6,170,256].

Ze wzgledu na swoje wysokie podobienstwo strukturalne do czasteczki glukozy, 2-DG
przekracza BBB 1 wnika do komoérek za pomocg transporterow glukozy, dzieki czemu moze
by¢ skutecznie podawana pacjentom z nowotworami moézgu [100]. Wedlug Kim i wsp. [170],
2-DG hamuje zywotno$¢ oraz proliferacj¢ komorek GBM w stgzeniach, ktore sg zbiezne ze
stezeniami wyznaczonymi jako efektywne w niniejszej pracy. Z kolei Priebe i wsp. [256]
analizujac wplyw inkubacji z 2-DG na zywotnos$¢ panelu linit GBM w warunkach normoks;ji i
hipoksji wykazali, ze zarowno w obecnosci tlenu jak przy jego niedoborze, 2-DG hamowata
wzrost komérek GBM w stgzeniu 2-6 mM. Analogiczne obserwacje uzyskano w niniejszej
pracy doktorskiej (warto$¢ ICso wynosita okoto 5 mM). Wyniki te wskazuja, iz komorki glejaka
charakteryzuje wysoce glikolityczny metabolizm nawet w warunkach normoksji, co koreluje z
agresywnym wzrostem nowotworu i wysokg opornos$cig na stosowane terapie.

Poza efektywnym cytotoksycznym oddzialywaniem monoterapii 2-DG, liczne badania
opisuja pozytywne efekty 2-DG jako czynnika uwrazliwiajacego komorki, m.in. GBM na
dzialanie innych lekoéw. Podstawa stosowania terapii skojarzonej 2-DG ze standardowa
chemioterapig jest fakt, iz standardowa chemioterapia ogranicza si¢ do szybko dzielagcych si¢
komorek (zaréwno nowotworowych jak i prawidlowych), podczas gdy wolno-dzielace sig
komoérki pozostaja niewrazliwe. Wolno-dzielace si¢ komorki nowotworowe s3 czgsto
zlokalizowane w hipoksyjnym $rodowisku guza. Dlatego, liczni badacze postuluja, iz inhibitory
glikolizy, w tym 2-DG, moga potencjalnie zwigksza¢ cytostatyczne i cytotoksyczne efekty
dziatania lekow wobec komodrek w stanie niedotlenienia, o spotggowanym metabolizmie
glikolitycznym [257-259]. Przyktadem sg badania Sun i wsp. [260], ktorzy wykazali, iz 2-DG
uwrazliwia komérki GBM na cytotoksyczne oddzialywanie BCNU (ang. [,3-bis(2-
chloroethyl)-1-nitrosourea, 3-(3,4-dichlorofenylo)-1,1-dimetylomocznik) poprzez hamowanie

glikolizy oraz wzrost produkcji ROS i indukcj¢ stresu ER. Ponadto, Mohanti i wsp. [261]
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wykazali, ze 2-DG uwrazliwia komorki glejaka na radioterapi¢. Analogiczne badania kliniczne
byly kontynuowane przez inne zespoty a pacjentom z glejakiem podawano 200-300 mg/kg mc.
2-DG, 30 min przed napromieniowaniem i wykazano doskonala zgodnos¢, tolerancje i
bezpieczenstwo skojarzonego leczenia a dowody kliniczno-patologiczne potwierdzity ochrong
prawidtowej tkanki moézgowej [191,262]. Co ciekawe, dopiero w 2019 roku zostal
potwierdzony mechanizm dziatania 2-DG odpowiedzialny za przelamywanie opornosci na
radioterapi¢. Shah i1 wsp. [6] badajac wplyw wysokich dawek radioterapii na pochodzace od
pacjentow linie GBM wykazal wzrost poziomu autofagosomoéw, stresu ER i aktywacje
odpowiedzi niepofaldowanych bialek (UPR), ktore byly negatywnie skorelowane z

przezywalno$cia pacjentow.

5.5. Nowe pochodne 2-DG jako inhibitory heksokinazy

Do dzi$ 2-DG testowano w wielu modelach nowotworowych, réwniez w badaniach
klinicznych. Terapeutyczne zastosowanie 2-DG nie zostalo jednak finalnie wdrozone. Jak
opisano we Wstepie niniejszej pracy, gtowna przeszkoda sa niewystarczajace wilasciwosci
farmakokinetyczne czasteczki, jej krotki okres pottrwania i koniecznos¢ konkurencji z
fizjologicznie wysokim stezeniem glukozy we krwi. W odpowiedzi na opisane problemy
zaistniala konieczno$¢ poszukiwania analogow 2-DG, ktéore wykazywalyby podobne
wlasciwos$ci biologiczne, ale charakteryzowatyby si¢ lepsza farmakokinetyka. Konsekwencja
prac badawczych w tym kierunku byta synteza 2-FG a nastepnie innych pochodnych w ktérych
2 wegiel 2-DG jest podstawiony atomem halogenku: fluoru, chloru, bromu oraz jodu. Ponadto,
podjeto proby syntezy réznych acetylowanych pochodnych 2-DG, z czego najbardziej
obiecujagcym analogiem okazata si¢ czasteczka 3,6-di-O-acetylo-2-deoksy-D-glukoza
(WP1122). Nalezy podkresli¢, iz syntezy te sa procesami ztozonymi i jak wynika z literatury,
otrzymane w laboratorium Profesora Priebe halo-pochodne (bromo-, chloro, jodo) 2-DG sa
unikalne i istniejg nieliczne opublikowane dane opisujace ich wlasciwosci biologiczne.

