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STRESZCZENIE

Przewodowy gruczolakorak trzustki to ztosliwy nowotwor o ztym rokowaniu. W
wielu przypadkach rak rozwija si¢ bezobjawowo, co skutkuje diagnoza w zaawansowanym
stadium choroby. Leczenie farmakologiczne bazuje przede wszystkim na zastosowaniu
gemcytabiny lub FOLFIRINOXu. Niestety terapia jest czesto nieskuteczna i obarczona
wieloma efektami niepozadanymi, w zwigzku z tym poszukiwanie nowych terapii
przeciwnowotworowych stanowi wazne wyzwanie wspéiczesnej medycyny. Jedng z
mozliwosci sa proby wykorzystania do tego celu peptydomimetykow wykazujacych
powinowactwo do specyficznych receptorow znajdujacych si¢ na powierzchni komorek
nowotworowych trzustki i wykazujacych aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie wiasciwosci biologicznych oraz
aktywnos$ci przeciwnowotworowej peptydomimetykow o powinowactwie do receptoréw
opioidowych w dwu- i trojwymiarowym eksperymentalnym modelu raka trzustki in vitro.
Postawiono hipoteze, ze stabilna enzymatycznie hybryda peptydu opioidowego oraz

pochodnej kwasu cynamonowego moze wykazywac wlasciwosci przeciwnowotworowe.

W oparciu o struktury zwigzkoéw opioidowych otrzymanych przez prof. Andrzeja W.
Lipkowskiego, zaprojektowano seri¢ peptydomimetykow (APL1-4), w ktorych fragmenty
peptydowe sa polaczone linkerem piperazynowym z pochodng kwasu cynamonowego.
Otrzymane zwigzki zawieraty na N-koncu tripeptydy zaprojektowane w oparciu o sekwencj¢
N-koncowa naturalnych peptydow opioidowych — dermorfin (Tyr-D-Ala-Phe (APL1), TYr-
D-Thr-Phe (APL2), Tyr-D-Ala-Trp (APL3), i Tyr-D-Thr-Trp (APL4)) natomiast fragment

C-koncowy stanowit lipofilowy fragment trans-cynamoilopiperazyny (Ryc.1).

tripeptyd trans- cynamoilopiperazyna

O/ t@

Ryc.1. Przyktadowa struktura badanych peptydomimetykoéw (APL2).
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W pierwszym etapie badan otrzymane peptydomimetyki przebadano pod katem
stabilno$ci w ludzkim osoczu, zdolnos$ci wigzania z receptorem opioidowym p, wlasciwosci
hemotoksycznych, cytotoksycznych oraz przeciwbakteryjnych.

Badanie powinowactwa peptydomimetykow do receptorow opioidowych przeprowadzono
metoda kompetycyjnego wigzania radioligandow. Badania te wykazaly wysokie
powinowactwo peptydomimetykow APL1-4 do receptora opioidowego . Poniewaz
zdolno$¢ wigzania peptydomimetykéw do receptorow opioidowych mogta by¢ jednym ze
sposobow oddziatywania zwigzkow z komorkami, oznaczono obecnos$¢ receptorow i na
powierzchni wszystkich typow badanych komoérek. Badanie testem immunoenzymatycznym
potwierdzito obecno$¢ receptorow opioidowych p na wszystkich badanych komorkach.
Dodatkowo wykazano, ze badane peptydomimetyki charakteryzuja si¢ wysoka stabilnoscig w
ludzkim osoczu, niska aktywno$cia hemolityczng oraz nie posiadaja wihasciwosci

przeciwbakteryjnych.

Glowny etap pracy stanowily badania aktywno$ci przeciwnowotwOrowej
otrzymanych peptydomimetykéw prowadzone w warunkach in vitro. W badaniach
wykorzystano trzy linie komoérkowe ludzkiego przewodowego gruczolakoraka trzustki
(PDAC): PANC-1 oraz dwie linie wyprowadzone z fragmentow guzoéw PDAC pobranych od
pacjentow poddanych resekcji zmian nowotworowych trzustki (M-DS i M-Sr). Jako kontrole
wykorzystano lini¢ prawidlowych fibroblastow ludzkich (BJ). Ocene zywotnosci komodrek
poddanych dzialaniu peptydomimetykow APL1-4 przeprowadzono w dwu- i

trojwymiarowym modelu raka trzustki in vitro.

Badania w modelu dwuwymiarowym wykazaly, ze peptydomimetyki wplywaja na
zywotnos¢ komorek w sposob zalezny od czasu i1 stezenia. W pierwsze] kolejnosci,
oddziatywanie na zywotno$¢ komorek oceniano dla gemcytabiny, bedacej substancja
kontrolng. Wykazano, ze najwicksza wrazliwoscig na dziatanie GEM charakteryzowaty si¢
komorki BJ 1 M-DS, najbardziej oporne byty za§ komorki M-Sr. Nastepnie zbadano wptyw
peptydomimetykéw na zywotno$¢ komorek. Najlepsza aktywnoscia charakteryzowatl sig
zwigzek APL1, ktory byt szczeg6lnie toksyczny dla prawidlowych fibroblastow BJ. Zwiazki
APL2 i APL3 cechowaly si¢ wysoka aktywnosScig przeciwnowotworowg oraz umiarkowang

toksyczno$cig wobec prawidtowych fibroblastow. Najnizszg aktywnos$¢ obserwowano dla
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zwigzku APLA4. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, ze juz 24 godz. ekspozycja
badanych komorek na dziatanie peptydomimetykow powoduje wigkszy spadek ich

zywotno$ci niz gemcytabina.

Przed rozpoczgciem badan z wykorzystaniem modelu trojwymiarowego sprawdzono
zdolnos¢ komoérek do tworzenia sferoidéw, wykorzystujac metode wiszacej kropli. Sferoidy
formowaty jedynie wyizolowane komorki nowotworowe (M-DS i M-Sr).

Doswiadczenia przeprowadzone w modelu trojwymiarowym in vitro wykazaty, ze
aktywno$¢ peptydomimetykéw APL1-4 byla zalezna od st¢zenia oraz w mniejszym stopniu
od czasu ekspozycji. Niezaleznie od czasu inkubacji, najwyzszg aktywno$¢ wykazywaty
zwigzki APL1-3. Aktywno$¢ zwiazku APL4 byla zalezna od czasu inkubacji. Odnotowano

natomiast, bardzo niska aktywno$¢ GEM wobec sferoidow nowotworowych.

Przeprowadzono réwniez ocen¢ skojarzonego  wplywu gemcytabiny i
peptydomimetyku APL2 lub APL3 na zywotno$¢ badanych komorek. W modelu 2D
zaobserwowano, ze tylko kombinacja GEM z peptydomimetykiem APL2 powodowala
wickszy spadek zywotnosci komorek niz zastosowanie samej GEM. Efekt ten byt
obserwowany wyltacznie po 24 godz. ekspozycji. Natomiast badanie w modelu 3D wykazato,
ze jednoczesne zastosowanie GEM i peptydomimetyku APL2 lub APL3 istotnie obniza

zywotno$¢ sferoidow. Efekt ten byl niezalezny od czasu ekspozycji.

Podsumowujac, otrzymane peptydomimetyki APL1-4 charakteryzuja si¢ wysokim
powinowactwem do receptoréw opioidowych L, sg stabilne enzymatycznie 1 nie wywoluja
hemolizy. Badane zwigzki wykazujg dobra aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, ktora jest
zalezna od st¢zenia oraz czasu ekspozycji. Spadek zywotnosci komoérek poddanych dziataniu
peptydomimetykow APL1-4 byt obserwowany zar6wno w modelu dwu-, jaki i
trjwymiarowym. Badane peptydomimetyki okazatly si¢ toksyczne rowniez dla
prawidtowych fibroblastow. Uzyskane wyniki wskazuja, ze w celu uzyskania zwigzkéw
dziatajacych bardziej specyficznie na komodrki nowotworowe, struktura badanych

peptydomimetykéw powinna ulec dalszym modyfikacjom.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma is a malignant disease with a poor prognosis. Early
diagnosis is difficult as most patient remains asymptotic until an advanced stage of the
disease. Chemotherapy mostly consists of gemcitabine or FOLRIRINOX. However, standard
treatment is often ineffective and several clinically important side effects can occur.
Therefore, there is an urgent need for novel anticancer agents with an improved activity
profile. One of the possibility to achieve such is to use peptidomimetic compounds that
possess the affinity towards specific receptors located on the tumor cells’ surface of the

pancreas and which additionally demonstrate antitumor activity.

The aim of this study was to investigate biological properties and antitumor activity
of peptidomimetics with the affinity to opioid receptors in the two- and three-dimensional
experimental in vitro model of pancreatic cancer. It has been hypothesized that by
hybridizing an opioid peptide with a cinnamic acid derivative a stable peptidomimetic with

anticancer properties can be obtained.

Based on the structures of opioid compounds obtained and described by Prof.
Lipkowski, a series of peptidomimetics (APL1-4) with the peptide fragments hybridized with
a piperazine linker and a cinnamic acid derivative were designed. Obtained peptidomimetics
consist of N-terminally located tripeptides based on the N-terminal amino acid sequence of
natural opioid peptides - dermorphin (i.e., Tyr-D-Ala-Phe (APL1), Tyr-D-Thr-Phe (APL2),
Tyr-D-Ala-Trp  (APL3), Tyr -D-Thr-Trp (APL4)) and the lipophilic trans-
cinnamylpiperazine C-terminal fragment (Fig.1).

tripeptide trans- cinnamylpiperazine

R
S TIO

Fig.1. structure of peptidomimetic APL2
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In the first stage of the study the tested peptidomimetics were studied for their
enzymatic stability in human plasma. Furthermore, a determination of their affinity to p
opioid receptors was performed as well as experiments aimed at evaluating the

peptidomimetics’ hemolytic, cytotoxic and antibacterial properties.

The ability of peptidomimetics to bind to opioid receptors was determined using a
competitive radioligand binding assay. This study confirmed a high affinity of
peptidomimetics APL1-4 to the u opioid receptors. Assuming that the test peptidomimetics
can interact with the tumor cells through their strong binding affinity towards opioid
receptors, the presence of p receptors on the surface of all types of cells was also determined.
Indeed, the immunoenzymatic assay confirmed the presence of p opioid receptors for all cells
tested. In addition, it was reported that the peptidomimetics are characterized by high
stability in human plasma, thus remain resistant to proteolytic activity, exert low hemolytic
activity and do not possess antibacterial properties.

The main purpose of this research was to determine the antitumor activity of the
peptidomimetics tested. Three human pancreatic adenocarcinoma (PDAC) cell lines were
used in this study: PANC-1 and two lines derived from fragments of PDAC tumors obtained
from patients undergoing pancreatic tumor resection (M-DS and M-Sr). A cell line of normal
human fibroblasts (BJ) was used as a control. Evaluation of the viability of cells treated with
peptidomimetics APL1-4 was performed in a two- and three-dimensional in vitro model of

pancreatic cancer.

Experiments in two-dimensional model have shown that peptidomimetics affect the
cell viability in a time- and concentration-dependent manner. First, as a control substance, the
effect of gemcitabine on the cell viability was evaluated. It was shown that BJ fibroblasts and
M-DS tumor cells were characterized by the highest sensitivity to GEM while M-Sr tumor
cells were the most resistant. The effect of peptidomimetics on the cell viability was then
examined. Compound APL1 was characterized by the best activity. Unfortunately, this
molecule was found extremely toxic to normal fibroblasts. Compounds APL2 and APL3
were characterized by high anticancer activity and moderate toxicity to normal fibroblasts.

The lowest anticancer activity was observed for compound APL4. Experiments have shown
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that 24 h incubation with peptidomimetics caused a greater decrease in the cell viability than

gemcitabine itself after the same time.

Prior to three-dimensional in vitro model studies, the ability of cells to form spheroids
was tested. Using the hanging drop method, it was found that only isolated tumor cells (M-
DS and M-Sr) are capable of forming spheroids. Experiments carried out in 3D in-vitro
model showed that the activity of peptidomimetic APL1-4 was depended on the
concentration and to a lesser extent on exposure time. Regardless of the incubation time,
compounds APL1-3 exhibited the highest anticancer activity. The activity of compound
APL4 was time dependent. However, a very low GEM activity against tumor spheroids has

been reported.

An assessment of the combined effect of gemcitabine and peptidomimetic APL2 or
APL3 on the viability of the test cells was also performed. In the 2D in vitro model, it was
observed that only the combination of GEM and peptidomimetic APL2 resulted in a higher
decrease in cell viability than in case of GEM alone. This effect was observed only after 24 h
of incubation. On the other hand, the 3D in vitro model study showed that the simultaneous
use of GEM and peptidomimetic APL2 or APL3 significantly reduces the spheroids

viability; this effect was not time independent.

In summary, the peptidomimetics APL1-4 tested possess desired properties as a high
affinity for p opioid receptors, enzymatic stability and lack of hemolytic activity were
obtained. Additionally, the compounds show good anticancer activity which depends on
concentration and time of exposure. The decrease in the viability of cells treated with
peptidomimetics APL1-4 was observed in both the two- and three-dimensional models.
Unfortunately, it was revealed that the peptidomimetics were also toxic to normal fibroblasts.
The obtained results indicate that in order to obtain compounds with specific anticancer

activity, the structure of the peptidomimetics should undergo further modifications.
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INNOWACYJIJNOSC ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

1. Synteza zwigzkéw zawierajacych fragment peptydowy (oparty na strukturze
peptydow opioidowych) polaczony linkerem piperazynowym z pochodng kwasu

cynamonowego (Peptydomimetyki APL1-4)

2. Wprowadzenie do badan trojwymiarowego modelu in vitro z zastosowaniem

niemodyfikowanych komoérek nowotworowych pochodzacych z guzéw pacjentow

3. Poréwnanie dziatania cytotoksycznego otrzymanych peptydomimetykow do

stosowanych w terapii lekow, w dwu- i trojwymiarowym modelu in vitro
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WYKAZ SKROTOW

5-dUMP —fosfodeoksyrybonukleotyd

5-FU - 5-fluorouracyl, fluorouracyl

ACP - peptydy przeciwnowotworowe

ADP - adenozyno-5'-difosforan

Ala - alanina

AMP - peptydy przeciwbakteryjne

Arg - arginina

ATP - adenozynotrifosforan

ATCC - Amerykanska Kolekcja Hodowli Komoérkowych
BJ - linia komérkowa ludzkich, normalnych fibroblastow
CA 19-9 - antygen weglowodanowy 19-9

CK-7 - cytokeratyna 7

CPP - peptydy penetrujace komorki

CSC - nowotworowe komorki macierzyste

CT - tomografia komputerowa

CYN - trans-1-cynamoilopiperazyna

DCM - dichorometan

DIPEA - N,N-diizopropyloetyloamina

DMEM - pozywka hodowlana wg Dulbecco

DMF - dimetyloformamid

ECACC - Europejska Kolekcja Hodowli Komoérkowych
ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa

EGFR - receptor naskorkowego czynnika wzrostu
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Ekw. - ekwiwalent

EMEM - pozywka hodowlana wg Eagle’a

EUS - ultrasonografia endoskopowa, endosonografia

EUS-FNAB - cienkoiglowa biopsja celowana pod kontrolg endosonografii
FBS - cieleca surowica ptodowa

FUTP - trifosforan fluorourydyny

GEM - gemcytabina

Gly - glicyna

GNAS - biatka wigzace nukleotydy guaninowe

HCTU - heksafluorofosforan O-(1H-6-chlorobenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
HOBt - N-hydroksybenzotriazol

IPMN - wewnatrzprzewodowy brodawkowaty nowotwor

KRAS - wirusowy onkogen szczurzego mig¢saka Kirstena

Lys - lizyna

MCN - $luzowe nowotwory torbielowate

MOR - receptor opioidowy n

MRI - obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego

MTS - sdl tetrazolowa 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

NCTC - Narodowa Kolekcja Szczepéw Hodowlanych
NEC - rak neuroendokrynny

NET - guz neuroendokrynny

OGF - opioidowy czynnik wzrostu, Met-enkefalina
pl6/CDKNZ2A - cyklinozalezny inhibitor kinazy p16

PANC-1 - linia komérkowa ludzkiego przewodowego gruczolakoraka trzustki
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PanIN - srodnabtonkowa neoplazja trzustkowa
PBS - bufor fosforanowy

PDAC - przewodowy gruczolakorak trzustki
PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu

PEI - polietylenoimina

PFA — paraformaldehyd

Phe - fenyloalanina

Pro - prolina

RP-HPLC - wysokosprawna chromatografia cieczowa w uktadzie faz odwréconych
RNF43 - blonowa ligaza E3 ubikwityny

Ser - seryna

SPPS - synteza peptydow w fazie statej

TBTU - tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametyloaminowy
TIS - triizopropylosilan

TFA - kwas trifluorooctowy

TFE - trifluoroetanol

TGF-a - transformujacy czynnik wzrostu o
TGF-B - transformujacy czynnik wzrostu 3
TMB - 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna
TNF-a - czynnik martwicy nowotworu o
TP53 - gen supresorowy p53

Thr - treonina

TRIS - tris(hydroksymetylo)aminometan

Trp - tryptofan

Tyr - tyrozyna
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USG - ultrasonografia
WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia

VEGF - czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego
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1. WSTEP

Przewodowy gruczolakorak trzustki to zto§liwy nowotwor o bardzo ztym rokowaniu.
Wywodzi si¢ z komorek nabtonkowych przewodow trzustki i jest najczeSciej wystepujgcym
rodzajem nowotworu tego narzadu [1]. W wielu przypadkach nowotwor rozwija si¢
bezobjawowo, co skutkuje diagnoza w zaawansowanym stadium choroby. Obecnie
najskuteczniejszg metoda leczenia jest chirurgiczne usunigcie guza. Ze wzgledu na pdzna
diagnoz¢ i przerzuty, do zabiegu kwalifikuje si¢ jedynie 20% pacjentow [2]. Leczenie
farmakologiczne (chemioterapia) opiera si¢ przede wszystkim na zastosowaniu gemcytabiny
lub FOLFIRINOXu. Niestety terapia jest czesto nieskuteczna i obarczona ucigzliwymi
dziataniami niepozadanymi [3]. Z tego powodu tak wazne jest poszukiwanie nowych lekow
przeciwnowotworowych, selektywnie oddziatywujacych na wybrane aspekty biologii
nowotworu. Jedng z mozliwosci jest terapia lekami peptydowymi, ktére cechujg si¢ wysoka
specyficznoscig oraz niskg toksycznoscig w stosunku do prawidtowych komorek. Efekt ten
jest spowodowany silnym wigzaniem si¢ leku z wlasciwym dla niego receptorem [4]. Wada
lekéw peptydowych jest ich niska stabilno$¢ proteolityczna skutkujaca krotkim czasem
aktywnosci. W celu zwigkszenia odpornosci na dziatanie enzyméw proteolitycznych
projektuje si¢ peptydomimetyki, zmodyfikowane chemicznie analogi peptydow, ktore
wykazujg dobrg aktywnos¢ biologiczng oraz wyzszg stabilno$¢ w warunkach fizjologicznych
[5,6].

Wykazano, ze zwiazki o wlasciwos$ciach analgetycznych moga rowniez wykazywaé
aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Przykladem takiego zwiazku jest Met-enkefalina,
endogenny opioid, wykazujacy aktywno$¢ przeciwproliferacing wobec komorek
nowotworowych trzustki [7]. Zwigkszong selektywno$¢ i aktywno$¢ peptydow jako lekow
przeciwnowotworowych mozna uzyska¢ dzigki modyfikacjom struktury zwigzku, np. przez
wprowadzenie grup lipofilowych [8]. Naukowcy udowodnili, ze wprowadzenie lub
dotaczenie grupy lipofilowej do struktury neuropeptydow (np. Met-enkefaliny) moze
powodowaé istotne zahamowanie proliferacji komorek raka trzustki oraz zwigkszy¢
stabilno$¢ zwigzku. Badania wykazaty, ze opioidowy peptydomimetyk, bifalina, podobnie

jak Met-enkefalina posiada wilasciwosci przeciwbolowe i przeciwnowotworowe [9]. W



literaturze znajduje si¢ rowniez wiele doniesien o przeciwnowotworowych wlasciwosciach
kwasu cynamonowego 1 jego pochodnych oraz o tym, ze mogg one tatwo przenikac przez

btony komorkowe [10-12].

Na podstawie powyzszych informacji postawiono hipotezg, ze taczac fragment
peptydu opioidowego z pochodng kwasu cynamonowego mozna otrzymac stabilny
peptydomimetyk o wlasciwosciach przeciwnowotworowych. W oparciu 0 struktury
zwigzkow opioidowych opisanych przez Prof. Lipkowskiego [142], zaprojektowano seri¢
peptydomimetykéw, w ktorych fragmenty peptydowe potaczone sa =z trans-

cynamoilopiperazyna, bedaca pochodng kwasu cynamonowego.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wlasciwosci biologicznych oraz aktywnos$ci
przeciwnowotworowej uzyskanych peptydomimetykow w dwu- i1 trojwymiarowym modelu

raka trzustki.

1.1. Rak trzustki — Etiologia i zmiany przednowotworowe

Rak trzustki to zmiana patologiczna wywodzaca si¢ z komorek wewnatrz- lub
zewnatrzwydzielniczej czeséci trzustki. Ponad 95% wszystkich przypadkéw raka trzustki
dotyczy jej cze$ci egzokrynnej. Nowotwory czesci zewnatrzwydzielniczej to najczesciej
guzy lite, ztosliwe, dajace przerzuty do watroby lub sagsiadujacych weztow chlonnych
[13,14]. Najczesciej wystepujagcym nowotworem trzustki jest przewodowy gruczolakorak,
zwany tez rakiem przewodowym (PDAC). Stanowi on blisko 85% wszystkich przypadkéw
nowotworow tego narzadu [15,16]. PDAC rozwija si¢ z komodrek nablonkowych przewodow
wydzielniczych, glownie w glowie trzustki (70%), rzadziej umiejscawia si¢ w trzonie (20%)
lub ogonie (10%) trzustki [17]. Charakterystyczng cechag PDAC jest podscielisko guza,
tworzace jego mikrosrodowisko. Badania wykazaty, ze w raku przewodowym, komorki
nowotworowe moga stanowi¢ jedynie 10% catkowitej masy guza. Poza komodrkami
rakowymi podscielisko guza tworza miedzy innymi fibroblasty, trzustkowe komorki
gwiazdziste, makrofagi oraz komorki tuczne [18,19]. Aktywacja fibroblastow i komodrek
gwiazdzistych obserwowana jest juz w stadiach przednowotworowych, co prowadzi do

wytwarzania duzych ilosci sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, ang.
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extracellular matrix), np. kwasu hialuronowego, kolagenu i fibronektyny, jak rowniez duzej
liczby czynnikéw wzrostu oraz biatek pogranicza macierzy i komoérek (ang. matricellular
proteins). Bialka te okreSlaja wlasciwosci biofizyczne i biochemiczng ztozono$¢ komorek
nabtonkowych. Nienowotworowe elementy podscieliska odpowiadaja za stymulacje
proliferacji komoérek nowotworowych, zdolnosci do tworzenia przerzutOw oraz proces
angiogenezy [20-22]. Geste, zbite podscielisko oraz ubogie unaczynienie prowadzi do
hipoksji 1 deficytow sktadnikow odzywczych we wnetrzu guza. Hipoksja jest $cisle
skorelowana ze wzrostem agresywnosci oraz nasileniem przejscia epitelialno-
mezenchymalnego, co z kolei inicjuje powstawanie przerzutow [23,24]. Przyjmuje si¢, ze
PDAC rozwija si¢ powoli wraz z post¢pujacym nagromadzeniem mutacji genetycznych,
nazywanym $rédnabtonkowa neoplazja trzustkowa (PanIN) (Ryc.1). PanIN jest to zazwyczaj
ptaska lub brodawkowata, bezobjawowa zmiana, ktéra wywodzi si¢ z malych przewodow
trzustkowych. PanIN tworza komorki wytwarzajace mucyny o atypii cytologicznej i
architektonicznej r6znego stopnia.

