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SPIS SKROTOW

ASA Kwas acetylosalicylowy

BM-MSC Mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego
CAF Fibroblasty zwigzane z rakiem (ang. cancer-associated fibroblast)
CM Pozywka kondycjonowana

COX Cyklooksygenaza

CYT Cytydyna

ECM Macierz zewnatrzkomorkowa

EV Pecherzyki zewnatrzkomorkowe

FBS Plodowa surowica bydleca

FLU Flurbiprofen

GEM Gemcytabina

hPLT Ludzki lizat ptytkowy

IBU Ibuprofen

NLPZ Niesteroidowe leki przeciwzapalne

NMR Magnetyczny rezonans jagdrowy

NT Transportery nukleozydow

PCC Komorki nowotworowe trzustki

PDAC Gruczolakorak przewodowy trzustki

PSC Komorki gwiazdziste trzustki

TLC Chromatografia cienkowarstwowa



1. Przeglad literatury

1.1. Charakterystyka nowotworu trzustki

Choroby nowotworowe stanowig jedno z najwigkszych wyzwan dla systemu
zdrowia publicznego, zarowno w skali globalnej, jak i krajowej. Wedtug danych American
Cancer Society (ACS) oraz National Cancer Institute (NCI) okoto 40% populacji otrzyma
diagnoz¢ nowotworu. Standardowe metody leczenia, takie jak operacje resekcyjne,
radioterapia, chemioterapia, immunoterapia oraz terapia biologiczna, cho¢ szeroko
stosowane, czesto okazuja si¢ mato skuteczne lub jedynie w ograniczonym stopniu
poprawiaja rokowanie dla pacjentéw. Mimo intensywnych badan nad mechanizmami
powstawania 1 rozwoju nowotworéw odkrycie efektywnego leku oraz sposobu

postgpowania terapeutycznego pozostaje nadal celem do osiagnigcia.

Wspolczesna nauka zorientowana jest na innowacyjne i interdyscyplinarne
podejscie do terapii przeciwnowotworowej. Postepy w dziedzinach takich jak genetyka,
biochemia, biologia molekularna, czy biotechnologia otwieraja nowe mozliwosci
w  projektowaniu  skuteczniejszych  metod  leczenia.  Polaczenie  wiedzy
z roznych obszaréw nauki pozwala na tworzenie kompleksowych metod terapeutycznych,

ktore mogg znaczaco zmieni¢ oblicze walki z nowotworami.

Gruczolakorak przewodowy trzustki (ang. pancreatic ductal adenocarcinoma,
PDAC) jest Smiertelng chorobg o rosngcej czestosci 1 przewiduje si¢, ze stanie si¢ drugg
najczestsza przyczyng zgonéw z powodu chorob nowotworowych na $wiecie —
rozpoznanie w zaawansowanym stadium przyczynia si¢ do niskiego 5-letniego przezycia
na poziomie 10% [1,2]. Tym samym plasuje si¢ wsrdd chordb z najnizszym poziomem
rokowan dla pacjentow. W ostatniej dekadzie odnotowano ogromny postep
w diagnostyce, leczeniu okotooperacyjnym, technikach radioterapii oraz terapiach
systemowych stosowanych w zaawansowanych stadiach PDAC. Cho¢ przyniosto to pewna
poprawe wynikow leczenia, zmiany te nadal sa niewystarczajace. Kluczowym wyzwaniem
pozostaje opracowanie skutecznych strategii badan przesiewowych dla pacjentow z grup
wysokiego ryzyka, umozliwiajagcych wczesne wykrywanie PDAC, co jest czynnikiem

determinujacym skutecznos¢ leczenia [3]. Jedyng forma terapii, ktora niesie za sobg szansg
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wyleczenia PDAC, jest resekcja chirurgiczna. Jednak w wielu przypadkach nie jest ona
mozliwa z powodu zaawansowanego stadium choroby [4]. Systemowa chemioterapia
kombinowana, w tym FOLFIRINOX (5-fluorouracyl, kwas folinowy [leukoworyna],
irynotekan i oksaliplatyna) oraz gemcytabina i nab-paklitaksel pozostaja podstawg leczenia

tych pacjentow [5].