2-FG jest najlepiej poznang pochodng 2-DG ze wzgledu na swoje szerokie zastosowanie
w diagnostyce. 2-FG zostata zsyntetyzowania w latach 70 XX w., co pozwolito na prowadzenie
badan dotyczacych akumulacji produktow przemian 2-FG w komorkach i ich wplywu na
glikolize [263]. Z kolei w latach 80 uzyskano 2-['*F]-DG do badaf nad metabolizmem glukozy
w ludzkim moézgu [264]. Som i1 wsp. [264] wykazali, ze 2-FG jest w wysokim stopniu
wchlaniana przez szybko rozwijajace si¢ nowotwory i dzigki tej wiasciwosci do dzi$ jest
wykorzystywana w diagnostyce guzow. Od tego czasu wlasciwosci 2-['¥F]-DG zostaly szeroko

opisane w literaturze [265,266] Nieliczne doniesienia odwotuja si¢ jednakze do efektow
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cytotoksycznych tego zwigzku wobec komoérek nowotworowych. Lampidis i wsp. [267]
wykazali wyzsza cytotoksyczno$¢ 2-FG w poréwnaniu do 2-DG wobec komorek
kostniakomigsaka linii 143B. Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki sg zgodne z przytoczonymi
obserwacjami 1 wykazaty réwniez wyzszg aktywno$¢ cytotoksyczng 2-FG w obu badanych
liniach komorkowych GBM. Zespo6t Lampidis i wsp. [267] wykonal takze zgrubne analizy
oddzialywania 2-CG i 2-BG, ale nie 2-1G wobec komorek kostaniakomigsaka. Analogicznie do
wynikow uzyskanych w niniejszej pracy doktorskiej, dziatanie 2-CG oraz 2-BG bylo istotnie
mniej efektywne niz 2-DG. Rozwazajac przyczyny uzyskanych wynikéw, Lampidis 1 wsp.
[267] poddali analizie in silico z wykorzystaniem modelowania, fizykochemiczne parametry
atoméw halogenkow. Porownujac 2-FG 1 2-DG stwierdzili, Ze nie ma istotnej réznicy miedzy
wielkoscig molekut fluoru i wodoru. Jednakze oddziatywania elektronowe fluoru sg bardziej
zblizone do oddziatywan grupy hydroksylowej w pozycji C2 glukozy niz wodoru w 2-DG.
Rozwazania te nasuwaja pytanie czy to powyzsze wlasciwosci determinuja wyzsza
cytotoksycznos¢ 2-fluoro pochodnych glukozy [267].

Co wazne, przeprowadzone analizy halogenowych pochodnych mannozy nie byly
dotychczas opisywane w literaturze. Ich celem bylo okre§lenie znaczenia orientacji
podstawnika wobec efektéw biologicznych czasteczek. Jak wskazuja otrzymane wyniki,
jedynie w przypadku jodopochodnych aktywno$¢ cytotoksyczna pochodnej mannozowej
znacznie roznita si¢ od pochodnej glukozowej. Co wigcej aktywnos$¢ 2-IM byta wyzsza od
akywnosci 2-1G (Tabela 2, Ryc.12, 16, 17). W przypadku pozostatych pochodnych (F, Cl, Br)
oddziatywania analogéw mannozowych nie wykazywaly znaczacych roznic wzgledem
analogoéw glukozowych, nalezy zatem stwierdzi¢, ze w ich przypadku orientacja podstawnika
nie ma wplywu na efekty biologiczne czasteczek.

Lampidis 1 wsp. [267] poréwnali réwniez potencjal cytotoksyczny fluoro, chloro i
bromo-pochodnych w warunkach normoksji i hipoksji. Wykazali wowczas, ze komorki
kostaniakomigsaka w stanie hipoksji byly istotnie wrazliwsze na dziatanie 2-FG niz komoérki w
warunkach normoksji. Ponadto zaobserwowali réwniez, ze istnieje selektywno§¢ migdzy
komorkami znajdujacymi si¢ w $rodowisku normoksji i hipoksji, ktéra jest odwrotnie
proporcjonalna do rozmiaru halogenku zastepujacego wodor przy weglu C2 w 2-DG [267].
Wykazano, iz wraz ze wzrostem wielko$ci halogenku zmniejsza si¢ zdolnos¢ pochodnych
glukozy do wigzania si¢ z HK I, ktérag mozna opisa¢ jako 2-FG<2-CG<2-BG.