Wyréznia si¢ trzy klasy PanIN o wzrastajacym ryzyku rozwoju nowotworu
inwazyjnego. Podczas gdy neoplazja niskiego stopnia (PanIN-1) wigze si¢ z minimalng
atypia cytologiczng i architektoniczng, neoplazja umiarkowanego stopnia (PanIN-2) jest
tozsama z umiarkowang atypia cytologiczng i architektoniczng, za§ neoplazja wysokiego
stopnia (PanIN-3) - z nasilonymi zmianami cytologicznymi i architektonicznymi, i okre$lana
jest jako rak in situ [25,26].

Najczegsciej wystepujaca mutacja w PDAC jest mutacja onkogenu KRAS, obecna w
ponad 90% wszystkich przypadkéw nowotworu. KRAS koduje biatko uczestniczace w
aktywacji kaskady szlakow sygnatowych [27]. Jednym z nich jest szlak sygnatowy receptora
naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR). Szlak ten reguluje proliferacje i transformacje
nowotworowg komorek. Aktywacja EGFR powoduje wzmozong proliferacje z jednoczesnym
zahamowaniem apoptozy nieprawidlowych komorek [28]. Pojawiajace si¢ mutacje
somatyczne genoéw supresorowych, takich jak pl16/CDKN, p53 prowadza do transformacji
nablonka, a w konsekwencji do progresji gruczolakoraka. [16,29-31].
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Ryc. 1. Mutacje genetyczne wystgpujace w modelu progresji PanIN do PDAC [25].

Rzadziej rak trzustki rozwija si¢ z wewnatrzprzewodowego brodawkowatego
nowotworu $luzowego (IPMN) lub sluzowego nowotworu torbielowatego (MCN). IPMN
wywodzi si¢ z nabtonka §luzowego wyScielajacego przewod Wirsunga lub jego wigksze
odgalezienia. IPMN najczesciej lokalizuje sie¢ w glowie trzustki. Nowotwor ten wykazuje
duza zmienno$¢ w liczbie struktur brodawkowatych nabtonka, produkcji mucyn i §luzu oraz
stopnia poszerzenia przewodu. [IPMNs stanowig heterogenng grupeg, w ktérej cze$¢ zmian ma
charakter tagodny, inne natomiast mogg by¢ zmianami zto§liwymi [16,25]. Rozrastajacy si¢
nabtonek oraz gromadzacy si¢ gesty $luz powoduja niedroznos¢ przewodu, a w konsekwencji
jego powiekszenie, co jest widoczne w badaniach obrazowych. IPMN czesto nie daje
objawdw we wczesnych stadiach. W pozniejszych stadiach moga wystgpowac bole brzucha 1
z6ttaczka, bedace wynikiem niedroznosci przewodow trzustkowych [32,33].

Najrzadszym prekursorem PDAC sa torbielowate nowotwory §luzowe - MCN. Sa to
najczesciej tagodne, wolno rosnace, bezobjawowe, jednoogniskowe zmiany, ktore powstaja
w trzonie lub ogonie trzustki [25,34]. MCN tworzy wysoki nablonek walcowaty
wydzielajacy $luz. MCN moga by¢ jedno- lub wielotorbielowate, a torbiele nie posiadaja
taczno$ci z przewodami trzustki. Powstate torbiele maja gltadka powierzchnig i wldknista

pseudootoczke. Ze wzgledu na brak objawow, MCN diagnozowane sa zwykle przy



badaniach wykonywanych z innych wskazan. Najskuteczniejszg metoda leczenia jest

chirurgiczne usunigcie torbieli [35].
1.2. Epidemiologia i czynniki ryzyka raka trzustki

Wedlug statystyk liczba zgondw z powodu nowotworow spada, niestety jednak w
przypadku raka trzustki $miertelno$¢ utrzymuje si¢ na wysokim poziomie z tendencjg
wzrostowg w kolejnych latach [16]. Zapadalno$¢ na raka trzustki w Europie Zachodniej i
USA wynosi okoto10 przypadkow na 100 tys. osob. W Stanach Zjednoczonych rak trzustki
stanowi czwartg przyczyng zgonéw spowodowanych chorobg nowotworowa [36]. Naukowcy
przewiduja, ze w 2030 roku rak trzustki znajdzie si¢ na drugim miejscu pod wzgledem
umieralnos$ci spowodowanej nowotworami [37]. Ponad 70% pacjentoéw z rakiem trzustki
umiera w ciggu roku od diagnozy, natomiast wskaznik 5-letniego przezycia wynosi zaledwie
4-6%.

Wystepowanie nowotworow trzustki rézni si¢ pomigdzy regionami $wiata. Najwiece]
zachorowan 1 zgonéw odnotowuje si¢ w krajach rozwinigtych, w Stanach Zjednoczonych
oraz krajach Europy zachodniej. Najnizsze wskazniki zapadalno$ci 1 umieralnosci z powodu
nowotworow trzustki obserwuje si¢ w krajach Afryki $rodkowej i potudniowo-centralnej
Azji [36,38,39]. Prawdopodobienstwo wystapienia choroby jest wyzsze u oséb, u ktorych w
rodzinie wystgpowaly przypadki nowotworéw [40,41] oraz u palaczy. Zwiazek pomi¢dzy
rozwojem choroby a paleniem tytoniu jest najlepiej zbadany i udokumentowany [42,43].
Badania sugerujg rowniez podwyzszone ryzyko zachorowania u osoéb z otyloScig [44],
cukrzyca typu 2 [45] oraz przewleklym zapaleniem trzustki [46]. Do czynnikow ryzyka
nalezy takze spozywanie alkoholu [47,48] oraz podeszty wiek [15,39]. Osoby, u ktérych
wystepuje podwyzszone ryzyko wystapienia raka trzustki powinny by¢ regularnie
poddawane badaniom kontrolnym. Niestety obecnie nie ma ustalonego modelu
monitorowania tych osob. Nie ma tez dobrego schematu badan przesiewowych, ktore

umozliwiatyby wezesne wykrycie choroby.



1.3. Diagnostyka raka trzustki

Prawidlowa diagnoza nowotwordw trzustki stanowi wyzwanie dla lekarzy. Wigkszo$¢
pacjentow przez dilugi czas nie wykazuje objawow, €O znacznie utrudnia postawienie
diagnozy 1 wdrozenie leczenia. Objawy, jezeli wystepuja, sa bardzo niespecyficzne.
Najczesciej sg to: nudnosci, bole brzucha, utrata apetytu, spadek masy ciala, $wiad skory,
goraczka czy biegunka. U niektérych pacjentdow moze rozwingé si¢ cukrzyca typu 2 lub
zottaczka. Niestety brak wczesnych, specyficznych objawéw przektada sie na pdzne
rozpoznanie. Sredni wiek pacjenta w momencie diagnozy wynosi 71 lat [16,26,49]. Diagnoza
stawiana jest na podstawie badan obrazowych oraz histopatologicznych.

Zazwyczaj pierwszym badaniem jakiemu poddawany jest pacjent z podejrzeniem
zmian patologicznych w trzustce jest ultrasonografia (USG). USG jest metoda czulg, ale
niespecyficzng. Na podstawie jej wyniku nie mozna okresli¢ stopnia zaawansowania choroby
czy naciekania na naczynia krwiono$ne. Metoda ta znacznie lepiej sprawdza si¢ w przypadku
wykrywania zmian usytuowanych w glowie trzustki niz odpowiednio w trzonie lub ogonie.
Na stabg wykrywalno$¢ guzéw trzustki metoda USG moze wplywac wiele czynnikéw takich,
jak: nagromadzenie ptynu w jamie otrzewnowej, guzy zoladka lub jelit czy tkanka
thuszczowa u pacjentéw otylych [50]. Bardziej precyzyjna nieinwazyjng technika diagnostyki
obrazowej jest ultrasonografia endoskopowa (endosonografia, EUS). Jest to metoda bardzo
czuta 1 specyficzna [51]. Wykrywalnos¢ drobnych zmian nowotworowych (<2 cm) wynosi
ok. 90% [52]. EUS ma kluczowe znaczenie dla doktadnej przedoperacyjnej oceny raka
trzustki. Wysoka negatywna warto$¢ predykcyjna EUS pozwala wykluczy¢ raka trzustki u
pacjentéw ze zmianami patologicznymi trzustki. Pod kontrola EUS mozna przeprowadzi¢
ponadto celowang biopsje cienkoiglowa (EUS-FNAB), ktora niesie ze sobg niewielkie
ryzyko powiktan (2%). Wynik EUS-FNAB stanowi uzupeinienie podstawowych badan
takich jak USG czy rezonans magnetyczny [53]. Kolejng metoda diagnostyczng jest
tomografia komputerowa (CT) jamy brzusznej, ktora stuzy zarowno do rozpoznaniu guza,
jak 1 oceny stopnia jego zaawansowania oraz resekcyjnosci. Metoda cechuje si¢ wysoka
pozytywna wartoscig predykcyjng, czutoscig i specyficznoscig. Czutos¢ CT, w przypadku
zmian >1,5 cm $rednicy, jest wysoka i wynosi ok 90% i 67% - w przypadku zmian o
wielkosci <1,5 cm. [54,55]. U pacjentow, u ktérych badanie USG lub CT nie dato
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jednoznacznych rezultatbw mozna zastosowaé obrazowanie metoda rezonansu
magnetycznego (MRI).

Istotnie, MRI i CT cechujg si¢ zblizong czuloscia w wykrywaniu i ocenie
zaawansowania zmiany. MRI jest lepszym narzedziem diagnostycznym w przypadku guzow
torbielowatych. Badanie trzustki magnetycznym rezonansem wykonuje si¢ zwykle przy
podawaniu dozylnym $rodka kontrastujagcego. MRI jest bezpieczniejszym badaniem niz CT i
moze by¢ wykonywane kilkukrotnie. Niestety MRI nie moze by¢ przeprowadzone u
pacjentow z rozrusznikiem serca [50,55]. Same badania obrazowe sg niewystarczajace do
postawienia diagnozy. Ostateczna diagnoza i rozpoznanie dokonywane jest na podstawie
wynikéw biopsji. Materiat do badania histopatologicznego pobierany jest zazwyczaj metoda
EUS-FNAB. Pobranie materialu odpowiedniej jakosci jest skomplikowanym zadaniem ze
wzgledu na umiejscowienie trzustki w jamie brzusznej. W uzyskaniu prawidlowego bioptatu
wiele zalezy od wiedzy 1 doswiadczenia osoby wykonujacej biopsj¢. Obraz cytologiczny jest
charakterystyczny dla poszczegolnych zmian. Przykladowo w PDAC rozmiar i stopien atypii
komorek jest zroznicowany. Chromatyna ma obraz drobnoziarnisty, a kontury komorek sa
bardzo nieregularne [56,57]. Z kolei dla IPMN charakterystyczne sg brodawkowe uktady
komorek produkujacych $luz [32].

Obecnie brak jest markerow nowotworowych specyficznych dla raka trzustki.
Woprawdzie gtownym markerem nowotworowym oznaczanym u pacjentow z podejrzeniem
nowotworu jest antygen weglowodanowy CA 19-9. Antygen ten jest jednak wytwarzany
zardwno przez prawidlowe, jak 1 nowotworowe komorki ukladu pokarmowego. U osob
zdrowych stezenie CA 19-9 w surowicy nie przekracza 37 U/ml. Nalezy podkresli¢, ze
zmiany stezenia tego antygenu wystepujg rowniez w przypadku podejrzenia innych
nowotworow przewodu pokarmowego [58]. Oznaczenie CA 19-9 - jako badanie
przesiewowe - nie znajduje zastosowania u pacjentdw, u ktorych nie wystgpuja objawy.
Nawet w przypadku pacjentéw z podejrzeniem raka trzustki, podwyzszone stezenie CA 19-9
nie jest jednoznaczne z wystgpieniem choroby. Oznaczenie st¢zenia tego antygenu znacznie
lepiej sprawdza si¢ w okresleniu stadium 1 operacyjnosci zmiany nowotworowej. Wykazano

réwniez, ze pooperacyjne stezenie antygenu koreluje z rokowaniem [59,60].
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1.4. Wspolczesna farmakoterapia raka trzustki

1.4.1. Chemioterapia w raku trzustki

Doboér chemioterapii zalezy przede wszystkim od stanu sprawnosci i wydolnos$ci
pacjenta. Podeszty wiek pacjentow czesto ogranicza lub uniemozliwia dobranie wihasciwe;j
terapii. Ztotym standardem w chemioterapii raka trzustki jest gemcytabina (GEM). Jest to
lek cytostatyczny, nalezagcy do grupy antymetabolitow pirymidynowych. GEM jest
analogiem deoksycytydyny, w ktérym atomy wodoru przy weglu C2' zastapiono atomami

fluoru (Ryc.2). Gemcytabina jest lekiem fazowo-specyficzny, dziatajacym w fazie S cyklu

komoérkowego.
A NH2 B NH2
B g
N’J\o N’J\D
HOq _O HOE 20
F
H HO (£

Ryc. 2. Struktury 2’deoksycytydyny (A) i gemcytabiny (B)

We wnetrzu komorki, GEM jest przeksztalcana do trifosforanu i difosforanu
gemcytabiny. Polimeraza DNA wbudowuje trifosforan gemcytabiny do syntetyzowanej nici
DNA. Difosforan gemcytabiny uniemozliwia dziatanie reduktazy rybonukleotydowe;,
powodujac spadek stezenia deoksynukleotydow w komodrce. Obydwa procesy hamuja
replikacje DNA prowadzac do apoptozy komorki [61,62].

GEM jest transportowana do komoérek poprzez ludzki réwnowagowy transporter
nukleozydow 1 (hENT-1) [160,161]. Ekspresja hENTI na powierzchni komorek

nowotworowych moze by¢ niska, co przektada si¢ na odpowiedz komorek na dziatanie GEM

12



[63]. Gemcytabina moze by¢ stosowana samodzielnie lub w skojarzeniu np. z paksitakselem,
cisplatyng czy erlotynibem [64-66].

Podobnie jak gemcytabina, lekiem cytostatycznym nalezagcym do  grupy
antymetabolitow pirymidynowych jest fluorouracyl (5-fluorouracyl, 5-FU), bedacy
fluorowg pochodng uracylu, ktora rowniez charakteryzuje si¢ dzialaniem w fazie S cyklu

komorkowego (Ryc.3).

A O B O
HN/M\NH HN ]
L

Ryc. 3. Struktury uracylu (A) i fluorouracylu (B)

@) N
H

W komorce 5-FU jest przeksztalcany do fosfodeoksyrybonukleotydu (5-dUMP) i
trifosforanu fluorourydyny (FUTP). 5-dUMP blokuje syntetazg tymidylowa, uniemozliwiajac
syntez¢ kwasu tymidynowego, a w rezultacie synteze DNA. Z kolei FUTP blokuje fosfataze
uracylowsa, prowadzac do powstania nieprawidlowego RNA. Zahamowana synteza kwasow
nukleinowych powoduje zaburzenie wzrostu, uszkodzenie i $mieré komorki [67]. Efekt
dziatania 5-FU jest szczeg6lnie widoczny w tkankach dobrze zréznicowanych i1 szybko
rosngcych. Podany dozylnie przenika do wielu tkanek, np. szpiku kostnego, blony §luzowej
przewodu pokarmowego i tkanki nowotworowej, a takze przez barier¢ krew—mozg i tozysko
[68].

W leczeniu raka trzustki, fluorouracyl stosowany jest jako element schematu
terapeutycznego FOLFIRINOX. Jest to kombinacja chemioterapeutykéw stosowanych w
Scisle okreslonej kolejnosci. Schemat terapii oparty jest na zastosowaniu czterech substancji

aktywnych, tj.:
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— leukowirin (kwas folinowy, FOL) - pochodna witaminy B, tagodzi on dziatania
niepozadane stosowania 5-FU;

— fluorouracyl (F) - antymetabolit pirymidynowy;

— irinotekan (IRIN) - inhibitor topoizomerazy, hamuje rozwijanie i powielanie nici
DNA;

— oksaliplatyna (OX) - hamuje procesy naprawcze i syntez¢ DNA.

Ogolne przezycie u pacjentow poddanych schematowi FOLFIRINOX jest dtuzsze niz
w przypadku zastosowania GEM. Schemat FOLFIRINOXu cechuje si¢ jednak wigksza
toksyczno$cig niz terapia samym 5-FU czy GEM [69,70].

Pierwszym preparatem stosowanym w tzw. terapii celowanej raka trzustki jest
Erlotynib (Ryc.4). Jest on inhibitorem kinazy tyrozynowej EGFR. Lek wigze si¢
kompetycyjnie z miejscem wigzania trifosforanu adenozyny (ATP) receptora EGF, hamujac
tym samym wewnatrzkomoérkowsa fosforylacje EGFR. W efekcie tej blokady do komoérek
nowotworowych nie docieraja sygnaly konieczne do wzrostu, progresji i1 migracji.
Skuteczno$¢ leku jest zatem zalezna od poziomu ekspresji EGFR na powierzchni komorek
nowotworowych. Przyjmowanie Erlotynibu wigze si¢ z mniejszg liczbg towarzyszacych
dziatah niepozadanych niz w przypadku stosowania GEM czy 5-FU. Erlotynib moze by¢

stosowany samodzielnie lub w skojarzeniu z GEM [71,72].

HaC O N\W

O N
H3C/ \/"\O = _H

Ryc. 4. Struktura Erlotynibu

1.4.2. Kierunki poszukiwania nowych terapii raka trzustki

Zte rokowanie w raku przewodowym trzustki, zwigzane z jego oporno$cig na

chemioterapie, nie uleglo istotnej zmianie przez ostatnie trzy dekady [73]. Niestety
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chemioterapia oparta gtownie na GEM czg¢sto nie przynosi satysfakcjonujacych rezultatow.
Poszukiwanie nowych lekow, nawet celowanych molekularnie, jest bardzo skomplikowane
ze wzgledu na zlozono$¢ genetyczng i metaboliczng nowotworu trzustki. Faktem jest
bowiem, iz —jak wskazujg badania - w raku trzustki az 12 szlakéw sygnatlowych moze ulegaé
mutacji. Mutacje te wystgpuja w 67 - 100% guzéow 1 dotycza miedzy innymi szlakow
sygnatlowych KRAS, transformujacego czynnika wzrostu (TGF-B), Wnt, Notch oraz
Hedgehog [74]. Dodatkowo szybki postep choroby jest spowodowany tym, ze mutacje te
wystepuja jednoczesnie, a nie kolejno po sobie [75].

Obecnie prowadzone badania skupiajg si¢ migdzy innymi na terapiach o specyficznie
ukierunkowanym dziataniu. Naleza do nich m.in. przeciwciala monoklonalne,
drobnoczasteczkowe inhibitory onkogendéw i szlakow sygnatowych. Wykazanie kluczowej
roli nowotworowych komoérek macierzystych i mikrosrodowiska nowotworu trzustki
ukierunkowalo badania na poszukiwanie inhibitorow szlakow sygnatowych Hedgehog,
Notch czy Wnt [76,77]. Sciezki te pehnia istotna role w réznicowaniu, proliferacji i apoptozie
komoérek. Przyktadem inhibitora $ciezki Notch jest Terextumab (antagonista
Notch2/Notch3), ktory zarowno samodzielnie, jak i w potaczeniu z GEM, hamowat
proliferacj¢ komorek nowotworowych [78]. Molekularnym celem terapeutycznym jest
réwniez receptor czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF). Guzy trzustki sa
stabo unaczynione, ale aktywacja VEGFR moze prowadzi¢ do wzmozonej proliferacji 1
migracji komorek. Niestety, przeciwciala monoklonale (bevacizumab) [79] czy
rekombinowane biatka fuzyjne (aflibercept) [80], blokujace aktywno$¢ receptora VEGF,
okazaly si¢ nieskuteczne. Innym celem terapii sg poszczegolne elementy podscieliska guza,
stanowigce barier¢ (fizyczng 1 chemiczng) utrudniajaca leczenie. PEG-ylowana
rekombinowana ludzka hialuronidaza (PEGPH20) degraduje kwas hialuronowy (HA) obecny
w macierzy guza. Degradacja HA moze utatwia¢ penetracj¢ lekow do wnetrza guza. Dobre
rezultaty otrzymano w terapii skojarzonej PEGPH20 z FOLFIRINOX [81].

Przedstawione powyzej przyklady terapii ukierunkowanych stanowig jedynie utamek
wszystkich obecnie prowadzonych badan. Niestety ze wzgledu na heterogenno$¢ raka

trzustki, wiele nowych substancji aktywnych okazuje si¢ by¢ nieskuteczna.
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1.4.3. Wykorzystanie peptydow w terapiach
przeciwnowotworowych

Atrakcyjng klase lekéw przeciwnowotworowych stanowig peptydy. Leki peptydowe
charakteryzuja si¢ wysoka swoistoscig, dobra rozpuszczalno$cia i zdolnoscig do penetracji
tkanki nowotworowej [82-87]. Peptydy przeciwnowotworowe (ACP) dzielg si¢ na peptydy
naturalne i syntetyczne. Syntetyczne peptydy mogg by¢ projektowane tak, aby dziataly w
okreSlony sposob np. oddziatywalty =ze specyficznymi receptorami Iub biatkami
powierzchniowymi (Ryc.5). ACP pochodzenia naturalnego to mate, najczesciej amfipatyczne
czasteczki, z ktorych wigkszos¢ zawiera reszty kationowe i hydrofobowe. Peptydy te czgsto
posiadaja tez wlasciwosci przeciwbakteryjne (ang. antimicrobial peptides) [88-90].