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania byty jednak ukierunkowane na weryfikacje
mozliwosci hamowania aktywnosci HK 1II, ktorej nadekspresja jest charakterystyczna dla

komoérek GBM, a nie HK I. Ponadto, w$rod badanych pochodnych analizowano takze jodo-
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pochodna, ktora nie byta testowana we wczesniejszych badaniach. Jak wskazuja otrzymane
wyniki, podobnie do badan na modelu komoérkowym kostaniakomigsaka, rowniez w
komorkach GBM oddzialywanie bromo- i chloro-pochodnych 2-DG jest istotnie stabsze niz 2-
DG. Z kolei 2-1G oraz 2-IM wykazaty wyzsza aktywnos$¢ supresyjng wobec HK II in vitro i co
cieckawe najsilniej hamowaty aktywno$¢ HK II w ukladzie pozakomoérkowym. Zdolnosé¢
hamowania aktywnos$ci HK II przez badane pochodne mozna opisa¢ jako 2-1G<2-CG<2-BG,
oraz 2-FM<2-IM<2-BM<2-CM. Dodatkowo, w niniejszej pracy zweryfikowano
oddzialywanie 2,2-diFG, ktora in vitro hamowata HK II w stopniu podobnym do 2-DG,
natomiast wykazywata najsilniejsze wlasciwosci supresyjne wobec enzymu, tuz obok 2-IM, w
badaniach biochemicznych w systemie pozakomoérkowym.

Zaréwno w badaniach komoérkowych jak i pozakomérkowych z udziatlem pochodnych
2-DG oraz rekombinowanej HK II zachodzi wiele czynnikéw ingerujacych w te oddziatywania
1 modyfikujacych wyniki wzgledem modelowania molekularnego przeprowadzonego in silico
w neutralnym $rodowisku pozbawionym wptywu innych enzymoéw i proceséw komorkowych.
W ramach pracy doktorskiej zaplanowano zatem dodatkowa analiz¢ z wykorzystaniem
krystalografii rentgenowskiej, aby oceni¢ oddziatywania pomigdzy badanymi pochodnymi a
strukturg centrum aktywnego HK II. W tym celu wykonano produkcje ludzkiego
rekombinowanego biatka HK II w systemie bakteryjnym, jednakze dotychczas nie udato si¢
uzyska¢ krysztaldéw spelniajacych wymagania konieczne do przeprowadzenia analiz
krystalograficznych. W ramach realizowanego projektu OPUS trwaja zatem alternatywne prace
nad dokowaniem oddziatujacych halogeno-pochodnych 2-DG do centrum aktywnego HK II z

wykorzystaniem metod modelowania molekularnego.

5.6. Aktywnos¢ biologiczna nowych pochodnych 2-DG

W prezentowanych badaniach in vitro wykazano, ze wszystkie wyzej wymienione
halogenopochodne 2-DG wywolaly w komoérkach GBM linii U-87 1 U-251 skutki
cytotoksyczne objawiajace si¢ m.in. obnizong proliferacja i przezywalnoscig komorek (Ryec.
11, Ryc.14-15). Jednakze w badaniach Lampidisa 1 wsp. [267] oraz badaniach
przeprowadzonych w niniejszej pracy wykazano, iz najbardziej efektywnymi inhibitorami HK
oraz czynnikami cytotoksycznymi sg fluoro-pochodne. Jak wspominano powyzej, wielko$¢
atomu fluoru oraz jego efekty -elektronowe powoduja, ze 2-FG pod wzgledem
fizykochemicznym jest analogiem najbardziej zblizonym do glukozy zatem najlepiej
wpasowuje si¢ do centrum aktywnego HK II. Co wigcej, ufosforylowana forma 2-FG, 2-FG-6-

P, ze wzgledu na swoje podobienstwo do G-6-P rowniez moze blokowa¢ HK II na podobnym

115



poziomie [102]. Dzigki tym wlasciwosciom, 2-FG jest bardziej aktywny i efektywniejszy w
blokowaniu glikolizy niz 2-DG [102] co zostato potwierdzone réwniez w niniejszej pracy
doktorskiej (Ryc. 18). Atom fluoru, jako najwyzej potozony wsrdéd halogenkéw, jest
najmniejszy 1 najbardziej reaktywny. Zgodnie ze wzrostem liczby atomowej pierwiastkow
(F<CI<Br<I) ro$nie promien atomu oraz liczba zapetnionych powtok elektronowych, czego
konsekwencja jest spadek reaktywnos$ci. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej potwierdzaja tg zaleznos$¢ dla wszystkich zwigzkéw z wyjatkiem 2-IM.
Ponadto, fluor jako najbardziej elektroujemny pierwiastek w uktadzie okresowym
(elektroujemnos¢ F wg. Paulinga = 4.0) odgrywa wazng rol¢ w modulacji pKa sasiednich
podstawnikow [268]. Dla przykladu fluorowanie serii lekdw przeciwpsychotycznych,
pochodnych 3-piperydynylindolu, zmniejszylo zasadowos$¢ sasiadujacej grupy aminowej
poprawiajac w ten sposob ich biodostepnos¢ 1 powinowactwo do receptora serotoninowego 5-
HT2A. Dodatkowe fluorowanie w pozycji 6 indolu zapewnito jego wyzsza stabilnos¢
metaboliczng [269]. Rozwazajac efekty konformacyjne, addycja pojedynczego fluoru
wykazuje nieznaczny wpltyw na efekty steryczne, nie zmieniajac konformacji wigzania z
miejscem aktywnym receptora co jest wyjasnione przez wysokie podobienstwo oddziatywan
van der Waalsa miedzy atomami fluoru (1.20 A) oraz wodoru (1.47 A). Rozwazania te s3
zgodne z przedstawionymi przez zespot Lampidisa i wsp. [267] jesli chodzi o podobienstwo 2-
FG do 2-DG. Z kolei wptyw atomu fluoru na biodostepnos¢, stabilnos¢ oraz zwickszenie
powinowactwa do receptora moze rowniez by¢ powodem wyzszej aktywnos$ci cytotoksycznej
fluoropochodnych 2-DG, w tym 2-FM oraz 2,2-diFG. Antonovic i wsp. [270] wykazali, ze 2-
FM hamuje glikoliz¢ prowadzac do $mierci komorek GBM linii U-87 w st¢zeniu ok 3 mM
zard6wno w warunkach normoks;ji jak i1 hipoksji, co jest zgodne z prezentowanymi w niniejszej
pracy wynikami badan (Tabela 1). Ponadto, wyniki uzyskane przez Priebe i wsp. [271]
wskazuja, iz 2-FM wykazuje wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng niz 2-DG w komorkach raka
trzustki linii Colo357 a takze duzo wyzsza aktywno$¢ niz 2-CM i 2-BM w komoérkach GBM
linii U-251. Dodatkowo, Zespot wykazat wyzsza aktywno$¢ 2-FM w warunkach normoksji niz
hipoksji na linii U-87, podczas gdy w zawartych w niniejszej pracy wynikach nie wykazano
znaczacych réznic (Ryc. 14). Postuluyje sig, iz 2-FM jako analog mannozy zaburza proces N-
glikozylacji biatek 1 indukcji UPR, prowadzac do autofagii i eliminacji komorek
nowotworowych znajdujacych si¢ rowniez w stanie normoksji [271].

W ostatnich latach wykorzystywanie halogenkéw w chemii medycznej stato si¢ bardzo
popularne. W 2020 roku FDA zatwierdzito do stosowania w klinice 13 lekéw zawierajacych

fluor [272]. Natomiast w roku 2021 zatwierdzono 14 zwiazkéw zawierajacych w swoich
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strukturach halogenki, z czego 8 z nich zawierato fluor, 4 zwigzki posiadaty podstawnik
chlorowy a 2 zawieraty kombinacj¢ powyzszych [273]. 6 z zaaprobowanych lekéw dotyczyto
terapii przeciwnowotworowych [274]. Fluorowce jako pierwiastki grupy 17 uktadu
okresowego charakteryzuja si¢ wysokg elektroujemnos$cia, a co za tym idzie reaktywnoscia
chemiczng. Z kolei do roku 2019 na rynku znajdowato si¢ ponad 250 lekow zawierajacych w
swojej strukturze chlor, podkreslajac jego role w poszukiwaniu nowych substancji leczniczych
[275]. Atom chloru ma wigksze rozmiary niz atom fluoru, tworzy stabilniejsze wigzanie z
weglem oraz jest lepszym akceptorem wigzan halogenowych w poréwnaniu z fluorem [276].
Jednakze ze wzgledu na opisane wczesniej efekty steryczne zwigzane z wielko$cig atomu
aktywno$¢ cytotoksyczna 2-CG wobec komoérek GBM okazata si¢ nieco nizsza niz 2-DG,
podobne wyniki uzyskano dla 2-BG.