Komorki nowotworowe posiadaja na swojej powierzchni wigcej ujemnie
natadowanych czasteczek (np. glikozylowana mucyna) niz komoérki prawidtowe, jak rowniez
charakterystyczne wypustki zwickszajace powierzchni¢ komorki [91,92]. Dzicki swoim
wlasciwosciom kationowym, ACP tacza si¢ specyficznie z ujemnie natadowang btong
zaburzajac jej strukture i cigglo$¢. Dodatkowo wigksza powierzchnia komoérki sprawia, ze
wiecej czasteczek peptydu moze oddziatywac z btona.

Powierzchnia komoérek nowotworowych charakteryzuje si¢ takze zwigkszong ekspresja
poszczegdlnych receptorow, takich jak VEGFR czy EGFR. Receptory wiaza peptydy,
blokujac w ten sposob przesylanie sygnatéw inicjujacych wzrost i proliferacje komorki.
Przykltadem takiego peptydu jest Erlotynib, ktory oddzialuyje z receptorem EGF
uniemozliwiajac jego fosforylacje [71]. Z kolei zablokowanie aktywnosci receptora VEGF
poprzez jego zwigzanie z peptydami F56, SP5.2 czy K237 prowadzi do zahamowania
proliferacji 1 migracji komodrek rakowych [93,94]. Czgsto celem dla ACP s3 réwniez
integryny lub lamininy obecne na powierzchni komorek. Przyktadowo, ACP zawierajace
motyw Arg-Gly-Asp (iRDG) tacza si¢ swoiscie z integryng o i B prowadzac do zahamowania
wzrostu nowych naczyn krwionos$nych (angiogenezy) i migracji komorek nowotworowych

[95,96].
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Ryc. 5. Wybrane mechanizmy dziatania peptydow przeciwnowotworowych na komorki

nowotworowe [86].

Pomimo, ze istnieje wiele naturalnych i syntetycznych peptydow 0 potencjalnym
dziataniu przeciwnowotworowym, tylko niewielka ich liczba znajduje si¢ obecnie w fazie
badan klinicznych. Wynika to gtownie z licznych wyzwan zwigzanych z wykorzystaniem
peptydow jako lekow farmaceutycznych. Niektore peptydy sa wysoko toksyczne w stosunku
do prawidlowych komoérek lub/oraz wykazuja wysoka aktywno$¢ hemolityczng [97,98].
Kolejng przeszkoda w stosowaniu peptydow jest ich podatnos¢ na proteolize. Wrazliwo$¢ na
degradacj¢ enzymatyczna mozna zmniejszy¢é np. poprzez zastapienie naturalnie
wystepujacych aminokwasdéw nienaturalnymi lub modyfikacje wiazania peptydowego
[99,100]. Ponadto, czas péltrwania, niezbedny do skutecznego dziatania leku, nie jest tatwy
do okreslenia. W celu rozwigzania tego problemu, ACP mozna sprzega¢ z peptydami
penetrujagcymi  komorki (CPP) lub wykorzystywaé bakteriofagi jako no$niki ACP.
Powlekanie lub koniugacja peptydéw z polimerami, takimi jak glikol polietylenowy, rowniez
moze poprawia¢ farmakokinetyke i farmakodynamike¢ leku [101]. Negatywne skutki
dziatania ACP probuje si¢ znosi¢ poprzez modyfikacje struktury przy jednoczesnym

zachowaniu ich aktywnosci przeciwnowotworowe;j.
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Pomimo ograniczen, tatwos$¢ otrzymywania i modyfikacji oraz wysoka skuteczno$¢

sprawiaja, ze ACP sg obiecujaca grupg lekow w terapii nowotwordw.
1.5. Opioidy w terapii przeciwnowotworowej

Chorobom nowotworowym nierzadko towarzyszy przewlekly bodl, znacznie
pogarszajacy komfort zycia pacjenta. W celu uSmierzenia lub ztagodzenia bolu stosuje sie
zroznicowane $rodki przeciwbolowe. Jedna z klas lekow o wihasciwosciach analgetycznych
sa leki opioidowe. W praktyce klinicznej stosowana jest miedzy innymi: kodeina,
dihydrokodeina, tramadol, morfina czy fentanyl [102]. Najczesciej stosowana jest morfina,
ktéra oddziatuje z receptorem opioidowym p (MOR). Odzialywanie to powoduje analgezje,
czyli zniesienie uczucia bolu. Niestety przyjmowaniu morfiny towarzyszy szereg dziatan
niepozadanych takich, jak: zaparcia, nudnos$ci, sennos¢, depresja oddechowa, euforia. Z kolei
dhugotrwate stosowanie morfiny oraz innych opioidéw moze skutkowac rozwojem tolerancji

i uzaleznieniem tak fizycznym, jak i psychicznym [103].
1.5.1. Opioidy jako substancje przeciwnowotworowe

Poza dziataniem przeciwbolowym, sugeruje si¢, ze opioidy moga wplywaé na
proliferacje, zdolno$¢ komoérek do adhezji 1 migracji, a takze stymulowaé proces
angiogenezy [104,105]. Wedhug doniesien literaturowych, wlasciwosci
przeciwnowotworowe mogg wykazywaé¢ np. morfina czy Met-enkefalina oraz wybrane
peptydomimetyki opioidowe (bifalina) [3-8]. Nalezy jednak podkresli¢, ze przeprowadzone
dotychczas badania nie daly jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy i w jaki sposob
opioidy egzo- i endogenne wplywajag na wzrost komorek nowotworowych. Faktem jest
bowiem, iz dostepnych jest szereg prac opisujacych zaréwno pro-, jak i
przeciwnowotworowe wlasciwosci morfiny, w zalezno$ci od rodzaju badanego nowotworu.
Przykladowo, w raku piersi, zastosowanie morfiny moze skutkowa¢ wyraznym
zahamowaniem wzrostu guza lub przeciwnie, stymulowaé proliferacj¢ komorek
nowotworowych oraz proces angiogenezy. [106-108]. Morfina moze rowniez stymulowaé
proliferacje komorek glejaka wielopostaciowego (T98G) [9], a jednoczes$nie nie wptywac na

proliferacje komorek raka odbytu (HT-29) [109,110].
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Inny endogenny opioid, Met-enkefalina, zwana tez opioidowym czynnikiem wzrostu
(OGF), hamuje syntez¢ DNA i wzrost komoérek raka trzustki in vitro [111]. Zastosowanie
GEM lub 5-FU w skojarzeniu z OGF, silniej hamowato proliferacj¢ komorek raka trzustki in
vitro i in vivo niz w przypadku zastosowania kazdej z tych substancji osobno [6,112]. Met-
enkefalina hamowata takze proliferacje komorek czerniaka linii B16 in vitro i in vivo oraz
komorek A375 in vitro [113,114]. Powyzsze przyktady wskazuja, ze opioidy egzo- i
endogenne moga regulowaé wzrost i aktywnos$¢ komodrek nowotworowych. Konieczne sa
jednak dalsze badania w celu dokladnego poznania roli opioidow 1 mechanizmu

oddziatywania na komorki nowotworowe.

1.6. Zastosowanie trojwymiarowych hodowli
komorkowych w poszukiwaniu nowych lekow

Badania w dwuwymiarowym (2D) modelu komorkowym in vitro stanowig pierwszy
etap selekcji biologicznie aktywnych substancji. W badaniach tych wykorzystuje si¢ hodowle
komorek adherentnych lub w zawiesinie. Komorki te rosng w postaci monowarstwy lub
swobodnie unoszac si¢ w pozywce. Warunki w hodowlach 2D sa skrajnie rozne od
warunkéw panujacych w tkance. W zywej tkance komorki tworza tréjwymiarowe
mikrosrodowisko wraz ze skomplikowang siecia oddziatywan migdzykomorkowych,
produkcja ECM oraz zlozong dynamika transportu tlenu i sktadnikow odzywczych.
Tradycyjne hodowle 2D nie odzwierciedlaja tych warunkow. W zwigzku z tym, komorki
rosngce w modelu 2D poddawane dzialaniu zwigzkow aktywnych moga dawac fatszywie
pozytywne lub negatywne wyniki, ktore nie znajdujg potwierdzenia w badaniach in vivo
[115,116].

W celu jak najlepszego odwzorowania warunkéw panujacych w organizmie powstaty
trojwymiarowe (3D) modele badawcze in vitro. Wielowarstwowos$¢ modeli 3D sprawia, ze
lepiej odwzorowujg one warunki fizjologiczne. W uktadach 3D komorki oddzialuja ze soba,
wytwarzana jest ECM oraz mechaniczne potaczenia migdzy komoérkami (desmosomy). ECM
umozliwia ruch i komunikacje komoérek w hodowli 3D, wptywa rowniez na dyfuzje

substancji oraz oddziatywanie z czynnikami wzrostu i enzymami (Ryc.6) [117,118].
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Hodowle 3D zapewniaja wtasciwg polaryzacj¢ komodrek oraz ich niezakldécony wzrost,
podczas gdy w hodowli 2D komorki moga by¢ tylko czeSciowo spolaryzowane, a ich
proliferacje ogranicza powierzchnia naczynia hodowlanego [118]. W poréwnaniu do hodowli
2D, hodowle 3D charakteryzuje wigksza stabilnos$¢ i zywotnos$¢ dzigki czemu lepiej nadaja
si¢ do dtugoterminowych badan dziatania substancji aktywnej [116,119]. W przeciwienstwie
do hodowli w monowarstwie, komérki hodowane w modelu 3D dodatkowo wykazujg
ekspresje genow zblizong do komorek w tkankach in vivo [120]. Podsumowujac, modele 3D
stanowig ulepszong wersj¢ modeli do badania roznicowania, migracji, przezycia i proliferacji

komorek w warunkach in vitro.

Komérki proliferujace Oddziatywanie komoérka - komérka

Oddziatywanie komérka - ECM

Zywe nieproliferujace komorki

. Nekrotyczne jadro

CO, i produkty
przemiany materii

0,, skiadniki
odzywcze, czynniki
wzrostu, cytokiny i pH

Przenikanie substancji
aktywnych

Ryc. 6. Procesy zachodzace w hodowlach trojwymiarowych - gradient stezenia substancji

pokarmowych i aktywnych, tlenu oraz intensywnosci proliferacji komorek [118].

1.6.1. Rodzaje hodowli trojwymiarowych

Wzrost popularno$ci modeli 3D odzwierciedla wzrost liczby dostepnych narzedzi
hodowlanych. Obecnie hodowle trojwymiarowe prowadzi si¢ z wykorzystaniem rusztowania
lub bez rusztowania. Jednym z podstawowych i1 zarazem najprostszych modeli 3D s3
sferoidy, czyli sferyczne agregaty komorkowe. Sferoidy sa samoorganizujagcymi si¢

skupiskami komorek, ktore powstajg w warunkach uniemozliwiajacych przytwierdzenie do
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podioza. Istnieje wiele metod uzyskiwania sferoidow, w tym technika mikroprzeptywow, ciat
embrioidalnych, zeli kolagenowych czy kultur wiszacych [121-124]. Innym rodzajem
hodowli 3D sa hodowle na rusztowaniach (ang. scaffolds). Rusztowaniem moga by¢ np.
biopolimery. Biopolimery otrzymywane z tkanek zwierzgcych sa szczegodlnie popularne. Ze
wzgledu na ich biochemiczne podobienstwo do mikrosrodowiska tkanki, moga promowac
regeneracj¢ tkanek. Do najczesciej stosowanych naturalnych polimerow naleza: kwas
hialuronowy, zelatyna, kolagen i siarczan chondroityny. Biopolimery pochodzenia innego niz
ssacze, takie jak alginiany i chitozan, rowniez s wykorzystywane do wytwarzania rusztowan
3D (Ryc.7) [125,126].

Ryc.7. Podstawowe technologie wykorzystywane do hodowli komoérek w modelu 3D. (A)
Formowanie sferoidow komorkowych z wykorzystaniem metody wiszacej kropli. Zawieszone w
kropli komorki tacza si¢ tworzac kompaktowy agregat. (B) Hodowla 3D z wykorzystaniem hydrozeli
(np. Matrigel). Komorki sa zawieszone w macierzy zawierajacej biatka, ktore tworza
mikrosrodowisko nasladujace strukture ECM. (C) Porowate state rusztowanie wspierajace hodowle
komoérkowa. Komorki wykorzystuja porowata powierzchni¢ rusztowania, dzigki czemu nie ulegaja

splaszczeniu; zachowujg swoja strukture i polaryzacje [126].

Coraz czeSciej w badaniach wykorzystywane sa systemy mikroprzeptywowe (ang.
microfluidic chip). Systemy te zbudowane sg z wielu elementéw umieszczonych na
niewielkiej powierzchni. Kazdy z elementow takiego systemu peini okreslong funkcje.
Odpowiednio zaprojektowane moduly umozliwiaja kontrol¢ mikrosrodowiska hodowli i staty
przeptyw pozywki, dzigki czemu warunki panujace w uktadzie s zblizone do warunkow in
vivo [127,128]. Dzigki temu systemy mikroprzeptywowe pelnig funkcje zintegrowanego

mikrolaboratorium, ktore umozliwia prowadzenie kompleksowych badan mikrostruktur.
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Dostepnos¢ 1 roznorodnos$¢ modeli trojwymiarowych pozwala na wykorzystanie ich w
badaniach nad procesem karcynogenezy, regeneracji tkanek czy oddzialywan patogen -

gospodarz.
1.6.2. Zastosowanie hodowli tréjwymiarowych

Modele trojwymiarowe In Vvitro znajdujg szerokie zastosowanie w badaniach
naukowych 1 medycynie. Najczesciej hodowle 3D wykorzystuje si¢ w badaniach
przesiewowych nowych lekéw przeciwnowotworowych. Odpowiedz sferoidow i guzow in
Vivo na substancje przeciwnowotworowe jest zblizona. Szczegdlnie dobrze sferoidy
odwzorowujg stabo unaczynione guzy lite, takie jak guzy przewodowego raka trzustki [129].
Podobnie jak w warunkach in vivo, struktura sfery sprawia, ze dziatanie substancji
aktywnych jest niejednorodne w jej obrebie [130].

Sferoidy moga rowniez stanowi¢ model do badania nowotworowych komorek
macierzystych (ang. cancer stem cells, CSC). CSC sg subpopulacja komorek
nowotworowych zdolnych do samoodnawiania i réznicowania. Badania wykazaly, ze w
sferoidach jest obecnych wiecej CSC niz w przypadku modelu 2D. Moze by¢ to wynikiem
charakteru mikrosrodowiska panujacego we wnetrzu sfery. Czynniki takie jak hipoksja,
warto$¢ pH oraz obecno$¢ ECM sprzyjajg utrzymaniu fenotypu CSC [131-133]. Dodatkowo
sferoidy otrzymywane z kilku rodzajow komorek (kokultury) stanowia wygodny i tatwo
dostgpny model do badania odziatywan migdzy komodrkami prawidlowymi i
nowotworowymi [111,112]. Komoérki podscieliska istotnie wptywaja na rozwoj i biologie
guza. tatwos¢ otrzymywania sfer zbudowanych z poszczegdlnych rodzajow komorek
pozwala na badanie wybranych aspektow biologii nowotworu tj., inwazyjnosci,
intensywno$Ci  procesOw  angiogenezy czy odpowiedzi na dziatanie substancji
przeciwnowotworowych [134-136].

Hodowle trojwymiarowe znajduja réwniez szerokie zastosowanie Ww inzynierii
tkankowej 1 medycynie regeneracyjnej. Najlepiej poznanym i opisanym przyktadem hodowli
3D w medycynie jest sztuczna skora. Jest to stelaz kolagenowy ulatwiajacy i1 stymulujacy
wzrost komorek w miejscu uszkodzenia. Wiele zespoléw badawczych pracuje obecnie nad
uzyskaniem sztucznej watroby, ktéra mogtaby by¢ wykorzystywana do oczyszczania krwi

przeplywowej pacjentéw, oczekujacych na przeszczep tego narzadu. Do prawidlowego

22



funkcjonowania tego systemu konieczne jest jednak utrzymanie duzej liczby aktywnych,
zdolnych do roznicowania hepatocytow. Hodowle tréjwymiarowe moga zapewnié
odpowiednie warunki do roznicowania hepatocytow, zatem stanowig obiecujacy model
badawczy [137,138].

Hodowle 3D mogg by¢ réwniez stosowane do wykrywania patogendéw lub toksyn
[139] oraz badania oddziatywan komoérka-biomateriat [140].

Powyzsze przyklady wskazuja na ogromng uzyteczno$¢ tréjwymiarowych modeli
komoérkowych in vitro. Latwos¢ modyfikacji i aplikacyjno$¢ czyni je jeszcze bardziej

atrakcyjnymi modelami badawczymi.
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2. ZAL.OZENIA | CEL PRACY

W literaturze znalezé mozna doniesienia wskazujace na przeciwnowotworowe
wlasciwosci peptydow 1 peptydomimetykow opioidowych oraz kwasu cynamonowego i1 jego
pochodnych. Dodatkowo istniejg badania sugerujace, ze kwas cynamonowy i jego pochodne

moga zwigkszac przepuszczalnos¢ bton komorkowych.

W Zakladzie Neuropeptydow, zostaly zaprojektowane i1 zsyntezowane 4 nowe
peptydomimetyki, sktadajace si¢ z dwoch fragmentow — krotkiego peptydu opioidowego
oraz lipofilowej trans-cynamylopiperazyny (CYN):

Tyr-D-Ala-Phe-CYN (APL1)
Tyr-D-Ala-Trp-CYN (APL2)
Tyr-D-Thr-Phe-CYN (APL3)
Tyr-D-Thr-Trp-CYN (APL4)

Opierajac si¢ na powyzszych informacjach sformulowano hipoteze badawcza, ze
otrzymane peptydomimetyki beda charakteryzowac¢ si¢ aktywnoscia przeciwnowotworowg

oraz dobrg przenikalno$cia przez btony komérkowe. Stad celem badan byto:

1. Ocena biologicznych wtasciwosci otrzymanych peptydomimetykow opioidowych, ze
szczegolnym uwzglednieniem ich stabilnosci 1 toksycznosci.

2. Wypracowanie trojwymiarowego modelu raka trzustki w warunkach in vitro.

3. Ocena aktywnosci przeciwproliferacyjnej peptydomimetykow w  dwu- |
trojwymiarowym modelu raka trzustki in vitro.

4. Ocena aktywnosci przeciwproliferacyjnej czesci skltadowych peptydomimetykow tzn.
tripeptydow oraz trans-cynamoilopiperazyny.

5. Zbadanie skojarzonego wptywu peptydomimetykow i gemcytabiny, ze szczegdlnym

uwzglednieniem roznic pomigedzy modelem dwuwymiarowym 1 trojwymiarowym.

24



3. MATERIALY I METODY

3.1. Synteza zwiazkow

Synteze i oczyszczanie zwigzkoéw wykonali dr Anna Puszko 1 dr Piotr Sosnowski z

Wydzialu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
3.1.1. Synteza i oczyszczanie peptydomimetykow

Fragmenty peptydowe zsyntezowano manualnie na fazie stalej (SPPS) zgodnie z
procedurg Fmoc, wykorzystujac zywice 2-chlorotritylowa (500 mg) o obsadzeniu 0,83
mmol/g. Do zywicy przytagczono Fmoc-Phe-OH (1,04 mM) lub Fmoc-Trp(Boc)-OH (1,04
mM) w dichlorometanie (DCM) w obecnosci 3 eckwiwalentow (ekw.) N,N-
diizopropyloetyloaminy (DIPEA). Sprzeganie prowadzono przez 3 godz. przy uzyciu 2,5
ekw. aminokwasow rozpuszczonych w 5 ml N,N-dimetyloformamidu (DMF) w obecnosci
2,5 ekw. heksafluorofosforanu O-(1H-6-chlorobenzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
tetrametylouroniowego (HCTU; 1,04 mM) i 6 ekw. DIPEA (2,5 mM). Grupe
zabezpieczajagca Fmoc zdejmowano za pomoca 20% (v/v) roztworu piperydyny w DMF
przez 20 minut. Reakcje sprzegania 1 deprotekcji monitorowano przy uzyciu testu Kaiser. Po
zakonczonej syntezie, peptydy odczepiano od fazy statej za pomoca 5 ml mieszaniny kwasu
octowego, trifluoroetanolu i dichlorometanu (1:1:8 v/v/v) przez okres 45 min, zachowujgc
wszystkie grupy zabezpieczajace. Obecno$¢ zwiazkoéw potwierdzono za pomocag HPLC-ESI-
Q-MS. Nastepnie surowe peptydy (0,3 mM) sprzegano w 5 ml DMF z 1,1 ekw. trans-1-
cynamoilopiperazyny (Cyn; 0,33 mM) w obecnosci 1,1 ekw. tetrafluoroboranu 2-(1H-
benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametyloaminowego  (TBTU; 0,33 mM), 1,1 ekw.
hydroksybenzotriazolu (HOBt; 0,33 mM) i 5 ekw. DIPEA (1,5 mM). Reakcj¢ prowadzono
przez 12 godz. w temp. pokojowej. Surowe produkty wytrgcano za pomocg nasyconego
roztworu NaHCOg3, filtrowano i ptukano wodg destylowang do osiagniecia neutralnego pH.
Zwigzki rozpuszczano nastepnie w 15 ml kwasu trifluorooctowego (TFA) 1 mieszano w
temp. 0°C (taznia woda/léd) przez 1 godz. w celu usunigcia grup zabezpieczajacych. Po
odparowaniu TFA, zwiagzki odparowano dodatkowo 3 razy z toluenem i 2 razy z eterem.

Struktury surowych zwigzkéw potwierdzano za pomocag HPLC-ESI-Q-MS, a nastepnie
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oczyszczano z wykorzystaniem preparatywnego RP-HPLC (kolumna Cy,, fazy
woda/acetonitryl z dodatkiem 0,1% TFA). Oczyszczone produkty zliofilizowano i
zanalizowano przy uzyciu HPLC-ESI-Q-MS oraz LC-MS-IT-TOF.

1. Fmoc-R'{PG)-OH, DIPEA
2. 20%PIPERYDYNA wDMF

1. Fmoc-RAPG)-OH, HATU, DIPEA HO B
2. 20% PIPERYDYNA v DNF TFE:
¢1-{ LINKER ‘ Vh Ll > 0 AcOH:TFEDCM k{ oH
1. Boc.Tyr-OH, HATU, DIPEA " o \)t T

A 2.20% PIPERYDYNAwDMF NH “R{(PG} NH R (PG)
R? (PG} R {PG)

H0\©\HN’B°° P 1.TBTU, DIPEA HO -
N ZSSHTFA WDCH
T HN\)

HN 1 HN
2 NH “R'(PG) NH ’R (PG)
RPG) RY(PG)

R'-D-Ala b D-Thr  RE-L-Phe s L-Thr PG - grupa zabezpieczajaca

Schemat 1. Synteza peptydomimetykow. Synteza prowadzona byta w dwoch etapach: w fazie stalej
(A) i w roztworze (B).

3.1.2. Synteza i oczyszczanie tripeptydow

Synteze tripeptydow prowadzono na fazie stalej (SPPS) przy uzyciu zywicy Wanga z
przytaczong Fmoc-Phe-OH (0,63 mM/g) lub Fmoc-Trp(Boc)-OH (0,55 mM/g), zgodnie ze
strategia Fmoc. Sprze¢ganie prowadzono w obecno$ci 2,5 ekw. aminokwasow, 2,5 ekw.
HCTU (0,63 mM) 1 6 ekw. DIPEA (1,5 mM) w 5 ml w DMF przez 3 godz. Grupe
zabezpieczajaca Fmoc zdejmowano 20% (v/v) roztworem piperydyny w DMF przez 20
minut. Reakcje sprzggania i deprotekcji monitorowano przy uzyciu testu Kaisera. Po
zakonczonej syntezie, peptyd odczepiano od zywicy przy uzyciu mieszaniny TFA, wody 1
triizopropylosilanu (TIS) (92:2,5:2,5 v/v/v) przez 3 godz. Obecno$¢ surowych peptydow
potwierdzono za pomoca HPLC-ESI-Q-MS, a nastgpnie oczyszczano z wykorzystaniem

preparatywnego RP-HPLC (kolumna C;, fazy woda/acetonitryl z dodatkiem 0,1% TFA).
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Oczyszczone produkty zliofilizowano i1 zanalizowano przy uzyciu HPLC-ESI-Q-MS oraz
LC-MS-IT-TOF.

3.2. Badanie stabilnosci proteolitycznej
peptydomimetykow w ludzkim osoczu in vitro

Badania z wykorzystaniem obwodowej krwi zylnej pobranej od zdrowych
wolontariuszy (n=4), przeprowadzono za zgoda Komisji Etycznej CSK-MSWIA (decyzja nr
67/2017). Krew pobierano do probéwek zawierajgcych heparyne. W celu zapobiegniecia
ewentualnej aktywacji ptytek krwi, krew wirowano natychmiast po pobraniu (2500 rpm, 10
min, 4°C). Osocze delikatnie zebrano i przeniesiono do sterylnych mikroprobowek (1,5 ml) i
zamrazano w temperaturze -80°C do momentu uzycia. Osocze preaktywowano przez 20 min
w temp. 37°C. Po tym czasie, dodawano wodny roztwor badanego zwigzku (5 uM) w
stosunku 1:1 1 kontynuowano inkubacj¢. W wyznaczonych interwatach czasowych (0 - 96
godz.) pobierano 100 ul mieszaniny i przerywano reakcje enzymatyczng dodajac 100 ul 98%
etanolu w celu wytracenia biatek. Otrzymang zawiesing wytrzgsano przez 1 min, a nastepnie
wirowano (15000 rpm, 10 min, 4°C). Pobierano 100 pl suprenatantu, zamrazano i
liofilizowano. Probki odtwarzano poprzez dodanie 100 pl wody destylowanej i
nastrzykiwano na analityczne RP-HPLC. Wybrane probki analizowano za pomoca LC-ESI-

Q-MS w celu identyfikacji metabolitow.

3.3. Oznaczenie powinowactwa zwigzkow do receptorow
opioidowych MOR

W celu zmierzenia powinowactwa zwigzkow do receptoréw opioidowych MOR
zastosowano metode izotopowa, polegajaca na oznaczeniu stopnia powinowactwa
znakowanego ligandu do specyficznego receptora. W metodzie wykorzystuje si¢ tkanke
zawierajaca badany receptor oraz ligand znakowany izotopem.

W celu przygotowania homogenatu, pobierany mozg szczura (bez moézdzku)

umieszczano w zimnym (4°C) 50 mM buforze Tris (pH 7,4) 1 homogenizowano. Nastepnie
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homogenat wirowano (23000 rpm, 20 min., 4°C). Supernatant odrzucono, a osad ponownie
zawieszono w buforze TRIS 1 inkubowano w temp. 25°C przez 30 min. Etap wirowania i
zawieszenia w buforze powtorzono dwukrotnie. Ostateczne stezenie zawiesiny tkanki w
buforze wynosito 5%. Homogenat przechowywano w temp. -25°C. Do badan uzyto
trytowanego ligandu [H*]DAMGO, specyficznego dla receptora p. Homogenaty inkubowano
w temp. 25°C przez 60 min z 0,5 nM [H3]DAMGO wraz z odpowiednim stg¢zeniem
badanych zwiazkow (10°~10™"" M). Wigzanie niespecyficzne wyznaczono przy zastosowaniu
10 uM naloxonu. Reakcje prowadzono w 1 ml buforu zawierajacego albuming z surowicy
bydlecej (0,1 mg/ml, BSA), bacytracyn¢ (30 p/ml), bestatyne (30 uM) oraz kaptopril (30
uM). Doswiadczenie wykonano w dwoch powtdrzeniach. Po inkubacji, probki filtrowano z
wykorzystaniem urzadzenia Brandel Harvester i filtrow GF/B nasaczonych 0,5%
polietylenoiming (PEI). Filtry trzykrotnie przemywano solg fizjologiczng (4°C). Nastepnie
filtry przektadano na 24-dotkowa plytke i zalewano roztworem scyntylacyjnym. Dla kazdego
stezenia [H3]DAMGO 1 badanego zwigzku wykonano dwa powtorzenia, Sam za$
eksperyment przeprowadzono dwukrotnie. Oznaczenie poziomu radioaktywnosci wykonano
z wykorzystaniem aparatu MicroBeta LS, 3 detectorowym, TriLux.

Poziom wigzania specyficznego dla danego receptora jest wynikiem rdznicy wigzania
catkowitego radioliganda i1 wigzania niespecyficznego radioliganda. Im nizszy poziom
radioaktywnos$ci w probce tym wyzsze powinowactwo liganda do receptora. Warto$ci
powinowactwa receptorowego badanych zwigzkéw wyznaczono uzywajac programu
GraphPad Prism. Procent wigzania zwigzku wyliczono ze wzoru i przedstawiono jako ICs

+/- SEM.

) ) Sredni poziom radioaktywnoS$ci probki — wigzanie niespecyficzne
% wigzania = - - - x 100%
wiazanie specyficzne

3.4. Oznaczenie aktywnoS$ci hemolitycznej zwigzkow

Badanie aktywno$ci hemolitycznej zwigzkéw wykonano zmodyfikowana metoda
opracowang przez Knopik i wspot. [141]. Hemolize, indukowang dzialaniem badanych

zwigzkow, oznaczano z wykorzystaniem elementow morfotycznych krwi obwodowej i
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poréwnano z aktywnos$cig hemolityczng GEM. Krew od zdrowych ochotnikéw (n=4) ze
znanym poziomem hematokrytu pobierano do probowek zawierajacych EDTA (zgoda
Komisji Etycznej CSK-MSWIA, decyzja nr 67/2017); poziom probki zaznaczano na
probéwce. Krew wirowano (2500 rpm, 10 min, 4°C), supernatant odrzucono, a osad
zawieszono w PBS do wczesniej zaznaczonego poziomu. Etap wirowania i zawieszania
powtorzono trzykrotnie. Otrzymang zawiesing rozcienczono odpowiednio dla hematokrytu
danego dawcy, tak aby uzyskac¢ 10% zawiesing. Zawiesina 10% postuzyta do przygotowania
proby 100% hemolizy (w H;O destylowanej, 1:9) oraz 2% zawiesiny elementow
morfotycznych (w PBS, 1:4). Nastgpnie do mikroprobowek dodawano 200 pl 2% zawiesiny i
200 pl odpowiedniego stezenia badanego zwigzku w PBS (0 - 250 uM). Mieszaniny
inkubowano w tazni wodnej przez okres 60 min w temp. 37°C. Kontrolg pozytywng (100%
hemolizy) stanowily komorki krwi zawieszone w wodzie destylowanej, a kontrole
negatywna (0% hemolizy) komorki krwi zawieszone w PBS. Probe §lepa stanowity wiasciwe
stezenia zwigzkow rozcienczone PBS (1:1). Po zakonczonej inkubacji, probki wirowano
(4500 rpm, 5 min., 4°C), pobierano supernatant (100 uM) i odczytywano absorbancj¢ (A =
540 nm). Procent hemolizy przedstawiono jako procentowy stosunek absorbancji zwigzku do
absorbancji kontroli pozytywnej wedtug wzoru:
absorbancja probki ze zwigzkiem — absorbancja proby $lepej

o Hemolizy — x 1009
% Hemolizy absorbancja préby 100% — absorbancja préby 0% ?

3.5. Oznaczenie wlasciwosci przeciwbakteryjnych

peptydomimetykow

W celu okreslenia wlasciwosci przeciwbakteryjnych peptydomimetykow zastosowano
metode dyfuzyjno-krazkowa. W badaniach wykorzystano niepatogenny szczep Escherichia
coli C600 (ATCC 23724) oraz Staphylococcus aureus (NCTC 8325-4). Pozywke ptynng
Luria-Bertani (20 ml) zaszczepiano 1 kolonig E. coli lub S. aureus i inkubowano w temp.
37°C z wytrzasaniem (120 rpm) przez noc. Nastgpnie z hodowli nocnej przygotowano
zawiesing o gestosci 0,5 w skali McFarland, ktora nastepnie rozcienczono 1000 razy. Na

ptytke ze stalym podlozem Luria-Bertani naniesiono 50 ul zawiesiny E. coli lub S. aureus i
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rozprowadzono glaszczkg. Sterylne krazki bibulowe nasgczono 10 pl wlasciwego stezenia
peptydomimetyku (1 - 10 mM) lub ampicyliny (10 mg/ml). Po 20 min na ptytki z bakteriami,
sterylng pinceta natozono po 3 krazki zawierajace rozne stezenia peptydomimetykow oraz 1
krazek zawierajacy ampicyling (kontrola pozytywna). Ptytki inkubowano przez 18-20 godzin

w temp. 37°C. Strefy zahamowania wzrostu mierzono z wykorzystaniem suwmiarki.

3.6. Linie komorkowe

Do badan wykorzystano linie komorkowe zakupione z kolekcji ATCC i ECACC:

- PANC-1 - ludzki, przewodowy gruczolakorak trzustki (ECACC 87092802);
- BJ - ludzkie prawidtowe fibroblasty (ATCC CRL-2522)

Komoérki PANC-1 hodowano w pozywce DMEM z dodatkiem 10% obj.
inaktywowanej cielecej surowicy plodowej (FBS), 2 mM L-glutaminy oraz 1% obj.
antybiotyku (penicylina/ streptomycyna). Komorki BJ hodowano w pozywce EMEM z
dodatkiem 10% obj. inaktywowanej FBS, 2 mM L-glutaminy oraz 1% obj. antybiotyku
(penicylina/streptomycyna). Komorki inkubowano w temp. 37°C w atmosferze z 5%

zawarto$cig CO; 1 wilgotnoscia 95%.
3.7. Izolacja komorek z materialu klinicznego

W do$wiadczeniach wykorzystano komorki wyizolowane z fragmentow guzow
trzustki. Bioptaty uzyskano od pacjentdow poddanych chirurgicznemu usunigciu guza.
Bioptaty otrzymano w ramach wspolpracy z Klinikg Chirurgii Gastroenterologicznej 1
Transplantologii Centralnego Szpitala Klinicznego Ministerstwa Spraw Wewnetrznych i
Administracji (CSK-MSWiA) w Warszawie. Badania z wykorzystaniem materiatu
klinicznego przeprowadzono za zgoda Komisji Etycznej CSK-MSWIA (decyzja nr 67/2017).

Komoérki  wyizolowano metodg trawienia enzymatycznego z wykorzystaniem
kolagenazy IV. Tkanke nowotworowa rozdrabniano mechanicznie (skalpel), umieszczano w
probowce 50 ml i zalewano 5 ml pozywki DMEM z kolagenaza IV (1 mg/ml). Pozywka nie
zawierala surowicy (FBS). Trawienie prowadzono w temp. 37°C z wytrzgsaniem. Czas

trawienia byt zalezny od struktury guza i wahat si¢ od 30 min do 4 h. Po trawieniu, zawiesing
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filtrowano (0,22 pm) i wirowano (2000 rmp, 10 min). Osad zawieszono w pozywce DMEM
z 10% FBS oraz antybiotykiem, a nast¢pnie inkubowano w temp. 37°C. Obserwacje

komorek prowadzono w mikroskopie kontrastowo-fazowym.

3.8. Charakterystyka fenotypowa komorek
nowotworowych

W celu scharakteryzowania wyizolowanych komorek zastosowano przeciwciata
pierwszorzedowe skierowane przeciwko fibronektynie i cytokeratynie 7 (CK-7). Komorki
hodowano na okragtych szkietkach nakrywkowych pokrytych poli-L-lizyng. Celem usuniecia
resztek pozywki hodowlanej, szkietka ptukano 3 razy roztworem PBS. Nast¢pnie, przez 20
min, komorki utrwalano w 4% paraformaldehydzie (PFA). Blokowanie wigzan
niespecyficznych prowadzono przez 60 min w 10% roztworze koziej surowicy w PBS z
dodatkiem 0,25% Triton X. Nastgpnie, komorki inkubowano z wtasciwym przeciwciatem I-
rzgdowym (1:200) w temp. 4°C przez noc. Po zakonczonej inkubacji, komorki plukano 3
razy PBS i inkubowano z wtasciwym przeciwciatem II-rzedowym (1:1000) przez 45 min w
temp. pokojowej. Do detekcji uzywano przeciwciat drugorzedowych skoniugowanych z
AlexaFluor 488 i AlexaFluor 546. Jadra komoérkowe znakowano z wykorzystaniem

Hoechst®33342. W badaniach wykorzystano przeciwciata firmy Invitrogen.

3.9. Oznaczenie obecnosci receptorow opioidowych p na
powierzchni komorek

Obecno$¢ receptoréw opioidowych p na powierzchni badanych komorek oznaczano z
wykorzystaniem komercyjnego testu Opioid Receptor Colorimetric Cell-Based ELISA Kit
firmy Assay Biotechnology. Na 96-dotkowa ptytke wysiano po 200 tys. komorek na dotek i
inkubowano przez 24 godziny w temp. 37°C. Komorki ptukano buforem TBS i utrwalono w
4% PFA (20 min, temp. pokojowa). Celem zablokowania wigzan niespecyficznych, komorki
inkubowano z buforem blokujagcym przez 60 min. Nastgpnie, komorki inkubowano z
przeciwcialem  pierwszorzedowym  (1:100) skierowanym  przeciwko receptorowi
opioidowemu p przez noc w temp. 4°C. Po zakonczonej inkubacji, komorki ptukano 3 razy

Wash Buffer i inkubowano z przeciwciatlem drugorzgdowym skoniugowanym z peroksydaza

31



chrzanowa przez 90 min w temp. pokojowej. W celu wizualizacji wynikéw, komorki
inkubowano z roztworem 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyny (TMB) przez 30 min. Pomiaru

intensywnosci absorbancji dokonywano przy dlugosci fali 450 nm.

3.10. Hodowla komorek w modelu trojwymiarowym -
sferoidy
Zdolnos¢ do tworzenia sferoidow badano dla wszystkich testowanych linii

komorkowych. Do otrzymywania sferoidow wykorzystywano metode wiszacej kropli.

Metoda polega na samoczynnym powstawaniu agregatow komorkowych (Ryc.8).

Dzien 0 Dzieri 4
. .. o . .o..
- .... - * .

Ryc. 8. Formowanie sferoidu w kropli

Na wieczku szalki Petriego (@ 6 cm) umieszczano kilka (4-5) 20 pl kropli zawiesiny
komorkowej (~20 tys. komorek/ml). Nastepnie wieczko delikatnie odwracano 1 umieszczano
na dolnej czeSci szalki wypelionej wodg destylowang (Ryc.9). Komoérki inkubowano przez
3 dni bez zmiany pozywki w temp. 37°C. Po tym czasie zmieniano medium i kontynuowano

inkubacj¢. Do doswiadczen wykorzystywano 5-dniowe sferoidy o $rednicy 300 - 400 um.
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Ryc.9. Hodowla sferoidow komorek nowotworowych PANC-1 metoda wiszacej kropli.
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3.11. Badanie wplywu zwiazkow na zywotnos$¢ komorek

Aktywnos¢ biologiczng wszystkich zwigzkow badano z wykorzystaniem dwu- |

trojwymiarowego doswiadczalnego modelu in vitro.

3.11.1. Badanie wplywu zwigzkow na zywotnos¢ komorek
w modelu dwuwymiarowym

Zywotno$é komorek oceniano przy uzyciu odczynnika CellTiter 96® Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Dziatanie odczynnika polega na redukcji soli
tetrazolowej  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium (MTS) do formazanu pod wptywem dehydrogenazy NADH (Ryc.10).
Intensywno$¢ barwy roztworu jest wprost proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie

komorek.

OCH,COOH 503 OCH,COOH

SO,
N
©\< \}\JO /N‘NO/
NN, S __ CH, N=N_H S
CH
AV X7
CHj N

CH,

dehydrogenaza NADH

MTS me Formazan

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5- (3-carboxymethoxyphenyl) 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan
-2- (4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium

Ryc.10. Schemat redukcji soli tetrazolowej MTS do formazanu w obecnosci dehydrogenazy NADH.

Na 96-dotkowe ptytki wysiano zawiesing komérkowg o gestosci 30 tys. komorek/ml i
inkubowano przez 24 godz. w temp. 37°C. Nastepnie do komoérek dodano badane zwigzki
tak, aby koncowe stezenie w dotkach wynosito: 0-500 uM. Po 24 i 72 godz. inkubacji do

wszystkich dotkow dodano 20 pl roztworu MTS 1 inkubowano przez 60 min w temp. 37°C.
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Pomiaru absorbancji dokonywano przy dilugosci fali rownej 490 nm. Doswiadczenie

przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdrzeniach.

3.11.2. Badanie wplywu zwigzkow na zywotnos¢ komorek
nowotworowych w modelu trojwymiarowym

Kondycje sferoidow oceniano z wykorzystaniem odczynnika CellTiter-Glo® 3D Cell
Viability Assay (Promega). Dziatanie odczynnika opiera si¢ na pomiarze iloSciowym
adenozyno-5'-trifosforanu (ATP), uwalnianego podczas lizy komoérek (Rye.11). Liza sferoidu
pozwala na uwolnienie APT z komoérek wewnatrz sfery. Intensywno$¢ luminescencji jest

wprost proporcjonalna do liczby komoérek aktywnych metabolicznie.

ATP
ATP ATP

ATP
\ Liza komérki

HO S S Ultra-Glo™
\C[ />_<\ j +ATP rLuciferase >
N N ""']rOH + c)2 + Mgz

o)

Lucyferyna Luminescencja

Ryc.11. Schemat dziatania testu CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay

Pozywke, w ktorej byly hodowane sferoidy, delikatnie usuwano pipeta, tak aby nie
uszkodzi¢ sfer. Nastepnie w to samo miejsce nakraplano 20 pl Swiezej pozywki 1 5 pl
zwigzkoéw tak, aby koncowe stezenie zwigzkow w kropli wynositlo 0-500 pM. Sfery ze
zwigzkami inkubowano przez 24 1 72 godz. w temp. 37°C. Po tym czasie sferoidy wraz z
pozywka przenoszono pipeta na 384-dotkowg bialg ptytke. Nastepnie do wszystkich dotkow
dodawano 25 pl odczynnika CellTiter-Glo 3D. Plytke wytrzasano przez 30 min. i

inkubowano w ciemnos$ci przez nastepne 30 min. Po zakonczonej inkubacji dokonywano
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pomiaru luminescencji. Doswiadczenie przeprowadzono w trzech niezaleznych

powtorzeniach.

3.12. Badanie skojarzonego dzialania peptydomimetykow
I gemcytabiny na zywotno$¢ komorek

Wzajemne oddziatywanie peptydomimetykéw z GEM oraz ich wptyw na zywotno$¢
komorek badano z wykorzystaniem metody szachownicy. Na 96-dotkowe ptytki wysiewano
zawiesing komorkowa o gesto$ci 30 tys. komoérek/ml i inkubowano przez 24 godziny w
temp. 37°C. Nastepnie do komorek dodawano GEM (koncowe stezenia 0, 10, 50, 100, 200
uM) oraz wiasciwy peptydomimetyk APL1-4 (koncowe stezenie 0, 10, 50 uM). Zwiazki
nanoszono na ptytke wedlug ponizszego schematu (Ryc.12). Koncowa objetos¢ w dotku
wynosita 100 pl. Kontrolg negatywng stanowity komorki inkubowane bez dodatku badanych
zwigzkow. Po 24 i 72 godzinach inkubacji do wszystkich dotkow dodano 20ul MTS i
inkubowano przez 60 min. w temp. 37°C.

Pomiaru absorbancji dokonywano przy dlugosci fali 490 nm. Doswiadczenie
przeprowadzono w trzech niezaleznych powtdérzeniach. Wplyw skojarzonego dzialania

oceniano w odniesieniu do wynikow otrzymanych dla GEM bez dodatku zwigzkéw APL1-4.

zwigzek

(1)

) l |

10 \

0 uM 10 pM 50 uM

50

100

200

blank

Ryc.12. Metoda szachownicy — schemat rozplanowania ptytki 96-dotkowej zastosowany w

przeprowadzonych doswiadczeniach

35



3.13. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetycznej = SEM (standardowy btad
pomiaru). Analize statystyczng wptywu zwiazkéw na komodrki w odniesieniu do kontroli
przeprowadzono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
post-hoc Dunnett’a. Analize statystyczng oddzialywania zwigzkéw na komorki
nowotworowe w odniesieniu do fibroblastoéw oraz roznice pomiedzy modelem 2D i 3D
analizowano przy uzyciu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post-hoc
Bonferroni’ego. Wyniki uznawano za istotne statystycznie przy wartosci p<0,05. Obliczenia
wykonano w programie GraphPad Prism 5. Réznice istotne statystycznie oznaczono: * -

p<0,05, # - p<0,01, X - p<0,001, brak istotnosci p>0,05.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka otrzymanych zwigzkow

Zaprojektowane 1 zsyntetyzowane peptydomimetyki (Ryc.13) sg analogami zwigzkow

zaprojektowanych przez prof. Andrzeja W. Lipkowskiego [137].