Mechanizm oddziatywania jodopochodnych wciaz nie zostal dokladnie poznany. Ze
wzgledu na trudnosci w otrzymywaniu stabilnych 2-1G oraz 2-IM w literaturze brak jest danych
dotyczacych tych zwigzkéw a przeprowadzone w niniejszej pracy badania sg pierwszymi w
zakresie ich aktywnos$ci biologicznej. Jod jest pierwiastkiem niezbednym do zycia a jego
niedobdr jest czynnikiem ryzyka wielu nowotworéw w tym zoladka i piersi [277]. W
wigkszosci tkanek jod peini funkcje przeciwutleniajace, przeciwzapalne, antyproliferacyjne,
przeciwbakteryjne i proapoptotyczne [278]. Moze dziala¢ bezposrednio jako donor elektronow
wychwytujac wolne rodniki np. hydroksylowe. Moze rowniez wywolywac efekty posrednie
poprzez jodowanie aminokwasOw (tyrozyny i histydyny) lub kwasow thuszczowych,
zmniejszajagc prawdopodobienstwo ich utlenienia. Uwaza si¢ réwniez, ze jod oddzialuje z
tiolowymi uktadami redoks takimi jak glutation i tioredoksyna, w celu utrzymania rownowagi
redoks w komorkach [278]. Zgodnie z teoriag Lampidisa i wsp. [267] dotyczaca znaczenia
wielkosci atomu halogenku dla zdolno$ci hamowania glikolizy, jodopochodne powinny
wykazywac najnizsza aktywnos¢ ze wzgledu na najwigkszy atom przytaczony do pierscienia.
Jest to zgodne z wynikami analizy cytotoksycznosci 2-1G (ICso powyzej 20 mM), ktorej
stezenie efektywne jest duzo wyzsze niz stezenie wyjsciowej 2-DG. Tak jak opisano powyzej,
2-CG oraz 2-Br takze nie odbiegaja od tego schematu.

Jednak 2-IM wykazuje duzo wyzsza aktywnos$¢ wzgledem obu linii komoérkowych,
poréwnywalng z 2-DG i fluoropochodnymi. Atom jodu charakteryzuje si¢ znacznie wigkszym
rozmiarem od atomu fluoru i zgodnie z wynikami uzyskanymi metoda modelowania
molekularnego zwigzek ten nie powinien wpasowywac si¢ w miejsce aktywne HK 1. Réwniez
zgodnie z ukladem okresowym pierwiastkow, reaktywnos$¢ fluorowcoéw spada wraz ze

wzrostem masy atomowej. Z drugiej strony, badania hamowania heksokinazy I w uktadzie
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pozakomorkowym wykazaly najwyzszg inhibicj¢ tego enzymu wlasnie przez jodopochodne
(Ryc. 35). Mozliwe jest rowniez indukowanie innego mechanizmu prowadzacego do $mierci
komoérkowej przez 2-1M, takie jak reakcja rodnikowa lub substytucja nukleofilowa prowadzaca
do formowania si¢ wigzan kowalencyjnych z biatkami [279, 280]. Dodatkowo, jod posiada
silny charakter elektrofilowy dostarczajac czynnikow alkilujacych do biomolekularnych reakcji
SN z molekutami takimi jak cysteina [280]. Biorac pod uwage opisane powyzej wlasciwosci
jodu, wydaje si¢ mozliwe, ze w komorkach dochodzi do rozpadu 2-IM a wzmozona aktywnos¢
tego zwigzku moze wynika¢ z oddziatywan molekularnego jodu. W celu wyjasnienia
wzmozone] aktywnos$ci cytotoksycznej 2-IM konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych
analiz.

Ciekawe obserwacje uzyskano w niniejszej pracy w kontek$cie badania acetylowane;j
pochodnej 2-DG. Wykazano, ze zwigzkiem o najsilniejszej aktywnosci cytotoksycznej wobec
badanych komoérek GBM linii U-87 1 U-251 jest acetylowana pochodna 2-DG - WP1122 (Ryc.
11). W badanych liniach komérkowych GBM, stezenie efektywne WP1122 jest prawie 10-
krotnie nizsze niz stezenie 2-DG (5 mM na obu liniach). Uzyskane stezenia efektywne zwigzku
koresponduja ze st¢zeniami opisanymi w literaturze [281]. Priebe i wsp. [281] w badaniach in
vivo prowadzonych w ortotopowym modelu mysim GBM wykazali, ze WP1122 duzo
efektywniej przekracza BBB niz 2-DG. Dzi¢ki obecnosci w strukturze reszt acetylowych, takze
wnikanie WP1122 do wnetrza komorek jest bardziej wydajne na drodze dyfuzji bierne;.
Wewnatrz komoérek WP1122 ulega deacetylacji pod wplywem esteraz, uwalniajac aktywna
czasteczke 2-DG [281]. Nalezy zauwazy¢, iz ste¢zenie efektywne WP1122 w modelach in vivo
moze by¢ nawet nizsze niz w uktadach in vitro. Analizy cytotoksycznosci (zywotnos¢,
proliferacja, apoptoza) byly bowiem prowadzone w $rodowisku hodowlanym, w ktoérym
obecna byla glukoza w stezeniu 1 mg/ml. Jest to stezenie, ktore pozwala komoérkom na
przezycie i proliferacj¢ w hodowli a zatem transport badanych zwigzkéw do komorek a
nastepnie ich fosforylacja przez HK II odbywaly si¢ na zasadzie konkurencji z czasteczkami
glukozy. Takie warunki miaty wptyw na ich st¢zenia efektywne a wyeliminowanie glukozy z

pozywki komorek nie byto mozliwe.

5.7. Znaczenie heterogennosci nowotworu dla odpowiedzi na terapie

Ciekawa obserwacja wynikajaca z przeprowadzonych badan jest zréznicowana
wrazliwo$¢ linii U-87 1 U-251 na dziatanie badanych czynnikéw. Jak wskazuja dane
literaturowe, linie komorkowe U-87 i U-251, mimo iz reprezentujg ten sam typ nowotworu to

r6znig si¢ migdzy sobg nie tylko pod wzgledem morfologicznym, ale takze genetycznym [282].
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W konsekwencji ich reakcja na te same stezenia badanych zwiazkéw moze by¢ rozna, co
ilustrujg badania zywotnosci komorek w odpowiedzi na dziatanie 2,2-diFG (ICso = 0,5 mM na
linii U-251 1 ICso = 5 mM na linii U-87). Podobne wyniki uzyskat Zakaria i wsp. [283] badajac
wptyw TMZ 1 brinamantu na odpowiedz komoérkowa linii pobranych od pacjentéw oraz
komercyjnie dostepnych linii komoérkowych, m.in. U-87 1 U-251. Zakari i wsp. [283] wykazali
zréznicowang odpowiedz komorek na poszczegodlne traktowania, sugerujac, ze ich wrazliwos¢
na terapi¢ in vivo moze by¢ mocno zalezna od mikrosrodowiska guza. Nalezy zauwazy¢, iz
prowadzone w niniejszej pracy eksperymenty prowadzone byly w warunkach dostepnosci
tlenu, a zatem niezupetnie odpowiadajacych srodowisku guza nowotworowego w organizmie,
ktére jak wspominano we Wstepie, charakteryzuje niedobor tlenu i substancji odzywezych.
Celowo jednak jako model badawczy wybrano wysoce glikolityczne linie komoérkowe, aby
mozliwie zmniejszy¢ te rdznice. Przeprowadzono réwniez analogiczne badania zywotno$ci w
srodowisku nasladujacym hipoksje i pordwnano wyniki obu analiz (Ryc. 14). Li 1 wsp. [284]
dowiedli, ze komodrki GBM linii U-251 charakteryzuje bardziej glikolityczny metabolizm,
przez co sa one bardziej odporne na warunki hipoksji oraz mocniej zalezne od dostepu glukozy.
Whioski Li i wsp. [284] sa zbiezne z uzyskanymi w niniejszej pracy warto§ciami ICso badanych
zwigzkow, ktore w przypadku wigkszosci badanych analogow (WP1122, 2-FG, 2-FM, 2,2-
diFG, 2-1G, 2-CG) mialy nizszg wartos¢ w modelu linii U-251. Wigksza zalezno$¢ od glukozy
komorek linii U-251 koresponduje z ich zwigkszong podatnoscig na dzialanie inhibitorow
glikolizy, zatem nizsze st¢zenia zwigzkoOw pozwalaja uzyska¢ zamierzony efekt. Jest to
najlepiej widoczne w przypadku wptywu zwigzkow WP1122 oraz 2,2-diFG (Ryc. 12).
Obserwacja ta wskazuje na istotny problem jakim jest heterogenno$¢ nowotwordow
nawet w obrebie danego typu nowotworu. Tlumaczy to r6zng odpowiedz pacjentdw na te same
schematy leczenia oraz dodatkowo uwidacznia potrzebe indywidualnej diagnostyki danego
nowotworu oraz konieczno$¢ indywidualizowania terapii w kontek$cie zidentyfikowanego
podtoza zmian w komoérkach guza. W $wietle duzej zmienno$ci genetycznej nowotwordéw,
ukierunkowanie terapii na uniwersalny i podstawowy szlak komorkowy warunkujacy przezycie
komorek jakim jest utylizacja glukozy i synteza ATP, stwarza najwigkszg szans¢ na eliminacje

komorek GBM.

5.8. Znaczenie autofagii w odpowiedzi komorek GBM na dzialanie inhibitorow glikolizy
Powszechnie wiadomo, iz autofagia moze wptywaé zar6wno na hamowanie wzrostu
komorek nowotworowych jak 1 pemi¢ funkcje ochronng przed skutkami dzialania

chemoterapeutykow i progresja choroby. Udowodniono, ze w niektorych typach nowotworow,
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np. trzustki, proces autofagii ulega nasileniu co skutkuje zwigkszona przezywalnoscig i
przyspieszonym wzrostem komorek [285].