APL1 APL2

n L wwk =00 IR W wL 0
Bt S Nog t@

APL3 APL4

H;N\)L\(N\ANN/V\Q HZN\/U\K(VL/\/;M\/\Q
Nol & Net t@

Ryc.13. Wzory strukturalne peptydomimetykow APL1-4.

Peptydomimetyki APL1-4 sa zbudowane z dwoch fragmentow (Tabela 1):
e N-koniec stanowi fragment tripeptydowy, ktorego sekwencje sa oparte na
zmodyfikowanych peptydach opioidowych
e C-koniec w kazdym =ze zwigzkow stanowi lipofilowy uktad trans-

cynamoilopiperazyny (CYN).

Struktury zwigzkéw potwierdzono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
uktadzie faz odwréconych sprzgzonej ze spektrometria mas (RP-HPLC-MS). Dodatkowo
badaniom poddano czgéci skltadowe peptydomimetykoéw tzn. tripeptydy oraz CYN,

stanowigce odpowiednio peptydowa 1 niepeptydowg czes¢ testowanych peptydomimetykow.
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Tabela 1. Struktury peptydomimetykéw z wyrdznieniem N- i1 C-konca

Nazwa N-koniec C-koniec
zwigzku tripeptyd trans-cynamoilopiperazyna

APL1 H-Tyr-D-Ala-Phe
APL2 H-Tyr-D-Ala-Trp
N =
7 /\/\O
APL3 H-Tyr-D-Thr-Phe

APL4 H-Tyr-D-Thr-Trp

4.2. Charakterystyka wlasciwosci badanych zwigzkow

4.2.1. Stabilnos¢ peptydomimetykow

Badanie stabilnosci  peptydomimetykow  APL1-4  przeprowadzono poprzez
monitorowanie zmian chromatogramow probek pobranych w przedziale czasowym 0-96
godz. Do analizy zanikania substratu w czasie wykorzystano RP-HPLC, natomiast do
identyfikacji metabolitow zastosowano HPLC-ESI-Q-MS. Analiza RP-HPLC jest metoda
ilosciowa, natomiast HPLC-ESI-Q-MS dostarcza informacji na temat miejsc cigcia peptydu
przez proteazy. Otrzymane wyniki wykazaly, ze badane peptydomimetyki charakteryzujg sie
wysoka stabilnoscia enzymatyczng. Po 96 godz. inkubacji w ludzkim osoczu stezenie
substratu wynosito 80-90% st¢zenia poczatkowego. Po 96 godz. inkubacji zwigzki APL3 i
APLA4 nie ulegaty dalszej degradacji. W przypadku zwigzkéw APL1 i APL2 w nieznacznym
stopniu obserwowano hydrolize enzymatyczng wigzania amidowego Tyr-D-Ala (Ryc.14).
Zastosowanie HPLC-ESI-Q-MS pozwolito zidentyfikowa¢ fragment D-Ala-Phe/Trp-CYN,
natomiast nie zaobserwowano sygnatu pochodzacego od tyrozyny. Moze to $wiadczy¢ o tym,

ze aminokwas ten nie wigzat si¢ ze zlozem kolumny 1 byt z niej wyptukiwany.
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Ryc.14. Miejsce hydrolizy enzymatycznej wigzania amidowego zidentyfikowane dla zwigzkow
APL1iAPL2.

4.2.2. Powinowactwo zwigzkow do receptora opioidowego MOR

Powinowactwo zwiazkéw do receptora opioidowego MOR oznaczano metoda
kompetycyjnego wigzania radioligandow. Peptydomimetyki APL1-4 wykazywaly wysokie
powinowactwo do MOR. Najsilniejsze wigzanie z receptorem zaobserwowano dla zwigzkow
APL1, APL3 i APL4. Zwiazek APL2 wykazywat stabsze powinowactwo do MOR. W
przeciwienstwie do badanych peptydomimetykow, wchodzace w ich sktad tripeptydy (TP1-
4) charakteryzowaly si¢ bardzo niskim powinowactwem do badanych receptorow.

Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Powinowactwo badanych zwiazkow do receptora opioidowego MOR

Zwigzek Sekwencja ICso (M)
APL1 H-Tyr-D-Ala-Phe-Cyn 15,1+0,5
APL2 H-Tyr-D-Ala-Trp-Cyn 77,6 £ 2,8
APL3 H-Tyr-D-Thr-Phe-Cyn 12,9+ 0,4
APL4 H-Tyr-D-Thr-Trp-Cyn 19,5+0,7

TP1 H-Tyr-D-Ala-Phe-OH >1000
TP2 H-Tyr-D-Ala-Trp-OH 977 + 35,2
TP3 H-Tyr-D-Thr-Phe-OH 616 + 14,1
TP4 H-Tyr-D-Thr-Trp-OH 1000 + 20,0
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4.2.3. Aktywnos$¢ hemolityczna badanych zwigzkow

Aktywno$¢ hemolityczna zwigzkow jest jednym z parametrow okreslajacych
mozliwos¢ zastosowania danego zwigzku jako potencjalnej substancji leczniczej. W celu
zbadania aktywnos$ci hemolitycznej peptydomimetykdéw przeprowadzono doswiadczenie, w
ktérym elementy morfotyczne ludzkiej krwi obwodowej zostaly poddane dziataniu
zwigzkow.

Dos$wiadczenie wykazato, ze stopien hemolizy wywotanej przez peptydomimetyki
APL1-3 byt zalezny od st¢zenia badanego zwiazku. Zwiazki APL1-3 wykazywaly zblizong
aktywno$¢ hemolityczng, wzrastajacg stopniowo wraz ze wzrostem stezenia zwigzku, ktéra
jednak nie przekraczata 4% w stezeniu 250 uM. Najwickszg zalezno$¢ pomigdzy stopniem
hemolizy a stezeniem zwigzku obserwowano dla zwigzku APL1 (p<0,01). Niezaleznie od
stezenia, najnizsza aktywnos¢ hemolityczng wykazywat zwigzek APL4, dla ktérego stopien
hemolizy utrzymywat si¢ ponizej 2%. Hemoliza wywotana dzialaniem zwigzkéw APL1-4
byta zblizona do aktywnosci hemolitycznej GEM (Ryc.15.A). Zaleznosci pomigdzy
stezeniem zwigzku, a stopniem hemolizy nie zaobserwowano dla zwigzkéw TP1-4 oraz
CYN. Hemoliza wywotana dziataniem tych zwigzkow utrzymywata si¢ na statym poziomie

1-2% (Ryc.15.B).
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Ryc.15. Hemoliza wywotana dziataniem badanych zwigzkéw: peptydomimetykéw APL1-4 i GEM
(A) oraz tripeptydow TP1-4 i CYN (B).
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4.2.4. Wlasciwosci przeciwbakteryjne peptydomimetykow

Wiasciwosci przeciwbakteryjne zwigzkow APL1-4 badano z wykorzystaniem metody
dyfuzyjno-krazkowej. Przeprowadzone doswiadczenie wykazato brak stref zahamowania
wzrostu wokot krazkéw zawierajacych zwigzki APL1-4. Wyrazne strefy zahamowania
wzrostu obserwowano jedynie dla ampicyliny. Ponizej zaprezentowano wyniki
doswiadczenia dla zwigzkow APL2 i APL3 (Ryc.16).

Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono, ze peptydomimetyki APL1-4 nie

wykazuja wlasciwosci przeciwbakteryjnych.

APL2 APL3

Ryc.16. Wptyw peptydomimetykow APL2 i APL3 na wzrost bakterii S. aureus (A, C) i E. coli (B,

D) w odniesieniu do ampicyliny (Amp).

4.3. Charakterystyka komorek wyizolowanych z materialu
klinicznego

Z otrzymanych fragmentéw guzéw trzustki wyizolowano dwa rodzaje komorek,
réznigce si¢ fenotypowo. Pierwszy rodzaj komorek to duze komorki charakteryzujace sie
wydluzonym, rozgalezionym ksztaltem (Ryc.17.D), podobnie jak fibroblasty linii BJ
(Ryc.17.A). Drugi to mate komorki charakteryzujace si¢ nieregularnym ksztattem, duzym
jadrem 1 niewielkg iloscig cytoplazmy. Komorki te rosty w klastrach podobnie jak

nowotworowe komorki linii PANC-1 (Ryc.18.D,G).
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Ryc.17 Komorki linii BJ: w jasnym polu (A), znakowane CK7 (B), oraz znakowane fibronektyna
(C); wyizolowane komorki podscieliska guza: w jasnym polu (D), znakowane CK7 (E), oraz

znakowane fibronektyna (F). (powigkszenie 40x)

Sposrdd 25 izolatow, dwa scharakteryzowano jako komorki nowotworowe. Komorki te
cechowata obecnos¢ CK7 oraz brak fibronektyny, podobnie jak w przypadku komorek linii
PANC-1. Wyizolowane komorki oznaczono jako M-DS i M-Sr (Ryc.18.D,G):

- M-DS - nablonkowe komorki nowotworowe;
- M-Sr - nablonkowe komorki nowotworowe;

Komoérki M-DS 1 M-Sr zostaly uzyskane z bioptatow, pochodzacych od dwoéch

pacjentow. Badanie histopatologiczne, przeprowadzone w Zakladzie Histopatologii CSK-

MSWiA, potwierdzito diagnoze przewodowego gruczolakoraka trzustki.
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Ryc.18 Komorki linii PANC-1: w jasnym polu (A), znakowane CK-7 (B) oraz znakowane

fibronektyng (C); komorki linii M-DS: w jasnym polu (D), znakowane CK-7 (E) oraz znakowane
fibronektyng (F); komorki linii M-Sr: w jasnym polu (G), znakowane CK-7 (H) oraz znakowane
fibronektyna (I). (powigkszenie 100x)
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Pozostale 23 izolaty scharakteryzowano jako fibroblasty podscieliska guza. Barwienie
specyficznymi przeciwciatami wykazato obecno$¢ fibronektyny i brak CK7, podobnie jak w
przypadku fibroblastow BJ (Ryc.17). Kolejne do§wiadczenia prowadzono z wykorzystaniem
wyizolowanych komoérek nowotworowych M-DS 1 M-Sr oraz PANC-1 i BJ.

Co istotne, na powierzchni wszystkich 4 badanych linii komorkowych wykazano obecnosé¢
receptorow opioidowych MOR. Najwicksza gestoscig receptorow p charakteryzowaty sie
wyizolowane komoérki nowotworowe M-DS oraz M-Sr. Dla linii BJ i PANC-1 stwierdzono

najmniejsza gestos¢ receptorow MOR. Wyniki do§wiadczenia przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Oznaczenie obecnosci receptoréw opioidowych MOR na powierzchni komorek.

BJ PANC-1 M-DS M-Sr

MOR + + ++ ++

+ - najnizsza ggstos$¢ receptorow, ++ - Srednia gestosSé receptordw, +++ - najwyzsza gestosé receptorow.
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4.4. Charakterystyka sferoidow

Sferoidy uzyskano z wyizolowanych uprzednio komoérek nowotworowych M-DS i M-
Sr. Otrzymane sferoidy charakteryzowaly sie regularnym kolistym ksztaltem bez mozliwosci
wyrdznienia poszczegdlnych komorek (Ryc.19.A). Wyizolowane komorki wykazywaty
zdolno$¢ do tworzenia sfer tylko do 4 pasazu. Transfer sferoidu do naczynia hodowlanego
(ptytka 24-dotkowa) skutkowal przytwierdzeniem sfery do dna naczynia, a nastgpnie
migracja komorek ze sfery. Komorki te posiadaty zdolno$¢ do wzrostu w modelu 2D oraz
ponownego tworzenia sfer. Formowanie sfer nastgpowato w ciggu 48 godz. od momentu
zatozenia hodowli. W kolejnych dniach obserwowano regularny wzrost sferoidow (Ryc.20).
Nie obserwowano réznic w szybko$ci wzrostu sfer utworzonych przez komoérki M-DS i M-

Sr.

Ryc.19. Zdjecia z mikroskopu kontrastowo-fazowego: 5-dniowa sfera utworzona przez komérki M-
DS (A), agregat utworzony przez komorki PANC-1 (B) oraz agregaty utworzone przez komoérki BJ
(C). (powickszenie 40x)

Sferoidow nie uzyskano z komoérek linii PANC-1 oraz BJ. Komorki linii PANC-1
formowaty agregaty, w ktorych mozna bylo wyr6zni¢ poszczegdlne komorki (Ryc.19.B).
Agregaty PANC-1 charakteryzowaly si¢ nieregularnym ksztattem oraz wigksza podatno$cia
na uszkodzenia mechaniczne podczas wszelkich manipulacji, np. zmiany pozywki
hodowlanej. W przypadku fibroblastow BJ obserwowano mate skupiska luzno ze sobag

potaczonych lub pojedynczych komorek (Rye.19.C).
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Ryc.20. Zdjecia z mikroskopu kontrastowo-fazowego przedstawiajace formowanie i wzrost sferoidu

linii M-DS.

4.5. Wlasciwosci biologiczne badanych zwigzkow

Wptyw odpowiednio: peptydomimetykow, tripeptydow, CYN oraz GEM na zywotno$é
komorek oceniano z wykorzystaniem komercyjnego testu CellTiter 96® Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega). W pierwszej kolejnosci zbadano wrazliwos¢
komorek prawidlowych (BJ) i nowotworowych (PANC-1, M-DS, M-Sr) na gemcytabing.
Nastegpnie okreslono wplyw peptydomimetykéw APL1-4 na zywotnos$¢ komorek. Na koncu
sprawdzono wptyw tripeptydéw TP1-4 i CYN na Zywotno$¢ komorek. Testowane zwigzki
charakteryzowaty si¢ zroznicowang aktywnoscia biologiczng w stosunku do poszczeg6lnych
komoérek. Wyniki otrzymane dla komoérek nowotworowych odnoszono do wynikéw
otrzymanych dla fibroblastow. Kontrole pozytywna (100% zywotnoséci komorek) stanowity
komorki inkubowane bez dodatku badanych zwigzkéw. Dla zachowania przejrzystosci,

wykresy przedstawiaja wyniki uzyskane dla stezen 0-200 pM.
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4.5.1. Wplyw gemcytabiny na zywotnos¢ komorek

W badaniach, jako substancj¢ referencyjng, zastosowano gemcytabing. Wplyw
gemcytabiny na zywotno$¢ komorek prawidtowych i1 nowotworowych byt zalezny od
stezenia i czasu inkubacji. Zaobserwowano, ze w czasie 24 godzinnej inkubacji wszystkie
badane linie komoérkowe wykazywaty podobng niskg wrazliwo$¢ na dziatanie GEM. Po 24
godz. inkubacji, najwigkszy spadek zywotnosci odnotowano dla komoérek rakowych M-DS
(ryc.21). Wydhuzenie czasu ekspozycji komoérek na GEM do 72 godz. skutkowato istotnym
spadkiem zywotno$ci komorek, nawet o 60% przy stezeniu >50 uM (p<0,001) (ryc.21).
Zaobserwowano, ze dlugo prowadzona inkubacja najbardziej wplywala na zywotnosé
prawidtowych fibroblastow BJ. Sposrod badanych komorek, najwigksza opornoscig na GEM

charakteryzowaty si¢ wyizolowane komodrki nowotworowe M-Sr.
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Ryc.21. Wpltyw gemcytabiny na zywotno$¢ fibroblastow i komoérek nowotworowych po 24 (A) 1 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komdorkowych.
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4.5.2. Wplyw zwiazku APL1 na zywotno$¢ komorek

Wpltyw zwigzku APL1 na zywotno$¢ komorek prawidiowych i nowotworowych byt
zalezny od stezenia. Po 24 godz. inkubacji komorki PANC-1 i M-DS byly nieznacznie
bardziej oporne na dzialanie APL1 niz fibroblasty. Komorki M-Sr wykazywaty wigksza
oporno$¢ niz BJ w stezeniach powyzej 100 uM (p>0,001) (Ryc.22). Wydluzenie inkubacji do

72 godz. powodowato wyrazny wzrost opornosci PANC-1 w stezeniach >50 pM.
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Ryc.22. Wpltyw zwigzku APL1 na zywotno$¢ fibroblastow i komorek nowotworowych po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyj¢te poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komérkowych.
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4.5.3. Wplyw zwiazku APL2 na zywotno$¢ komorek

Wpltyw zwigzku APL2 na zywotno$¢ komorek prawidiowych i nowotworowych byt
zalezny od stezenia. Komoérki M-DS i M-Sr, w stezeniach <100 uM, byty bardziej wrazliwe
niz fibroblasty BJ. Efekt ten obserwowano zaréwno po 24 jak i 72 godz. inkubacji. W
stezeniach <50 uM, PANC-1 cechowaty si¢ zdecydowanie wigksza podatno$cia na dziatanie
zwigzku APL2 niz BJ, natomiast powyzej st¢zenia 50 uM fibroblasty wykazywaty wiekszg
wrazliwos$¢ niz PANC-1 (Ryc.23).
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Ryc.23. Wptyw zwigzku APL2 na zywotnos¢ fibroblastow i komorek nowotworowych, po 24 (A) i
72 godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory

oznaczen statystycznych odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komoérkowych.
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4.5.4. Wplyw zwiagzku APL3 na zywotnos$¢ komorek

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz wplyw zwiazku APL3 na
zywotno$¢ komorek prawidlowych 1 nowotworowych byt wysoce zalezny od stezenia. Po 24
godz. ekspozycji obserwowano spadek zywotnosci komorek M-Sr o ~15% w poréwnaniu do
kontroli. W stezeniach <100 uM zywotno$¢ komoérek BJ, PANC-1 i M-DS utrzymywata si¢
na poziomie kontroli. Efekt ten byt szczegolnie widoczny w przypadku PANC-1 zar6wno po
24, jak 1 72 godz. inkubacji. W poréwnaniu do BJ, komoérki PANC-1 charakteryzowaty sie
najwyzszg opornoscia na dzialanie zwigzku APL3. Wydtuzenie inkubacji nie wplywato
istotnie na obnizenie zywotnosci wszystkich badanych linii (p> 0,05) (Ryc.24).
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Ryc.24. Wptyw zwigzku APL3 na zywotno$¢ fibroblastow i komorek nowotworowych po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komérkowych.
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4.5.5. Wplyw zwiazku APL4 na zywotnos$¢ komorek

Wpltyw zwigzku APL4 na zywotno$¢ komorek prawidiowych i nowotworowych byt
zalezny od stezenia. Po 24 godz. inkubacji, wszystkie linie nowotworowe wykazywaty
wigksza wrazliwo$¢ na dziatanie zwigzku APL4 niz fibroblasty (Ryc.25.A). W pordwnaniu
do BJ, zwiazek APLA4 istotnie obnizat zywotnos¢ komorek PANC-1 i M-DS. Dla komodrek
M-Sr, istotny statystycznie spadek zywotnosci byt obserwowany w stezeniach >100 uM po
24 1 72 godz. inkubacji. Dla wszystkich linii, po 24 1 72 godz. ekspozycji, zwiazek APL4
osiggat najwyzsza aktywnos$¢ w stezeniach >100 pM.
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Ryc.25. Wplyw zwigzku APL4 na zywotnos¢ fibroblastow i komoérek nowotworowych po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyj¢te poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komérkowych.
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45.6. Wplyw tripeptydéw i trans-cynamoilopiperazyny na
zywotno$¢ komorek

Wplyw tripeptydéow TP1-4 na zywotno$§¢ komorek roznil si¢ pomigdzy badanymi
linlami komoérkowymi. Zaobserwowano, ze - niezaleznie od czasu inkubacji i st¢zenia -
fibroblasty BJ byty istotnie bardziej wrazliwe na dziatanie zwigzkow TP1 i TP2 niz komorki
nowotworowe (Ryc.26). Po 24 i 72 godz. inkubacji, dla komorek PANC-1, M-DS i M-Sr
poddanych dziataniu TP1 i TP2 obserwowano znaczacy wzrost zywotnosci w stosunku do
kontroli. Zwigzki TP3 i TP4 powodowaly wzrost zywotnosci komérek w poréwnaniu do
kontroli (Ryc.27). Po 24 godz. inkubacji wzrost odnotowano dla wszystkich badanych linii
komoérkowych. Przy 72 godz. ekspozycji, zywotnos¢ fibroblastow bylta zblizona do kontroli,
natomiast zywotno$¢ komorek nowotworowych byla wyzsza niz komorek kontrolnych.
Sposrod badanych linii komdérkowych, fibroblasty BJ wykazywaty najwieksza wrazliwo$¢ na
dzialanie tripeptydow TP1-4. Najbardziej oporne na dziatanie tripeptydow byty komoérki M-
Sr.

Po przeanalizowaniu otrzymanych wynikoéw, tripeptydy TP1-4 nie zostaly

wytypowane do dalszych badan z wykorzystaniem trojwymiarowego modelu in vitro.
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Ryc.26. Wptyw tripeptydow na zywotno$¢ fibroblastow i komorek nowotworowych: wptyw zwigzku
TP1 po 24 (A) i 72 godz. (B) inkubacji, wptyw zwiazku TP2 po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji
Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych

odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komoérkowych.
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Ryc.27. Wplyw tripeptydéw na zywotnos$¢ fibroblastow i komoérek nowotworowych: wptyw zwigzku
TP3 po 24 (A) i 72 godz. (B) inkubacji, wptyw zwiazku TP4 po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji
Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych

odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komoérkowych.
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Wplyw trans-cynamoilopiperazyny na zywotnos¢ komorek byt zalezny do czasu
inkubacji 1 badanych komoérek. Po 24 godz. inkubacji odnotowano obnizenie Zywotnosci
komoérek BJ i PANC-1 o ~10% w stosunku do kontroli. Zywotno$¢ komérek M-DS i M-Sr
byta zblizona do zywotnosci komorek inkubowanych bez dodatku CYN. Po 72 godz.
inkubacji, zaobserwowano wzrost zywotnosci PANC-1 w poroéwnaniu do komorek nie
poddanych dziataniu CYN. Podobnego wzrostu nie odnotowano dla M-DS i M-Sr. Po 72
godz. inkubacji obserwowano istotny spadek zywotno$ci fibroblastow wraz ze wzrostem
stezenic CYN. W poréwnaniu do BJ, komorki M-DS i M-Sr byly mniej wrazliwe na
dziatanie CYN, zarowno po 24 jak i po 72 godz. inkubacji (Ryc.28).
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Ryc.28. Wplyw CYN na zywotno$¢ fibroblastow i komdrek nowotworowych po 24 (A) i 72 godz.
(B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadaja kolorom poszczegdlnych linii koméorkowych.
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4.6. Wplyw peptydomimetykow na zywotnos¢ komorek w
modelu trojwymiarowym

Wptyw peptydomimetykow oraz GEM na zywotno$¢ komorek oceniano z
wykorzystaniem komercyjnego testu CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega). W
pierwszej kolejno$éci zbadano wrazliwos¢ sferoidow M-DS i M-Sr na GEM. Nastepnie,
sferoidy poddano dziataniu peptydomimetykéw APL1-4. Badane sferoidy charakteryzowaty
si¢ zrdznicowang wrazliwo$cig na dziatanie poszczegdlnych zwigzkow. Wyniki otrzymane
dla peptydomimetykow odnoszono do wynikéw otrzymanych dla GEM. Kontrole pozytywnag
(100% zywotnosci sferoidow) stanowily sferoidy inkubowane bez dodatku badanych
zwigzkéw. Dla zachowania przejrzystosci, wykresy przedstawiaja wyniki uzyskane dla

stezen 0-100 uM.