W niniejszej pracy zatozono, ze zahamowanie glikolizy przez badane pochodne 2-DG
oraz zmniejszona dostepnos¢ glukozy w srodowisku powinna aktywowaé mechanizm autofagii
w celu uzyskania alternatywnej energii. W badaniach nad tym procesem kluczowym
zagadnieniem jest ustalenie czy autofagia nasila si¢ czy ulega hamowaniu pod wptywem
inkubacji z badanymi czynnikami. W obu przypadkach, w komorkach dochodzi do
podwyzszenia liczby autofagolizosomdéw a zatem w celu rozstrzygnigcia znaczenia autofagii
wykonano analiz¢ tzw. ,przeptywu autofagalnego” (z ang. autophagy flux) okreslajac
wzgledny poziom przeksztalcania cytozolowego biatka MAP LC3-1 w jego form¢ zwigzang z
btong autofagosomow - MAP LC3-II. Xi i wsp. [2011] wykazali, ze w liniach komérkowych
raka trzustki CRL-1420, raka skory MDA-MB-435 oraz raka piersi SKBR3 w odpowiedzi na
inkubacje z 4-10 mM 2-DG oprdocz obnizenia poziomu ATP, dochodzi do stresu ER oraz
aktywacji procesu autofagii. Dodatkowo zaobserwowano, ze wprowadzenie do §rodowiska
mannozy hamuje aktywowang stresem ER autofagie, nie majac przy tym wplywu na poziom
ATP [126]. Naukowcy wykazali rowniez, ze w warunkach hipoksji, udzial autofagii jest
zmniejszony, co korelowato z nizszym poziomem markera stresu ER Grp78 [126]. Ponadto,
zablokowanie mozliwosci aktywacji autofagii z wykorzystaniem siRNA zwickszato
wrazliwo$¢ badanych komorek na 2-DG. Badania te dowodza, ze w modelu raka trzustki
autofagia pehita funkcj¢ protekcyjng wobec indukowanej przez 2-DG $mierci komorkowej, na
drodze stresu ER [126].

W niniejszej pracy rOwniez zaobserwowano podwyzszong liczbg autofagolizosomow w
komorkach traktowanych badanymi zwigzkami (Ryc. 23, 24). Uzyskane w pracy wyniki
sugeruja, ze hamowanie glikolizy uaktywnia proces autofagii, jednak szczegdlowe analizy
wykazaly, iz brak syntezy ATP i inne skutki komorkowe indukujg $mieré¢ komoérkowa
niezalezng od autofagii. Badanie zywotno$ci komorek GBM inkubowanych jednoczesnie z
badanymi zwigzkami i chloroching (CQ), inhibitorem procesu autofagii, nie wptyneto istotnie
na efekty cytotoksyczne i zmniejszenie zywotno$ci indukowane przez wigkszo$¢ badanych
pochodnych 2-DG (Ryc. 20). Ponadto, w komorkach traktowanych pochodnymi 2-DG poziom
biatka MAP-LC3 byt zblizony do komérek kontrolnych. Jedynie w przypadku oddziatywania
2-FG, 2-FM oraz 2-DG mozna zauwazy¢, ze zahamowanie autofagii przez CQ, spowodowato
wzrost przezywalnosci komorek, sugerujac, ze w przypadku tych zwiazkéw autofagia ma
udziat w indukcji $mierci komorkowej. Nalezy jednak podkresli¢, iz zmiany zywotno$ci nie

przekraczaly 10 %. Podobne obserwacje zostaly opisane przez Priebie i wsp. [256] oraz
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Antonovica i wsp. [270]. Priebe i wsp. [256] w swoich badaniach stwierdzit indukcje procesu
autofagii w odpowiedzi na inkubacje panelu linii komoérkowych z 2-DG. Z kolei zespo6t
Antonowica [270] zaobserwowal indukcje¢ autofagii w komoérkach linii U-87 traktowanych 2-
FM w warunkach normoksji, ktora zostata zobrazowana z wykorzystaniem TEM. W
prowadzonych w niniejszej pracy badaniach, inkubacja komoérek GBM linii U-87 i U-251 z
badanymi analogami 2-DG, wykazata obecno$¢ typowych dla procesu autofagii struktur -
wakuoli autofagowych (Ryc. 23, 24), ktore zostaly zidentyfikowane z wykorzystaniem
mikroskopii elektronowej oraz metody Western blot. Co ciekawe, analiza ultrastruktury
komorek uwidocznita takze zaburzenia morfologii mitochondriow pod wptywem dzialania
inhibitorow glikolizy, jakie jak fuzja, utrata grzebieni mitochondrialnych i ich obkurczenie
(Ryc. 24). Niektére doniesienia literaturowe wskazuja, iz fuzja mitochondriow jest
mechanizmem obronnym przed apoptoza [286]. Z kolei Shiratori i wsp. [287] wykazali, ze
zahamowanie glikolizy w komorkach raka trzustki PANC-1 radykalnie zmienil morfologie
mitochondridw: obserwowano ich podtuzny ksztalt, a takze fuzj¢ i obkurczenie. W ramach
niniejszej pracy nie prowadzono szczegdtowych analiz mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za obserwowane zmiany morfologii i by¢ moze aktywno$ci mitochondriow.
Obserwacje te wskazuja jednak na konieczno$¢ wykonania dalszych analiz w tym zakresie,
ktére moga takze ujawni¢ inne mechanizmy oddziatywania badanych pochodnych 2-DG, ktore

moga determinowac¢ obserwowane efekty cytotoksyczne.