4.6.1. Wplyw peptydomimetykow i gemcytabiny na zywotnosé¢
sferoidow M-DS

Wptyw peptydomimetykéw i GEM na zywotnos¢ sferoidow M-DS, po 24 i 72 godz.
inkubacji przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc.29.A,B). Kontrolg stanowily
sferoidy hodowane bez dodatku peptydomimetykow.

Jak mozna zauwazy¢, sferoidy M-DS poddane dziataniu GEM wykazywaly zywotno$¢
porownywalng z zywotnoscig sferoidow kontrolnych. Aktywno$¢ GEM utrzymywala si¢ na
statym poziomie, niezaleznie od st¢zenia. Wydluzenie inkubacji do 72 godz. nie wptywato
istotnie na zwigkszenie aktywnosci GEM (p> 0,05).

Po 24 godz. inkubacji, peptydomimetyk APL1 w stezeniu 100 uM, obnizat zywotno$é
komorek o ok. 40%. Wydluzenie czasu inkubacji do 72 godz. powodowato wzrost
aktywnosci zwiagzku w stezeniu 10 uM oraz nieznaczny spadek w stezeniu 100 uM.

W przypadku peptydomimetyku APL2, po 24 godz. ekspozycji obserwowano spadek
zywotnosci komorek sferoidu, w poréwnaniu do kontroli, o ok. 40% w st¢zeniu zwigzku
rownym 50 puM. Po 72 godz. inkubacji obserwowano czg¢sciowg utrate aktywnosci zwigzku

APL2 w zakresie stezen 0-50 uM (p<0,05).
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Peptydomimetyk APL3 skuteczniej obnizal zywotnos¢ komorek sfery po 72 godz. inkubaciji.
Zywotnoé¢ sferoidow poddanych dziataniu zwigzku APL3 w stezeniu 10 pM, byla nizsza o
ok. 30% w poréwnaniu ze kontrolg. Krotkotrwata inkubacja (24 godz.) ze zwigzkiem APL3
w stezeniu 100 uM powodowata spadek zywotnosci sferoidu o0 20%.

Zywotno$¢ sferoidow poddanych dzialaniu zwigzku APL4 przez 24 godz. byta zblizona do
zywotnos$ci sferoidow kontrolnych, niezaleznie od stezenia. Przy wydluzonej inkubacji

obserwowano wzrost aktywnos$ci zwigzku APL4 zaleznie od stezenia.
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Ryc.29. Wptyw peptydomimetykéw APL1-4 i GEM na zywotno$¢ sferoidow M-DS po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komorkowych.

4.6.2. Wplyw peptydomimetykow i gemcytabiny na zywotnos¢
sferoidow M-Sr

Wpltyw peptydomimetykoéw i GEM na zywotnos$¢ sferoidow M-Sr po 24 i 72 godz.
inkubacji przedstawiono na ponizszych wykresach (Ryc.30.A,B).
Wplyw GEM na zywotnos$¢ sferoidow M-Sr byt zalezny od stezenia jedynie w nieznacznym
stopniu. Zywotno$é sferoidéw M-Sr poddanych dziataniu GEM byla érednio o 5% nizsza W
poréwnaniu z kontrolg. Wydluzenie inkubacji do 72 godz. nie wplywato istotnie na
zwigkszenie negatywnego wpltywu GEM na komorki (p>0,05).
Dziatanie peptydomimetyku APL1 byto zalezne od stezenia i czasu inkubacji. Krotkotrwata

inkubacja istotnie wptywata na obnizenie zywotnosci komorek sferoidu. Po 72 godz.
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inkubacji zaobserwowano niewielki spadek aktywno$ci zwigzku APL1 w stezeniach
powyzej 50 uM.

Dziatanie peptydomimetyku APL2 bylo zalezne od st¢zenia i czasu inkubacji. Krotkotrwata
inkubacja istotnie wptywala na obnizenie zywotnosci komorek sferoidu. Natomiast, po 72
godz. ekspozycji obserwowano czesciowy spadek aktywnosci zwigzku APL2.

Wptyw peptydomimetyku APL3 na zywotno$¢ komorek byt zalezny od st¢zenia i niezalezny
od czasu inkubacji. Najwigkszy spadek zywotnos$ci sferoidu obserwowano dla stezeniu 100
UM zwiazku.

Aktywnos¢ peptydomimetyku APL4 byta zalezna od czasu inkubacji. Sfery poddane
dziataniu zwigzku APL4 przez 24 godz. wykazywaly zywotno$¢ zblizong do kontroli. Tylko
przy stezeniu 100 uM odnotowano spadek zywotnosci komorek o ok. 15%. Natomiast po 72
godz. inkubacji, aktywno$¢ zwigzku APL4 znaczaco wzrastata (p<0,01).
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Ryc.30. Wplyw peptydomimetykéw APL1-4 i GEM na zywotno$¢ sferoidow M-Sr po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komorkowych.
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4.7, Wplyw wzajemnego oddzialywania
peptydomimetykow i gemcytabiny na zywotnos¢ komorek
prawidlowych i nowotworowych

Na podstawie uprzednio otrzymanych wynikow, peptydomimetyki APL2 i APL3
zostaly wybrane do zbadania skojarzonego wpltywu GEM 1 peptydomimetyku na zywotno$¢
komorek. Doswiadczenia przeprowadzono w modelach 2D 1 3D. Badanie wykazato roznice

w odpowiedzi komoérek poddanych jednoczesnemu dziataniu GEM i peptydomimetyku.

4.7.1. Wplyw wzajemnego odzialywania zwiazkow w modelu
dwuwymiarowym

Przeprowadzone badania wykazaly, ze jednoczesne zastosowanie GEM i zwiazku
APL2 istotnie wplywa na zmiang¢ zywotno$ci badanych komoérek, w porownaniu do same;j
GEM. Uzyskane wyniki w porownaniu do GEM przedstawiono na rycinach 31 - 34.

W przypadku fibroblastow BJ zaobserwowano, ze komoérki poddane jednoczesnemu
dziataniu GEM+APL2 (10 uM) wykazuja zblizong zywotno$¢ do komoérek poddanych
dziataniu samej GEM. Efekt ten byt niezalezny od czasu inkubacji. Po 24 godz., dla
kombinacji GEM+ APL2 (50 uM) spadek zywotnosci komorek byt istotnie wigkszy niz dla
samej GEM (p<0,001). Natomiast po 72 godz. r6znica ta bylag mniejsza i obserwowana w
stezeniach powyzej 50 uM (Ryc.31.B).

W poréwnaniu do GEM, po 24 godz. inkubacji, GEM z dodatkiem APL2 (101 50 uM)
skuteczniej obnizata zywotnos¢ komorek PANC-1. Roznica ta byta szczegélnie widoczna w
przypadku kombinacji GEM i 50 uM stezeniem zwigzku APL2 (p<0,001). Po 72 godz.
inkubacji wyniki otrzymane dla kombinacji GEM+APL2 byly poréwnywalne z wynikami
otrzymanymi dla GEM (Ryc.31.D).
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Ryc.31. Wptyw kombinacji zwigzku APL2 i GEM na zywotnos¢ komorek: fibroblastow BJ po 24
(A) i 72 godz. (B) inkubacji, komérek nowotworowych PANC-1 po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji

Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych

odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komoérkowych.

Rowniez w przypadku komoérek M-DS, w poréwnaniu do GEM, po 24 godz.

inkubacji, GEM z dodatkiem APL2 (10 i 50 uM) skuteczniej obnizata zywotno$¢ komorek.

Nie obserwowano roznic pomigdzy kombinacjami GEM i APL2 (10 1 50 uM). Po 72 godz.

inkubacji wyniki otrzymane dla kombinacji GEM i APL2 byty poréwnywalne z wynikami

otrzymanymi dla GEM. W poréwnaniu do GEM, istotng réznicg¢ w zywotnosci komorek



odnotowano dla kombinacji GEM+APL2 (50 uM) w stezeniach GEM 10 - 50 uM (p<0,05)
(Ryc.32).

Zaobserwowano, ze w porownaniu do GEM, po 24 godz. inkubacji, kombinacji GEM
z dodatkiem zwiazku APL2 (10 1 50 uM) skuteczniej obnizata zywotno$¢ komoérek M-Sr.
Roznica ta byla szczegdlnie widoczna w przypadku kombinacji GEM+APL2 (50 uM)
(p<0,001). Po 72 godz. inkubacji wyniki otrzymane dla kombinacji GEM i APL2 (10 i 50
uM) byty poréwnywalne z wynikami otrzymanymi dla GEM (Ryc.32.D).
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Ryc.32. Wptyw kombinacji zwiazku APL2 i GEM na zywotno$¢ komorek nowotworowych: M-DS
po 24 (A) i 72 godz. (B) inkubacji, M-Sr po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji Przyjete poziomy
istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych odpowiadajg kolorom

poszczegblnych linii komorkowych.
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Zaobserwowano réznice w zywotnosci komorek poddanych jednoczesnemu dziataniu GEM i
zwigzku APLS3.

Po 24 godz. inkubacji zywotno$¢ fibroblastéw BJ poddanych dziataniu kombinacji
GEM i APL3 (10 i 50 uM) byta poréwnywalna z zywotnoscig komorek traktowanych GEM.
Zblizone wyniki otrzymano dla inkubacji wydtuzonej do 72 godz. Odnotowano stabsze
dziatanie kombinacji GEM i APL3 (10 uM) w stosunku do samej GEM. Roznica ta nie byta
jednak istotna statystycznie (Ryc.33.A,B).

Dla komorek PANC-1 zaobserwowano, ze kombinacja GEM i APL3 (10 i 50 uM)
skuteczniej obnizata zywotnos¢ komorek po 24 godz. inkubacji, niz sama GEM. Roéznica
byta szczegdlnie widoczna dla stgzen GEM 10-50 pM. Natomiast po 72 godz. inkubacji,
najwickszg réznice w zywotnosci komorek obserwowano w stezeniach GEM 50-200 uM.
Roéznica pomigdzy wptywem kombinacji GEM+APL3 (10 uM) a GEM+APL3 (50 uM) byta
niewielka i nie osiggneta istotnosci statystycznej (Ryc.33.C,D).
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Ryc.33. Wptyw kombinacji zwigzku APL3 i1 GEM na zywotnos¢ komorek: fibroblastow BJ po 24
(A) i 72 godz. (B) inkubacji, komérek nowotworowych PANC-1 po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji
Przyjete poziomy istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych

odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komérkowych.

Zaobserwowano, ze po 24 godz. inkubacji GEM+APL3 (10 puM) oraz GEM
wplywaja na zywotno$¢ komodrek M-DS w poréwnywalnym stopniu. Natomiast, w
stezeniach >50 uM, GEM+APL3 (50 uM) oddziatywata stabiej na zywotno$¢ komorek niz
sama GEM oraz kombinacja GEM i APL3 (10 uM) (Ryc.34).

Natomiast w przypadku komorek M-Sr zaobserwowano, ze po 24 godz. inkubacji
kombinacja GEM+APL3 (50 uM) skuteczniej obnizata zywotno$¢ komorek niz GEM
(p<0,01). Dla GEM+APL3 (10 uM) otrzymano wyniki porownywalne z samg GEM.
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Natomiast po 72 godz. inkubacji, GEM+APL3 (10 uM) oddziatywaty stabiej na komorki niz
GEM. Roéznica ta nie byla jednak istotna statystycznie. Dla GEM+APL3 (50 uM) otrzymano
wyniki poréwnywalne z GEM (Ryc.33).
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Ryc.34. Wplyw kombinacji zwigzku APL3 i GEM na zywotno$¢ komoérek nowotworowych: M-DS
po 24 (A) i 72 godz. (B) inkubacji, M-Sr po 24 (C) i 72 godz. (D) inkubacji Przyjete poziomy
istotnosci: *- p<0,05; #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych odpowiadajg kolorom

poszczegdlnych linii komorkowych.
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4.7.2. Wplyw wzajemnego oddzialywania zwigzkow w modelu
trojwymiarowym

Przeprowadzone badania wykazaty, ze jednoczesne zastosowanie GEM ze zwigzkiem
APL2 lub APL3 istotnic wptywa na zywotno$¢ komorek nowotworowych M-DS w
poréwnaniu do samej GEM. Uzyskane wyniki w poréwnaniu do GEM przedstawiono na
rycinie 35.

Zastosowanie kombinacji GEM+APL2 powodowato istotne obnizenie zywotnoSci
komorek M-DS w pordéwnaniu do samej GEM (p<0,001) po 24 godz. inkubacji. Natomiast
po 72 godz. ekspozycji, roznica w zywotnosci komorek byta obserwowana dla GEM w
stezeniach >50 uM. Badanie nie wykazato istotniej roznicy w efekcie pomiedzy dodatkiem
10 a 50 uM APL2 po 24 godz. inkubacji. Po 72 godz. wigkszy spadek zywotnosci
obserwowano dla kombinacji GEM+APL2 w stezeniu 10 uM. Obecno$¢ GEM w hodowli
powodowata czg¢sciowy spadek aktywnosci zwigzku APL2 zastosowanego w stezeniu 50 pM
(p<0,05).
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Ryc.35. Wplyw kombinacji zwiazku APL2 i GEM na zywotno$¢ sferoidow M-DS po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: #- p<0,01; X- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komorkowych
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Zastosowanie kombinacji GEM i APL3, zaréwno po 24 jak i 72 godz. inkubacji,
istotnie obnizato zywotno$¢ komorek w porownaniu do samej GEM. Roéznica ta byta
szczeg6lnie widoczna przy stezeniach GEM powyzej stg¢zenia 50 uM (p<0.001). Badanie nie
wykazalo istotnej r6znicy w obserwowanym efekcie pomi¢dzy dodatkiem 10 a 50 uM APL3
w przypadku 24 godz. ekspozycji. Natomiast przy 72 godz. inkubacji, dodatek 10 uM
powodowat wiekszy spadek zywotnosci niz dodatek 50 uM APL3. Obecnos¢ GEM w
hodowli nie wplywata na aktywnos¢ APL3.
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Ryc.36. Wptyw kombinacji zwigzku APL3 i GEM na zywotno$¢ sferoidow M-DS po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: #- p<0,01; x- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komérkowych.
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Badania wykazaty, ze jednoczesne zastosowanie GEM ze zwigzkiem APL2 lub APL3
istotnie wptywa na zmian¢ zywotnosci komorek nowotworowych M-Sr w pordwnaniu do
samej GEM. Uzyskane wyniki w porownaniu do GEM przedstawiono na rycinach 37 i 38.

Zastosowanie kombinacji GEM+APL2 powodowato istotne obnizenie zywotnoSci
komoérek M-Sr w porownaniu do samej GEM (p<0,001) zarowno po 24, jak i 72 godz.
inkubacji. Badanie nie wykazalo istotnej réznicy pomiedzy dodatkiem 10 a 50 uM stezenia
APL2 przy 24 godz. inkubacji. Po 72 godz. wigkszy spadek zywotnosci obserwowano dla
kombinacji GEM+APL2 (50 uM). Obecnos¢ GEM w hodowli powodowala czgsciowy
spadek aktywnosci APL2 w stezeniu 50 uM (p<0,05).
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Ryc.37. Wplyw kombinacji zwigzku APL2 i GEM na zywotnos¢ sferoidow M-Sr po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: x- p<0,001. Kolory oznaczen statystycznych

odpowiadaja kolorom poszczegolnych linii komoérkowych.

Kombinacja GEM+APL3, zaréwno po 24 jak i 72 godz. inkubacji, istotnie obnizata
zywotno$¢ komorek w poréwnaniu do samej GEM. Roznica ta byla szczegolnie widoczna
przy st¢zeniach GEM powyzej 50 uM (p<0,001). Nie obserwowano istotnej rdznicy
pomigdzy dodatkiem 10 a 50 pM APL3 przy 24 godz. Po 72 godz. inkubacji dodatek 50 uM
zwigzku APL3 powodowal wigkszy spadek zywotnosci niz dodatek 10 uM. Obecnos¢ GEM
w hodowli nie wptywata na aktywno$¢ zwigzku APL3.
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Ryc.38. Wptyw kombinacji zwiazku APL3 i GEM na zywotno$¢ sferoidow M-Sr po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnos$ci: #- p<0,01; X- p<0,001. Kolory oznaczen

statystycznych odpowiadajg kolorom poszczegdlnych linii komérkowych.

4.8. Poréwnanie wynikéw uzyskanych w modelach dwu- i
trojwymiarowym

Porownano wyniki uzyskane w doswiadczeniach prowadzonych w modelach 2D i 3D
dla nowotworowych komorek M-DS i M-Sr. Zaobserwowano rdéznice w zywotnosci
komorek, hodowanych w modelach 2D 1 3D, poddanych dziataniu peptydomimetykow 1
gemcytabiny. W modelu 3D zwiazki APL1-4 obnizaly zywotno§¢ komorek skuteczniej niz
GEM. W modelu 2D i 3D wrazliwo$¢ komorek M-DS i M-Sr na dziatanie zwiagzkow byta
zalezna od czasu inkubacji. Réznica w spadku zywotnosci komorek po 72 godz. inkubacji w

modelu 2D w porownaniu do 3D byla istotna statystycznie (p<0,01).
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4.8.1. Wplyw zwiazkow na komorki nowotworowe M-DS w
modelu dwu- i tréjwymiarowym

Porownano wyniki uzyskane dla komérek M-DS w modelach 2D i 3D. Badania
wykazaly, istotne r6znice w zywotnosci komoérek M-DS poddanych dziataniu zwigzkow i
GEM w modelu 2D i 3D.

Niezaleznie od czasu inkubacji sfery poddane dziataniu GEM byly bardziej oporne niz
komorki rosngce w monowarstwie. Po 24 godz. inkubacji komorki w modelu 2D byly
srednio o 15% bardziej wrazliwe niz sferoidy. Réznica ta byla wigksza po 72 godz. inkubacji
1 wynosita $rednio 45%. Roéznice w zywotnosci komorek po 24 i 72 godz. inkubacji byty
istotne statystycznie (Ryc.39).
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Ryc.39. Wptyw GEM na zywotnos¢ komorek M-DS w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyj¢te poziomy istotnosci: X - p<0,001.

Podczas krotkotrwalej (24 godz.) inkubacji ze zwigzkiem APL1 nie zaobserwowano
istotnie statystycznych réznic w zywotnosci komorek w badanych modelach. Przy inkubacji
wydtuzonej do 72 godz., komorki rosngce w hodowli 2D byly istotnie bardziej wrazliwe niz

sferoidy (Ryc.40).
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Ryc.40. Wptyw zwigzku APL1 na zywotno$¢ komorek M-DS w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: x - p<0,001.

Po 24 godz. inkubacji komorki rosngce jako monowarstwa byly mniej wrazliwe na
dzialanie zwigzku APL2 niz sferoidy. Rdznica ta nie byla istotna statystycznie. Po 72 godz.
inkubacji, sferoidy charakteryzowaty si¢ wigksza opornoscig na dziatanie zwigzku. Roznica

byla istotna statystycznie dla stezen >50 pM (Ryc.41).
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Ryc.41. Wptyw zwigzku APL2 na zywotno$¢ komorek M-DS w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: x - p<0,001.
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Zaobserwowano, ze po 24 i 72 godz. inkubacji sferoidy byly bardziej wrazliwe na
dziatanie zwigzku APL3 niz komorki w hodowli 2D. Roznica we wrazliwosci komodrek

hodowanych w modelu 2D w porownaniu do 3D byta istotna statystycznie (Ryc.42).
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Ryc.42. Wptyw zwigzku APL3 na zywotnos¢ komorek M-DS hodowanych w modelach 2D i 3D, po
24 1 72 godz. inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: * - p<0,05.

Sferoidy poddane 24 godz. inkubacji ze zwigzkiem APL4 byly mniej wrazliwe niz
komorki w modelu 2D. Natomiast po 72 godz. inkubacji obserwowano sytuacj¢ odwrotna,

jednak roéznice w zywotnosci komorek nie osiggnety istotnosci statystycznej (Ryc.43).
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Ryc.43. Wptyw zwigzku APL4 na zywotno$¢ komorek M-DS w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubaciji.
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48.2. Wplyw zwiazkow na komorki nowotworowe M-Sr w
modelu dwu- i tréjwymiarowym

Porownano wyniki uzyskane dla komoérek M-Sr w modelach 2D i 3D. Badania
wykazaly, istotne roéznice w zywotnosci komoérek M-Sr poddanych dziataniu zwigzkoéw i
GEM w modelu 2D i 3D.

Zarowno po 24 jak i 72 godz. inkubacji, sferoidy byly bardziej oporne na dziatanie
GEM niz komorki w hodowli 2D. Po 24 godz. inkubacji komérki w modelu 2D byty $rednio
o 10% bardziej wrazliwe niz sferoidy. Roznice w zywotnos$ci komodrek po 24 1 72 godz.

inkubacji byty istotne statystycznie (Ryc.44).
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Ryc.44. Wptyw GEM na zywotnos¢ komorek M-Sr w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72 godz. (B)
inkubacji. Przyjete poziomy istotno$ci: # - p<0,01; X - p<0,001.

Po 24 godz. inkubacji komorki hodowane w modelu 2D 1 3D wykazywaly
porownywalng wrazliwo$¢ na dziatanie zwiazku APL1. Przy wydluzonej inkubacji (72
godz.) sferoidy byly bardziej oporne niz komorki w hodowli 2D. Réznica ta byta widoczna

dla stezen powyzej 50 uM 1 byta istotna statystycznie (Ryc.45).
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Ryc.45. Wplyw zwigzku APL1 na zywotno$¢ komoérek M-Sr w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: x - p<0,001.

W przypadku 24 godz. inkubacji, komorki w hodowli 2D byly mniej wrazliwe na
dziatanie zwigzku APL2 niz sferoidy, jednak rdznica ta nie byta istotna statystycznie. Po 72
godz. inkubacji sfery wykazywaly wigksza opornos¢, szczegdlnie przy zastosowaniu
wyzszych stezen zwigzku APL2 (>50 uM) (Ryc.46).
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Ryc.46. Wptyw APL2 na zywotnos¢ komérek M-Sr w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72 godz. (B)
inkubacji. Przyjete poziomy istotno$ci: x - p<0,001.

Odnotowano, ze komorki rosngce w postaci monowarstwy wykazuja istotnie wicksza
opornos$¢ na dziatanie zwigzku APL3 niz sferoidy. Réznice te byly obserwowane po 24 1 72

godz. inkubacji (Ryc.47).
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Ryc.47. Wplyw zwiazku APL3 na zywotnos¢ komoérek M-Sr w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubacji. Przyjete poziomy istotnosci: * - p<0,05; # - p<0,01.

Po 24 godz. inkubacji nie obserwowano roznic w zywotnosci komoérek hodowanych
w modelach 2D i 3D poddanych dziataniu APL4. Po 72 godz. ekspozycji sferoidy byty
bardziej wrazliwe na dziatanie zwigzku APL4 niz komorki w hodowli 2D. Réznica ta nie

byla istotna statystycznie (Ryc.48).
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Ryc.48. Wplyw zwigzku APL4 na zywotno$¢ komoérek M-Sr w modelach 2D i 3D po 24 (A) i 72
godz. (B) inkubaciji.
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4.9. Podsumowanie otrzymanych wynikow

Badania przeprowadzone w modelu 2D wykazaty zréznicowany wptyw zwigzkéw na
komoérki nowotworowe i fibroblasty BJ. Aktywno$¢ zwigzkoéw réznita si¢ pomigdzy
badanymi liniami komorkowymi. Zaobserwowano, ze po 72 godz. inkubacji aktywno$¢
GEM byta wyzsza niz po 24 godz. inkubacji. Aktywnos¢ zwigzkéw APL1 i APL2 wobec
komorek BJ i M-Sr wzrastata wraz z czasem inkubacji. Natomiast dla komorek PANC-1 i M-
DS obserwowano spadek ich aktywnosci wraz z wydluzeniem inkubacji. Dla wszystkich
badanych komorek zaobserwowano wzrost aktywnosci zwigzku APL3 wraz z czasem
inkubacji. W przypadku zwigzku APL4, zaobserwowano wzrost aktywnosci zwigzku po 72
godz. inkubacji wobec komoérek BJ i M-DS. Dla komérek PANC-1 i M-Sr obserwowano
spadek jego aktywnosci wraz z wydluzeniem inkubacji. Aktywno$¢ tripeptydéw TP1, TP2
oraz CYN wobec komorek BJ 1 PANC-1 wzrastata nieznacznie wraz z czasem inkubacji. W
przypadku komoérek M-DS i M-Sr odnotowano wzrost zywotnosci komorek poddanych
dziataniu tych tripeptydow TP1 i TP2. Tripeptydy TP3 i TP4 powodowaly wzrost

zywotnosci wszystkich badanych komorek.
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Tabela 4. Wpltyw badanych zwigzkéw na zywotno$¢ fibroblastow i komoérek nowotworowych hodowanych w modelu

dwuwymiarowym

ECso [uM]
BJ PANC-1 M-DS M-Sr
24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz.

GEM >500 46,8 + 5.8 >500 157,2+9.7 >500 457+ 6,8 >500 >500
APL1 | 81,7+40 56,3+2,1 91,8+ 2.2 102,1 + 5,6 77,8 +3,6 853+2,7 1547+ 8,7 59,8 + 3,7
APL2 | 1356+23 | 683+23 1754+64 | 207,0+3,1 106,8 +9,8 93,0 + 6,9 83,9 + 4.0 62,5 + 6,8
APL3 | 1302+29 | 1212+4,0 | 312,793 | 2703+8,1 | 241,6+4,1 1504 +4.2 230,6 £ 5,3 177,1+5,5
APL4 | 2214+7,5 | 20580+4,0 | 2434+2,7 | 320,7+53 | 2529+43 158,0+ 7.8 188,1 £7,8 201,0 £ 7,1
TP1 >500 >500 321,1+£9,9 | 301,6+8,8 >500 >500 >500 >500
TP2 >500 >500 311,8+9,3 | 298,1+4,9 >500 >500 >500 >500
TP3 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
TP4 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
CYN >500 279,9 +3,2 >500 265,2+2,7 >500 >500 >500 >500

*Stezenia zwigzkéw powodujace spadek zywotnosci komorek o 50% w porownaniu do kontroli. Warto$ci przedstawiajg $rednig + SEM
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Badania przeprowadzone w modelu tréjwymiarowym in vitro wykazaty zréznicowany
wpltyw peptydomimetykéw APL1-4 oraz GEM na zywotno$¢ sferoidow. Aktywnos¢ GEM
wobec sferoidow M-DS 1 M-Sr byla niezalezna od stgzenia i czasu inkubacji.
Zaobserwowano spadek aktywno$ci peptydomimetykéw APL1 i APL2 wobec sferoidow
obu linii komoérkowych wraz z wydluzeniem czasu inkubacji. Dla zwigzku APL3
odnotowano wzrost aktywnos$ci po 72 godz. inkubacji w poréwnaniu do 24 godz. ekspozyciji.
Aktywnos¢ zwigzku APL4 wobec sferoidow M-DS byta niezalezna od czasu inkubacji. W
przypadku sferoidow M-Sr, aktywno$¢ zwiazku APL4 wzrastata wraz z czasem inkubacji.

Podsumowanie uzyskanych wynikéw przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Wptyw badanych zwigzkow na zywotnos¢ fibroblastow i komoérek
nowotworowych hodowanych w modelu tréjwymiarowym

ECso [uM]
M-DS M-Sr
24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz.
GEM >500 >500 >500 >500
APL1 109,3+8.9 175,4 £ 16,7 192,1 £10.2 205,5+ 6,5
APL2 849 +3,2 210,3+17,1 162,7+ 10,6 189,3 £18,1
APL3 163,2+ 4,5 141,0+9.6 181,1 £ 14,2 1742+ 4,0
APLA4 >500 >500 >500 2458+ 16,2

Stezenia zwigzkow powodujace spadek zywotnosci komorek o 50% w poréwnaniu do kontroli.

Wartosci przedstawiaja srednig + SEM
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Zaobserwowano réznice w oddziatywaniu peptydomimetykow APL1-4 na Zywotnos$¢
komorek hodowanych w modelach 2D i 3D. Sferoidy poddane dziataniu GEM, niezaleznie
od stezenia i czasu inkubacji, byty bardziej oporne na jej dziatanie niz komorki hodowane w
postaci monowarstwy. Sferoidy M-DS i M-Sr byly mniej wrazliwe na dzialanie zwigzku
APL1 niz komérki w modelu 2D. W przypadku zwigzku APL2 zaobserwowano, ze w
poréwnaniu do hodowli 2D, sferoidy M-DS byty bardziej oporne na jego dzialanie po 72
godz. inkubacji. Natomiast, po 24 godz. inkubacji sferoidy byly bardziej wrazliwe niz
komorki rosngce w monowarstwie. Sferoidy M-Sr charakteryzowatly si¢ wigksza opornoscia
na dzialanie zwigzku APL2 niz komorki w hodowli 2D. Zaobserwowano, ze sferoidy M-DS
i M-Sr byly bardziej wrazliwe na dziatania zwigzku APL3 niz komorki rosngce w modelu
2D. Podobnie jak w przypadku zwigzku APL1, sferoidy byly bardziej oporne na dziatanie
zwigzku APL4. Podsumowanie wynikéw otrzymanych dla modeli 2D i 3D przedstawiono w

tabeli 6.

78



Tabela 6. Wptyw badanych zwigzkéw na zywotnos¢ komoérek nowotworowych hodowanych w modelu dwuwymiarowym i

trojwymiarowym.
ECso [pM]’
M-DS M-Sr
2D 3D 2D
24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz. 24 godz. 72 godz.

GEM >500 45,7+ 6,8 >500 >500 >500 >500 >500 >500
APL1 77,8 £ 3,6 85,3+2,7 109,3+8,9 | 1754+16,7 | 1547+87 | 59.8+3.7 192,1 £10.2 205,5+6.,5
APL2 106,8 £9,8 93,0+ 6,9 84,9+32 2103+ 17,1 83,9+4,0 62,5+ 6,8 162,7 £10,6 189,3 £18,1
APL3 241,6 £4,1 150,4 £4,1 163,2+4.5 141,0 £ 9,6 230,6 £5,3 177,1 £5.,5 181,1 + 14,2 174,2+4.,0
APL4 | 252,9+43 | 158,0+7,8 >500 >500 188,1+7,8 | 201,0+7,1 >500 2458 £16,2
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5. DYSKUSJA

5.1. Wlasciwosci otrzymanych zwiazkow

Otrzymane peptydomimetyki APL1-4 s3g analogami zwiazkow zaprojektowanych i
opisanych przez prof. Andrzeja W. Lipkowskiego [142], charakteryzujacymi si¢ wysokim
powinowactwem do receptoréw opioidowych MOR. Peptydowa sekwencja tych zwigzkow
zostala zaprojektowana w oparciu o struktur¢ opioidow endogennych (np. dermorfin).
Peptydomimetyki APL1-4 otrzymano w wyniku hybrydyzacji fragmentow peptydowych (N-
koniec) z trans-cynamoilopiperazyng (CYN) (C-koniec), bedaca pochodng kwasu
cynamonowego. CYN jest czasteczka lipofilowa, dzigki czemu zwigzek moze tatwo
przenika¢ przez btony komoérkowe na zasadzie dyfuzji [143,144]. Lipofilowos$¢ zwigzku
odgrywa wazng role w jego zdolnosci do przenikania przez blony komoérkowe oraz
oddziatywaniu z receptorami [145]. Wykazano, Zze aktywnos$¢ biologiczna wielu substancji
koreluje z ich lipofilowoscia, dlatego tez wlasciwo$¢ ta jest wykorzystywana w
projektowaniu bioaktywnych zwigzkow [146].

Jak juz wspomniano, sekwencja peptydowa badanych zwigzkéw powstala w oparciu o
sekwencje opioidow endogennych. N-koncowy fragment opioidow endogennych zawiera
aminokwasy aromatyczne: tyrozyne (Tyr) i fenyloalaning (Phe) lub tryptofan (Trp). Te
aminokwasy biorg udzial w wigzaniu si¢ peptydu z receptorem opioidowym. Badania
wykazaty, ze modyfikacje struktury tych peptydéw wptywaja na ich aktywnos$¢ biologiczng
[147]. W przypadku badanych peptydomimetykow zaobserwowano, ze zmiana Phe w pozycji
3 na rownie hydrofobowy tryptofan (Trp) w strukturze zwigzkow APL2 i APL4 tylko w
nieznacznym stopniu obnizala powinowactwo zwigzkéw do MOR. Powinowactwo
peptydomimetykow APL1, APL3 i APL4 do MOR bylo wyzsze niz powinowactwo Met-
enkefaliny (ICsp = 25,2 nM) [148,149]. Wyjatek stanowit zwigzek APL2, ktory wykazywat
nieco nizsze powinowactwo do MOR (77,6 + 2,8). Interesujace jest to, ze wchodzace w sktad
peptydomimetykow tripeptydy nie wykazywaty powinowactwa do MOR (ICsp >616 nM).
Brak powinowactwa tripeptydéw wzgledem MOR moze by¢ powodowany obecno$cig grupy
karboksylowej na ich C-koncu, a nie grupy amidowej, ktora warunkuje lepsze

powinowactwo do receptora opioidowego.
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Wazng zaletg badanych peptydomimetykow jest ich odpornos$¢ na dziatanie proteaz, co
doskonale zostalo zademonstrowane w przypadku zwigzkéw APL3 i APL4; po 96 godz.
inkubacji w ludzkim osoczu nie ulegaly one degradacji. W przypadku zwigzkéw APLL1 i
APL2, w nieznacznym stopniu obserwowano hydrolize enzymatyczng wigzania aminowego
Tyr-D-Ala. Zastosowanie HPLC-ESI-Q-MS pozwolito zidentyfikowaé¢ fragment D-Ala-
Phe/Trp-Cyn, natomiast nie¢ zaobserwowano sygnatu pochodzgcego od tyrozyny. Otrzymane
wyniki sugeruja, ze wigzanie pomie¢dzy Tyr a D-Ala moze by¢ bardziej podatne na proteolize
w poréwnaniu do wigzania pomigdzy Tyr a D-Thr. Zazwyczaj peptydy maja krotki czas
pottrwania i sg szybko degradowane przez enzymy proteolityczne. Ochrong przed dziataniem
proteaz mozna osiagna¢ poprzez modyfikacje struktury peptydu, sposrod ktérych wymieni¢
mozna: zamian¢ aminokwasoOw naturalnych na nienaturalne, skrocenie sekwencji lub ich
cyklizacje; to jednak wigze si¢ rowniez zasadniczo z wptywem na aktywnos$¢ biologiczng
cechujaca dang czasteczke [150-152]. Na podstawie powyzszych doniesien mozna
wnioskowaé, ze wysoka stabilno$¢ badanych peptydomimetykéw wynika zaréwno z
obecno$ci aminokwasow aromatycznych w ich strukturze, jak i zastosowania nienaturalnych
enancjomeréw D w przypadku Ala lub Thr.

Istotng cecha substancji leczniczych jest ich niska aktywno$¢ hemolityczna. Peptydy
przeciwnowotworowe pochodzenia naturalnego moga posiada¢ wiasciwosci hemolityczne
(np. mellityna) [154]. Modyfikacja ich struktury pozwala na zniesienie hemotoksycznosci z
jednoczesnym zachowaniem wlasciwosci przeciwnowotworowych. Przykladem takiego
peptydu jest peptyd CA(1-8)MA(1-12) zbudowany z fragmentow cekropiny A i magaininy 2.
Peptyd ten posiada wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowa przy jednoczesnym braku
wlasciwoséci hemolitycznych [154]. Podobne wilasciwosci wykazuje peptyd D-KiR;Ls,
zbudowany z 3 rodzajow aminokwasow: Leu, Lys 1 Arg. Niszczy on komorki czerniaka nie
uszkadzajac prawidtowych fibroblastow, a takze nie posiada wilasciwosci hemolitycznych
[155]. Wedlug wytycznych Standard Test Method for Analysis of Hemolytic Properties of
Nanoparticles, zwigzek nie powoduje uszkodzenia czerwonych krwinek jezeli jego
aktywno$¢ hemolityczna nie przekracza 5% [153]. Hemoliza indukowana przez
peptydomimetyki APL1-4 nie przekracza 3% nawet w wysokim stezeniu (250 uM).

Otrzymane wyniki nie daja jednak informacji o aktywno$ci hematotoksycznej zwiazkow
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APL1-4, czyli ich oddzialywania na narzady krwiotwoércze. W celu zbadania

hematotoksyczno$ci peptydomimetykow konieczne sg dalsze badania w modelu in vivo.

Peptydy przeciwnowotworowe pochodzenia naturalnego czesto posiadajg wlasciwosci
przeciwbakteryjne. Przykladami takich peptydow sa cekropina A i B, magainina 2,
tachyplesyna czy defensyna (HNP-2) [156]. Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty, ze
peptydomimetyki APL1-4 nie posiadajg wlasciwosci przeciwbakteryjnych. Brak aktywnos$ci
obserwowano zaréwno wobec bakterii Gram-dodatnich (S. aureus), jak i Gram-ujemnych (E.
coli).

W aspekcie wilasciwosci  przeciwnowotworowych, peptydomimetyki  czgsto
projektowane sa w taki sposob, aby oddzialtywaly na specyficzne receptory obecne na
powierzchni komoérek nowotworowych. Powierzchnia komorek bakteryjnych nie posiada
tych receptoréw, uniemozliwiajagc tym samym dziatanie peptydu. Dodatkowo komorka

bakteryjna posiada $cian¢ komorkowa, stanowiaca dodatkowa bariere [157].

5.2. Wplyw peptydomimetykéw i gemcytabiny na
zywotnos¢ komorek w modelu dwuwymiarowym

5.2.1. Wplyw peptydomimetykow na zywotnos¢ komorek
prawidlowych i nowotworowych

Badania z wykorzystaniem dwuwymiarowej hodowli komorek pozwalaja na wstepna
ocen¢ aktywnosci biologicznej nowych zwigzkow. Przeprowadzone badania wykazaty, ze
zwigzki APL1-4 w zréznicowany sposob wptywaja na zywotno$¢ komorek prawidtowych i
nowotworowych. Zaobserwowano, ze wyizolowane komorki nowotworowe M-DS i M-Sr
charakteryzowaly si¢ wiekszg wrazliwoscig na dziatanie zwigzkow APL1-4 niz komercyjnie
dostgpne komorki nowotworowe PANC-1 1 prawidlowe fibroblasty BJ. Najbardziej
obiecujace rezultaty otrzymano dla zwigzku APLZ2. Charakteryzowal si¢ on dobrg
aktywnoscig biologiczng oraz istotnie mniejszg toksyczno$¢ wzgledem fibroblastow w
poréwnaniu do komorek nowotworowych. Peptydomimetyk APL3 znaczaco obnizat

zywotnos¢ komorek, ale wykazywal wigksza toksyczno$¢ w stosunku do fibroblastow niz w
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stosunku do komoérek nowotworowych. Odziatywanie zwigzkow APL1 i APL4 na komorki
prawidlowe i nowotworowe byto podobne. Komorki M-DS byty mniej wrazliwe na dziatanie
zwigzku APL1, natomiast komérki M-Sr cechowata wigksza opornos¢ na dziatanie zwigzku
APL4. Zwigzki APL1-4, podobnie jak wczesniej wspomniane peptydy CA(1-8)MA(1-12)
oraz D-K4R2L9, posiadaja dobre wiasciwosci przeciwnowotworowe oraz nie powoduja
hemolizy [154,155]. Nalezy jednak zauwazyc¢, ze peptydy CA(1-8)MA(1-12) lub D-K4R2L9
nie wykazuja toksycznosci wzgledem prawidlowych komorek, natomiast peptydomimetyki
APL1-3 negatywnie oddziatuja na fibroblasty. Nalezy zatem przypuszczaé, ze badane
zwigzki sg nieselektywne wzgledem komorek nowotworowych.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze selektywno$¢ zwigzkow jest niezalezna od gestosci
MOR na powierzchni komorek. Zaobserwowano, ze fibroblasty charakteryzowaty sig¢
najmniejsza gestosciag MOR, a mimo to zwigzek APL3 wykazywal silniejsze dziatanie
wzgledem fibroblastow niz komoérek nowotworowych PANC-1. Dodatkowo nie odnotowano
réznic w zywotnosci fibroblastow i komorek rakowych M-DS i M-Sr poddanych dziataniu
zwigzku APL3, pomimo, ze komérki M-DS i M-Sr cechowaty si¢ wysoka gestoscig MOR na
powierzchni. Jedynie w przypadku peptydomimetyku APL2 widoczna byta zalezno$é
pomiedzy gestoscia MOR a negatywnym oddziatywaniem zwiazku na Zywotno$¢ komorek.
Fibroblasty BJ i komérki PANC-1 byty mniej wrazliwe na dziatanie zwigzku APL2 niz na
komorki M-DS i M-Sr. Nalezy jednak podkresli¢, ze wrazliwo§¢ komorek BJ i PANC-1
zmieniala si¢ wraz ze wzrostem stezenia i czasem ekspozycji na zwigzek APL2. Otrzymane
wyniki sugeruja, ze zahamowanie wzrostu komorek mogto bezposrednio wynika¢ z dziatania
trans-cynamoilopiperazyny. Brak jednoznacznej relacji pomigdzy gestoscia MOR na
powierzchni komorki a aktywnos$cig zwigzkéw APL1-4, moze sugerowaé dwojaki
mechanizm wnikania peptydomimetykow do komorki.

Istotnie, jednym z mozliwych, postulowanych mechanizméow jest wnikanie zwigzku do
wnetrza komorki poprzez wigzanie zwigzku z receptorem MOR 1 internalizacja calego
kompleksu. Drugi mechanizm moze opiera¢ si¢ na wlasciwosciach lipofilnych CYN, dzigki
ktérym peptydomimetyki mogg wnika¢ do komorki na drodze dyfuzji, co moze dodatkowo
zwicksza¢ aktywnos¢ zwiagzku. Nalezy jednak rozwazy¢ rowniez inne mozliwosci. Badania
sugeruja, ze niektore pochodne kwasu cynamonowego (np. kwas kawowy) moga

oddziatywa¢ na aktywnos$¢ metaloproteinazy oraz szlaki sygnatowe takie jak: MAPK lub
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JAK/STST, odpowiedzialne ze regulacj¢ proliferacji, apoptoze, roéznicowanie czy ekspresje
genow [158,159].W celu poznania dokladnego mechanizmu dziatania peptydomimetykow
APL1-4 konieczne sg dalsze badania.

Zaobserwowano, ze tripeptydy TP1-4 istotnie obnizaly zywotno$¢ prawidtowych
fibroblastow przy jednoczesnym zwigkszaniu zywotnosci komorek nowotworowych (PANC-
1, M-DS, M-Sr). W przypadku CYN odnotowano silne, toksyczne dzialanie na prawidtowe
fibroblasty. Uzyskane wyniki wykazaty, ze tylko peptydomimetyki APL1-4, czyli hybrydy
tripeptydow 1 CYN, wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe oraz wykazuja
powinowactwo do MOR. Mimo, iz uzyskane wyniki jasno sugeruja o koniecznosci
posiadania przez zwigzek W swojej strukturze fragmentu CYN celem mozliwo$ci wigzania
do receptoréw MOR, to jednak oczywistym staje si¢ przeprowadzenie badan skupiajacych
si¢ na okresleniu zaleznosci SAR (struktura-aktywnos¢) w przypadku pojedynczych

fragmentéw opioidowych.