5.9. Podsumowanie

Przedtuzajaca si¢ (72 h) ekspozycja komorek linii U-87 oraz U-251 na badane pochodne 2-
DG, niedobor glukozy i ATP a takze inne wewnatrzkomorkowe efekty tych zwiazkow, ktore
nie byly obiektem badan w tej pracy (np. stres ER, wplyw ROS czy zaburzenia N-glikozylacji
biatek) doprowadzity do aktywacji mechanizmoéw prowadzacych do apoptotycznej $mierci
komoérek (Ryc. 17). Sposrod badanych pochodnych fluoro- i acetylo-pochodne 2-DG sg
najbardziej obiecujacymi kandydatami do dalszego rozwoju w terapii GBM. Ich podobienstwo
do struktury glukozy warunkujace mozliwos$¢ przenikania bariery krew-moézg, stanowi istotng
przewage nad innymi chemioterapeutykami. Pomimo, iz koncepcja hamowania metabolizmu
glukozy wydaje si¢ by¢ nie nowg ideg w rozwoju terapii przeciwnowotworowych, specyfika
lokalizacji glejakow, obecnos¢ srodowiska hipoksji korelujace z opornoscig na chemioterapie,
sprawiaja, iz kierunek ten zyskuje nowe znaczenie i moze stanowi¢ proste, ale skuteczne
narzg¢dzie do ograniczenia proliferacji komorek glejaka i ich eliminacji. W ramach niniejszej

pracy doktorskiej nie prowadzono badan na modelach zwierzecych, lecz projekt OPUS, ktorego
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cze¢scig jest niniejsza rozprawa, przewiduje weryfikacje najbardziej obiecujacych czasteczek w
mysim modelu GBM. Co wigcej, nowe pochodne 2-DG moga stanowi¢ obiecujacych
kandydatow do terapii skojarzonej z innymi zarejestrowanymi juz w terapii lekami lub
czasteczkami o dziataniu przeciwnowotworowym (jak np. inhibitory deacetylaz histondéw).
Podsumowujac mozna stwierdzi¢, iz nowe pochodne 2-DG stanowiag obiecujacy kierunek
badan terapii glejaka wielopostaciowego i powinny by¢ nadal rozwijane w kierunku ich
wdrozenia w klinice. Dodatkowo, prowadzone prace syntez maja na celu kolejne modyfikacje
chemiczne czasteczki 2-DG, podstawianie do jej struktury nowych grup funkcyjnych, w
poszukiwaniu jeszcze bardziej efektywnych i bezpiecznych inhibitorow glikolizy. Niniejsza
praca doktorska, poza analizg wtasciwosci biologicznych zsyntetyzowanych pochodnych 2-
DG, zawiera takze opracowany zestaw analiz, ktoére pozwalaja na wielokierunkowe i rzetelne

weryfikowanie potencjatu cytotoksycznego nowych czasteczek.
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6. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych prac badawczych sformulowano nastgpujace wnioski:

1. Wszystkie badane zwiazki (2-DG, 2-FG, 2-FM, 2,2-diFG, 2-1G, 2-IM, 2-CG, 2-CM, 2-
BG, 2-BM, WP1122) zaleznie od dawki obnizaja zywotno$¢ komoérek GBM a

skuteczno$¢ ich dziatania jest skorelowana z wielkos$cig atomu halogenku w ich

strukturze. Zwigzkami o najwyzszym potencjale przeciwnowotworowym

fluoropochodne oraz acetylowana pochodna 2-DG - WP1122.

2. Chloro- i bromo- pochodne wykazuja najnizsza cytotoksycznos¢ wobec koméorek GBM

co wskazuje, ze rodzaj podstawnika w zwigzku i stosunkowo niewielkie zmiany

strukturalne istotnie wplywaja na aktywno$¢ biologiczng zwigzkéw. Pochodne

halogeno-mannozy nie wykazuja istotnych roéznic w cytotoksycznosci wzgledem

halogeno-pochodnych glukozy, zatem rodzaj podstawnika, ale nie jego potozenie w

przestrzeni wptywa na aktywnos¢ biologiczng badanych zwigzkow.

3. Zwigzkami najsilniej hamujacymi aktywno$¢ HK II w uktadzie pozakomérkowym sa

fluoro- i1 jodopochodne 2-DG.

4. Analiza zr6znicowanego hamowania aktywnosci HK II bedzie mozliwa po uzyskaniu

krysztalow rekombinowanego biatka w obecnosci halogenopochodnych lub po

przeprowadzeniu analiz modelowania molekularnego. Krystalizacja bialek jest

procesem trudnym 1 uzyskanie satysfakcjonujacych krysztatow jest bardzo

czasochtonne. Nadal trwaja proby krystalizacji rekombinowanej HK 1II.
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