5.2.2. Wplyw gemcytabiny na zywotnos$¢ komorek prawidlowych i
nowotworowych

W badaniach, jako substancj¢ referencyjna, zastosowano gemcytabing w celu
oznaczenia wrazliwo$ci badanych komodrek na komercyjne dostgpny chemioterapeutyk.
Zaobserwowano, ze po 24 godz. inkubacji badane peptydomimetyki charakteryzowaty sie
wyzszg aktywnoscig niz GEM. Staba aktywno$s¢ GEM po 24 godz. moze wynikaé z jej
mechanizmu dziatania. Gemcytabina dostaje si¢ do komodrek poprzez ludzki rownowagowy
transporter nukleozydow APL1 [160,161]. Wewnatrz komoérki GEM ulega trzykrotnej
fosforylacji do trifosforanu gemcytabiny (dFdCTP). dFdCTP jest nastgpnie wbudowywany
do syntetyzowanej nici DNA zamiast deoksycytydyny, prowadzac do zahamowania elongacji
nici DNA [61]. Faza cyklu komorkowego, w ktorej znajduja si¢ komorki w chwili podania
GEM, wptywa na jej efektywno§¢. GEM oddziatuje wytacznie na komorki w fazie S cyklu
komorkowego. Bioragc pod uwage czas podwojenia populacji komorek PANC-1, ktory
wynosi 52 godz. [162], istotne zahamowanie proliferacji moze by¢ obserwowane nawet po
72 godz. ekspozycji na GEM. Dodatkowo na efektywno$s¢ GEM moze wplywaé¢ poziom

ekspresji transporterow hENT1 obecnych na powierzchni komodrek. Im mniejsza ekspresja
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hENT1, tym mniej GEM dostaje si¢ do wne¢trza komoérki. Badania wykazaty, ze komorki
nowotworowe trzustki charakteryzuja si¢ mniejszg ekspresja hENTI niz komorki
prawidlowe [160,163]. Na podstawie tych informacji mozna przypuszczaé, ze komorki M-
DS charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresjg transporterow hENT1, niz pozostate badane linie
komorkowe (tj. BJ, M-Sr, PANC-1), co z kolei sprawia, ze sg one bardziej wrazliwe na
dzialanie GEM.

5.3. Wplyw peptydomimetykéw i gemcytabiny na
zywotnos¢ komorek w modelu trojwymiarowym

Badania nad tréjwymiarowymi hodowlami komorek in vitro zapoczatkowat, w latach
70-tych ubiegtego wieku, Sutherland. Jego badania wykazaty, ze hodowle 3D pod wieloma
wzgledami przypominaja strukture guzéw litych, stanowigc tym samym adekwatny
eksperymentalny model in vitro [164,166].

Jednymi z pierwszych i najprostszych hodowli 3D in vitro sa sferoidy.
Wielowarstwowo$¢ sferoidow sprawia, ze poszczegdlne komorki tworzace sfer¢ nie sg w
jednakowym stopniu narazone na dziatanie substancji bioaktywnej. Przeklada si¢ to na
uzyskiwanie bardziej wiarygodnych wynikéw aktywnosci biologicznej badanych zwigzkow
niz w przypadku hodowli 2D [116].

W prowadzonych badaniach zastosowano tréjwymiarowy model hodowli (sferoidy)
komorek nowotworowych M-DS i M-Sr. Komorki PANC-1 tworzyly luzno potaczone ze
sobg agregaty komorkowe, podatne na uszkodzenia mechaniczne, w zwigzku z czym nie
zostaly one wytypowane do dalszych badan. Istnieje jednak wiele prac wykorzystujacych
sferoidy utworzone przez komoérki PANC-1, zarowno w mono, jak i w ko-kulturze [167-
169]. W zaprezentowanych pracy badaniach nie udalo si¢ otrzymaé sferoidow dla
fibroblastow BJ. Jednak w literaturze istnieja badania z wykorzystaniem sferoidow

powstatych z fibroblastow [170].

5.3.1. Wplyw peptydomimetykow i gemcytabiny na Zywotnos¢
sferoidow

Sferoidy M-DS i M-Sr poddano dziataniu peptydomimetykow APL1-4 oraz GEM.

Zaobserwowano, ze niezaleznie od st¢zenia i czasu inkubacji, GEM nie wptywa istotnie na
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zywotno$¢ sferoidow. Z kolei poréwnujgc wyniki uzyskane dla analizowanych zwigzkéw z
GEM, mozna stwierdzi¢, iz zwigzki APL1-3 istotnie obnizaly zywotno$¢ sferoidow juz po
24 godz. inkubacji. Najwyzszg aktywnoscig nacechowane byty peptydomimetyki APL1 i
APL2. Aczkolwiek, przy wydtuzonym czasie ekspozycji (72 godz.) obserwowano niewielki
spadek aktywnosci APL1-2 w porownaniu do aktywnosci po okresie 24 godz. Utraty
aktywnos$ci wraz z czasem inkubacji nie odnotowano dla zwigzkéw APL3-4. Aktywnos$¢
zwigzku APL4, po 24 godz. inkubacji, byla poréwnywalna z aktywnoscia GEM. Wydtuzona
inkubacja ze zwigzkiem APL4 prowadzila do wzrostu jego aktywnosci i znaczacego spadku
zywotnos$ci sferoidu. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna zatem przypuszczaé, ze
peptydomimetyki lepiej przenikaja do wnetrza sferoidu. Niska aktywno$¢ GEM moze by¢
spowodowana jej stabg przenikalno$ciag w glab sferoidu lub nizsza ekspresja transporteréw
hENT1 na powierzchni komoérek. Transportery hENT1 stanowia droge wejscia GEM do
wnetrza komorek [160,161]. Wykazano réwniez, ze przenikalno§¢ GEM spada wraz ze
wzrostem liczby warstw komorek tworzacych guz [171-173]. Dodatkowo, w sferoidach,
pomiedzy warstwa komorek proliferujacych a nekrotycznym jadrem, znajduje si¢ warstwa
komorek ,,u$pionych”, ktore nie dzielg si¢ lub ich podzial zachodzi znacznie wolniej. W
zwigzku z tym GEM, oddzialujaca na faze S cyklu komérkowego, nie moze zadziataé [61].

Wigksza aktywnosci peptydomimetykow moze wynika¢ z obecno$ci fragmentu
lipofilowego - trans-cynamoilopiperazyny. Przepuszczalnos¢ bton komoérkowych jest
niezbedna dla cytotoksycznego dziatania zwigzkow na komorki nowotworowe, zatem
zwigkszenie hydrofobowosci 1 lipofilowosci czasteczki jest pozadane [174,175]. Przykladem
takiego zwiagzku jest cynarazyna, lek zawierajacy trans-cynamoilopiperazyng sprz¢zona z
difenylometanolem. Jest to czasteczka wysoce lipofilowa, ktéra tatwo przenika przez bariere
krew-moézg [176]. Bardzo dobra aktywnos¢ peptydomimetykow APL1-4 moze zatem
wynika¢ z ich struktury — hydrofobowych ugrupowan aromatycznych (Phe/Trp i kwas
cynamonowy). Dowiedziono, ze obecno$¢ hydrofobowych aminokwasow w strukturze,
zwlaszcza tryptofanu, znaczaco zwigksza przenikalnos¢ peptydow przez btony komdrkowe.
Istotnie, tryptofan oddzialuje z biatkami blonowymi oraz glikozaminoglikanami, dzieki
czemu peptyd przenika do wnetrza komoérki [177,178].

Dobra aktywnos$¢ peptydomimetykow wobec sferoidow M-DS i M-Sr moze rowniez

wynika¢ z ich wysokiego powinowactwa do receptora MOR, obecnego na powierzchni
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badanych komoérek. Wykazano, ze komorki nowotworowe trzustki wykazujg zwigkszong
ekspresje receptorow opioidowych, w tym MOR [179]. Wyizolowane komorki
nowotworowe M-DS i M-Sr posiadaja na swojej powierzchni wigcej receptorow MOR niz
fibroblasty BJ i komodrki PANC-1 (Tabela. 6). Jednak uzyskane wyniki nie wykazaly
korelacji pomigdzy iloscia MOR na powierzchni komorki a  aktywnosScig
peptydomimetykow. Zwigzek APL2, wykazujacy najnizsze powinowactwo sposrod
badanych peptydomimetykéw (ICsp = 77,6 + 2,8 nM), skuteczniej obnizal zywotnosé
sferoidow niz zwigzek APL4, charakteryzujacy si¢ znacznie wyzszym powinowactwem

(ICso - 19,5 + 0,7 nM).

5.4. Interakcja gemcytabiny z peptydomimetykami w
dzialaniu na komorki prawidlowe i nowotworowe w
modelach dwu- i tréjwymiarowym

W terapii nowotwordw coraz czesciej stosuje si¢ terapie skojarzone takie jak
FOLFIRINOX lub GEM z Erlotynibem czy paksitakselem. Taki schemat terapeutyczny
moze opierac si¢ o zastosowanie substancji oddzialywujacych na dwa rézne aspekty biologii
nowotworu. Przyktadem terapii jest zastosowanie GEM 1 Erlotynibu, gdzie GEM hamuje
synteze DNA, a Erlotynib blokuje aktywacje receptora EGF [66].

Jak przedstawiono w rozdziale 5, badania w modelu 2D i 3D wykazaly, ze zwigzki
APL2 i APL3 charakteryzuja si¢ najlepszymi wiasciwosciami, dobra bioaktywnoscig i
umiarkowang toksycznos$cig wobec fibroblastow. Stad, majac na uwadze powyzsze, te dwa

zwigzki zostaly wytypowane do zbadania ich skojarzonego dziatania z gemcytabing.

5.4.1. Interakcja gemcytabiny z peptydomimetykami w dzialaniu
na komorki prawidlowe i nowotworowe w modelach
dwuwymiarowym

OdpowiedZ komorek na jednoczesne zastosowanie gemcytabiny z peptydomimetykiem
APL2 lub APL3 byta wysoce zalezna od badanej linii komoérkowej. Prawidtowe fibroblasty
(BJ) wykazywatly poréwnywalna wrazliwos¢ na sama GEM oraz na zastosowane kombinacje

substancji aktywnych. W porownaniu do GEM, zwickszong wrazliwos¢ fibroblastow
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odnotowano jedynie dla kombinacji GEM+APL2 (50 uM); przy czym roznica ta byta
wigksza po 24 godz. inkubacji. W przypadku komoérek nowotworowych PANC-1, M-DS i
M-Sr zaobserwowano, ze jednoczesne zastosowanie GEM ze zwiazkiem APL2 lub APL3
skuteczniej obniza zywotnos¢ komorek. Efekt ten byt widoczny jedynie po 24 godz.
ekspozycji na dziatanie substancji aktywnych. Najbardziej wrazliwe na zastosowanie
zwigzku APL3 z GEM byty komorki PANC-1. Faktem jest, ze zywotno$¢ komorek
poddanych dziataniu GEM i zwigzku APL3 byta nizsza niz w przypadku zastosowania samej
GEM. Wrazliwos¢ PANC-1 na dziatanie GEM i1 APL3 zwickszala si¢ wraz z czasem
ekspozycji. Istotny spadek zywotnosci komorek M-DS, w poréwnaniu z GEM, obserwowano
jedynie dla GEM+APL2 (50 uM). Pozostate kombinacje GEM i APL2 lub APL3
wykazywaty aktywnos$¢ porownywalng z GEM, niezaleznie od czasu inkubacji. W
przypadku komorek M-Sr, zastosowanie GEM ze zwigzkiem APL2 (50 uM) lub APL3 (50
uM) lepiej redukowato Zywotno§¢ komorek niz sama GEM. Dzialanie obserwowano jedynie
po 24 godz. inkubacji komorek ze zwigzkami.

Uzyskane wyniki sg niejednoznaczne. Wigkszos$¢ z zastosowanych kombinacji nie
wspomaga dziatania gemcytabiny. Zwickszona wrazliwo$¢ komorek na dziatanie GEM i
peptydomimetyku byla obserwowana glownie przy zastosowaniu peptydomimetyku APL2
lub APL3 w stezeniu 50 uM. Dodatkowo odnotowano, ze krzywa zywotnosci komorek dla
GEM jest zblizona do krzywych uzyskanych dla kombinacji zwigzkéw. Otrzymane wyniki
nie pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, czy zastosowanie kombinacji gemcytabiny z
peptydomimetykami jest skuteczniejsze niz dziatanie samej GEM. Uzyskane wyniki sugeruja
brak lub tylko nieznaczng aktywnos$¢ peptydomimetykow w obecnosci gemcytabiny. Ze
wzgledu na nieznany mechanizm dzialania peptydomimetykow nie mozna stwierdzic,
dlaczego zwiazki APL2 i APL3 nie wykazuja aktywnosci. W literaturze znajduja si¢
doniesienia dotyczace jednoczesnego zastosowania GEM z endogennym opioidem — Met-
enkefaling (OGF). Jednoczesne zastosowanie GEM 1 OGF skuteczniej hamowato proliferacje
komorek raka trzustki niz zastosowanie samej gemcytabiny. Badania te nie wykazaly spadku
aktywnos¢ GEM w obecnosci OGF, ale nie analizowaly wplywu obecnosci GEM na
aktywno$¢ OGF [6].
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5.4.2. Interakcja gemcytabiny z peptydomimetykami w dzialaniu
na komorki prawidlowe i nowotworowe w modelu
trojwymiarowym

Badanie wzajemnego odzialywania gemcytabiny z peptydomimetykami APL2 lub
APL3 w modelu 2D nie dato jasnych wynikéw. W modelu trojwymiarowym zastosowanie
kombinacji GEM ze zwigzkiem APL2 lub APL3 powodowalo wickszy spadek zywotnosSci
sferoidow niz w przypadku samej GEM. Efekt ten byt widoczny dla wszystkich badanych
kombinacji zwigzkow 1 stezen. Wrazliwos¢ sferoidow M-Sr byla zalezna od stezenia danego
peptydomimetyku i zwickszata si¢ wraz z czasem ekspozycji. Sferoidy M-DS byty bardziej
wrazliwe na dziatanie kombinacji GEM 1 zwigzku APL2 niz samej GEM. Odnotowano
jednak, ze odziatywanie kombinacji GEM i zwigzku APL2 na sfery spada wraz czasem
inkubacji. Natomiast oddziatywanie kombinacji GEM ze zwigzkiem APL3 zwigksza si¢ z
czasem ekspozycji na substancje aktywne. Otrzymane wyniki sugeruja, ze obecnos¢
peptydomimetyku skutkuje zahamowaniem aktywno$ci gemcytabiny. Podobnie jak w
przypadku modelu 2D, aktywnos$¢ peptydomimetykoéw jest nizsza niz w przypadku ich

samodzielnego zastosowania.

5.5. Roznice w odpowiedzi komorek na dzialanie
peptydomimetykow i gemcytabiny w modelach dwu- i
trojwymiarowym

5.5.1. Roznice w odzialywaniu peptydomimetykow na komorki w
modelu dwu- i tréjwymiarowym

Dwuwymiarowy model doswiadczalny in vitro nie odzwierciedla prawidtowego
mikrosrodowiska tkanki ani oddziatywan migedzykomorkowych. Odpowiedz komorkowa w
istotnym stopniu zalezy od warunkow hodowli, a wyniki uzyskiwane z zastosowaniem
modelu 2D mogg by¢ fatszywie pozytywne lub negatywne [180]. Przeprowadzone badania
wykazaty réznice w odpowiedzi komoérek hodowanych w modelach 2D 1 3D na dziatanie
wszystkich badanych peptydomimetykow, tj. APL1-4. Wrazliwos¢ komorek M-DS i M-Sr
hodowanych w modelach 2D i 3D, poddanych dziataniu zwigzku APL1 przez 24 godz., byta
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poréwnywalna. Natomiast wydluzona ekspozycja na dziatanie peptydomimetyku APL1
skutkowata istotnym spadkiem zywotnosci komérek w modelu 2D. Opornos¢ sferoidow na
dzialanie APL1 byta poréwnywalna, niezaleznie od czasu inkubacji. W przypadku zwigzku
APL2 zaobserwowano, ze po 72 godz. sferoidy obydwu linii byty bardziej oporne na
dziatanie peptydomimetyku APL2 niz komorki rosngce w monowarstwie. Natomiast, przy
24 godz. Inkubacji, obserwowano sytuacj¢ odwrotng — komorki w modelu 2D byly bardziej
oporne niz sferoidy. Obserwowane réznice nie byty jednak istotne statystycznie. Podobne
wyniki uzyskano dla zwigzku APL3. Wrazliwo$¢ sferoidéow byta wicksza niz komoérek w
hodowli 2D niezaleznie od czasu inkubacji i linii komorkowej (M-DS lub M-Sr). W tym
przypadku réznica ta byta istotna statystycznie. Wrazliwos¢ komorek na krotkotrwate (24
godz.) dzialanie zwigzku APL4 byla porownywalna oraz niezalezna od modelu i linii
komorkowej. Zywotno$é komorek poddanych dziataniu peptydomimetyku APL4 przez 72
godz. byta poréwnywalna dla modelu 2D i 3D.

Otrzymane wyniki znajduja swoje odzwierciedlenie w doniesieniach literaturowych.
Przyktadowo, sferoidy raka kolczystokomorkowego (CAL27) byly bardziej wrazliwe na
dziatanie erlotynibu niz komorki rosngce w modelu 2D. Indeks proliferacji CAL27 w modelu
3D byt istotnie wyzszy niz w przypadku komoérek w modelu 2D [181]. Podobne rezultaty
otrzymano dla komorek glejaka wielopostaciowego (U-87MG) poddanych dzialaniu PI-103,
bedacego inhibitorem kinazy mTOR. Badania wykazaty, ze sferoidy U-87MG byty bardziej
wrazliwe na dziatanie inhibitora [130]. W przypadku komorek raka pluca roéwniez
obserwowano wigksza wrazliwos$¢ sferoidow na dziatanie erlotynibu. Wrazliwos¢ komorek
na erlotynib korelowala z ekspresja receptora EGF na powierzchni komorek [182].
Cytotoksyczne dzialanie lekow przeciwnowotworowych jest zalezne od ich mechanizmu
dziatania. Zatem zdolno$¢ do proliferacji 1 czestotliwo$¢ podziatow, ekspresja bialek,
obecno$¢ ECM oraz dynamika oddziatywan mi¢dzykomorkowych, w hodowli lub w tkance,

wplywaja na efektywno$¢ zastosowanej substancji [130,181].
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5.5.2. Réznice w odzialywaniu gemcytabiny na komérki w modelu
dwu- i tréjwymiarowym

Sferoidy M-DS poddane dziataniu GEM byly na nig bardziej oporne niz komorki w
hodowli 2D, niezaleznie od czasu inkubacji. Natomiast, w przypadku komoérek M-Sr
zaobserwowano, ze po 24 godz. inkubacji z GEM, sferoidy byly bardziej wrazliwe niz
komoérki w modelu 2D. Z kolei po 72 godz. ekspozycji na GEM, sfery wykazywaly istotnie
wickszg oporno$¢ niz komodrki rosngce w postaci monowarstwy. Rdznica miedzy
zywotno$cig komoérek w modelach 2D 1 3D moze wynika¢ z wielowarstwowosci sferoidow
oraz stabej przenikalnosci gemcytabiny do wnetrza komorek nowotworowych [172].
Zwigkszona wrazliwo$¢ sfer M-Sr na dziatanie GEM moze by¢ spowodowana liczbg
proliferujagcych komoérek Iub nat¢zenia ekspresji transportera hENT1 na powierzchni
komorek [61].

Uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie w literaturze. Przykladowo, paksitaksel
obnizat zywotno$¢ komorek raka jajnika w hodowli 2D o 80%, natomiast w hodowli 3D
tylko 0 40-60% [183]. Podobne rezultaty uzyskano dla sferoidow raka jelita grubego (HCT-
116). Komoérki nowotworowe, w modelu 2D i 3D, poddawano dzialaniu m.in. 5-FU,
irinotekanu oraz oksaliplatyny. W poréwnaniu do hodowli 2D, sferoidy charakteryzowaly si¢
wigksza oporno$cig na dzialanie kazdej z zastosowanych substancji [184]. Réwniez sferoidy
brodawczaka pecherza moczowego (RT-4) wykazywaly wigksza oporno$¢ na dziatanie
doksorubicyny niz komoérki w hodowli 2D [185]. Wiele badan wskazuje na wigksza
opornos¢ komoérek hodowanych w modelach trojwymiarowych [186-188]. Zazwyczaj
wigksza opornos¢ hodowli 3D wynika z wigkszej dynamiki odziatywan
mi¢dzykomoérkowych oraz komorka-macierz [116]. Wielowarstwowo$¢ modeli 3D sprawia,
ze ekspozycja komodrek na dzialanie substancji aktywnych jest zrdéznicowana. Warunki
panujace wewnatrz sferoidu, takie jak wartos¢ pH lub deficyt tlenu (hipoksja), wptywaja na
aktywno$¢ lekow. Zwigkszona opornos¢ hodowli 3D moze rowniez wynikaé ze slabej
dyfuzji substancji aktywnej do wnetrza sfery. Rowniez hipoksja moze przyczyniac si¢ stabej

odpowiedzi sfery na substancje aktywne [189,190].
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Niniejsza praca doktorska opisuje wybrane wilasciwosci biologiczne nowych

peptydomimetykoéw zbudowanych z tripeptydow opartych na sekwencji opioidéw oraz

lipofilowej trans-cynamoilopiperazyny. Przeprowadzone badania wykazaty, ze:

Peptydomimetyki APL1-4 wykazujg wysokiec powinowactwo do receptora
opioidowego MOR, sa oporne na dziatanie proteaz, nie posiadajg wiasciwosci

hemolitycznych oraz przeciwbakteryjnych.

. Aktywno$¢ peptydomimetykow APL1-4 wobec komorek nowotworowych i
prawidtowych jest zalezna od stezenia i czasu ekspozycji, zarowno w modelu

dwu- jak i trojwymiarowym.

. Badane peptydomimetyki charakteryzuja si¢ niska selektywnoscia w stosunku do

komoérek nowotworowych w poréwnaniu do komorek prawidtowych.

Sposréd badanych zwiazkow, peptydomimetyk APL3 charakteryzuje si¢
najlepszymi wilasciwosciami bioaktywnymi oraz umiarkowang toksyczno$cig

wobec prawidtowych fibroblastow.

. Wyprowadzony model trojwymiarowej hodowli komorek nowotworowych
trzustki jest stabilny, a uzyskiwane wyniki sag powtarzalne oraz mogg stanowic¢

podstawe do przeprowadzenia badan in vivo.

Podsumowujac, otrzymane wyniki wskazuja, ze struktura badanych peptydomimetykow

moze stanowi¢ podstawe do dalszego projektowania i syntezy nowych zwiazkow o

wlasciwos$ciach przeciwnowotworowych.
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