1.1.1. Podscielisko nowotworu trzustki

Jednym z gléwnych elementéw modelu skutecznego leczenia jest przezwycig¢zenie
gestego podscieliska nowotworu (desmoplazji) (Rysunek 1.) Struktura desmoplastyczna
nowotworu trzustki sktada si¢ z nieprawidtowych komorek gwiazdzistych (ang. pancreatic
stellate cells, PSC), ktorych nadaktywno$¢ sprzyja rozwojowi komorek nowotworowych
i tworzeniu macierzy zewnatrzkomorkowej nowotworu (ang. extracellular matrix, ECM),
ktora z kolei stanowi barier¢ dla leczenia cytotoksycznego. Jednak, jak pokazuja wyniki
badan eksperymentalnych i klinicznych, degradacja macierzy skutkuje bardziej agresywna
chorobg 1 pogorszeniem wynikow leczenia. Sktad ECM to gldwnie kolagen, fibronektyna,
proteoglikany i kwas hialuronowy, a takze katalitycznie aktywne enzymy i proteinazy [6].
W wyniku nagromadzenia si¢ elementéw tkanki trzustkowej dochodzi do ucisku naczyn
krwiono$nych i1 limfatycznych w guzie, co prowadzi do obnizenia perfuzji. Tworzy si¢
gesta siatka wiokien kolagenowych wokot komorek raka trzustki, a macierz
zewnatrzkomorkowa utrudnia penetracje lekom przeciwnowotworowym w glab guza.
Oprocz tego wiokna kolagenowe wigza si¢ z receptorami na powierzchni komorki
nowotworowej, aktywujac wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe, ktore indukuja wzrost
guza. Ponadto macierz jest wzmacniana przez sieciowanie kolagenu i kwas hialuronowy.
Poza interakcja z samg ECM, komorki nowotworowe komunikuja si¢ rowniez z PSC [7,8].
Jesli chodzi o sktadniki komorkowe, macierz nowotworu trzustki jest zdominowana przez
fibroblasty zwigzane z rakiem (ang. cancer-associated fibroblast, CAF) oraz aktywowane
PSC. Co do samych komorek gwiazdzistych, to w prawidlowej tkance trzustki sa one
w stanie spoczynku i syntezuja zaréwno biatka macierzy, jak i enzymy degradujace

macierz, w ten sposob zachowujac jej rOwnowage [8].
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Rysunek 1. Struktura macierzy zewngtrzkomorkowej nowotworu trzustki. PCSC — komorki macierzyste
nowotworu trzustki (ang. pancreatic cancer stem cells); PCC — komorki nowotworowe trzustki (ang.
pancreatic cancer cells); MyCAF — miofibroblasty zwigzane z nowotoworem (ang. myofibroblastic cancer-
associated fibroblasts); iCAF — zapalne fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. inflammatory cancer-
associated fibroblasts); TAM — makrofagi zwigzane z nowotworem (ang. tumor-associated macrophages);
aktywowane PSC — aktywowane komorki gwiazdziste trzustki (ang. activated pancreatic stellate cells);
MDSC - komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (ang. myeloid-derived suppressor cells).
Opracowanie wtasne na podstawie [9]. Rysunek utworzono w programie www.biorender.com

1.1.2. Geny supresorowe w nowotworze trzustki

Prawie wszyscy pacjenci z rozpoznaniem PDAC sa nosicielami co najmniej jednej
zmiany - onkogenu KRAS i/lub supresorow nowotworu CDKN2A, TP53 i SMAD4/DPC4
[10,11].

KRAS (ang. Kirsten rat sarcoma virus) jest genem kodujgcym biatko K-Ras, ktore
odgrywa kluczowa rolg w szlaku sygnalizacyjnym Ras/MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinases). Jest to szlak kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami za
posrednictwem bialek Ras. Biatko to przenosi sygnaly z otoczenia komorki do jej jadra.
Przekazywane sygnaly kontroluja procesy, takie jak proliferacja oraz dojrzewanie
1 réznicowanie komorki. Biatko K-Ras jest GTPaza - enzymem przeksztalcajacym

nukleotyd guanozynotrifosforan (GTP) w guanozynodifosforan (GDP). Dziata jak
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przetacznik, ktory jest aktywowany przez wigzanie z GTP i dezaktywowany poprzez
hydroliz¢ GTP do GDP. W stanie zwigzanym z GDP biatko K-Ras nie przesyta sygnatow
do jadra komorkowego [12].

CDKN2A (ang. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) koduje niezb¢dny regulator
cyklu komorkowego, jest najczesciej zmienionym genem supresorowym w PDAC. Czgste
sa réwniez mutacje somatyczne w genie supresorowym nowotworu TP53. Biatko
kodowane przez TP53 odgrywa kluczowa role w odpowiedzi na stres komdrkowy 1 jest
zmutowane w wielu réznych typach nowotworow. Z kolei gen supresorowy SMAD4
(ang. mothers against decapentaplegic homolog 4) posredniczy w przekazywaniu sygnatu
za receptorem transformujacego czynnika wzrostu B (ang. transforming growth factor

TGEFp) i jest inaktywowany w okoto 50% tych nowotwordéw [11].

1.1.3. Chemioopornos$¢ w nowotworze trzustki

Rozwo6j opornosci PDAC na chemioterapi¢ znacznie ogranicza jej skutecznosc.
Chemiooporno$¢ mozna ogodlnie podzieli¢ na dwie kategorie: opornos¢ wewngtrzng
(de novo lub wrodzong) i opornos¢ nabytg [13]. Oporno$¢ wewnetrzna wystepuje wtedy,
gdy chemioterapia jest nieskuteczna od poczatku leczenia i jest konsekwencjg profilu
genetycznego, wariantow genetycznych i/lub zmian w genomie. Z kolei nabyta opornosé¢
rozwija si¢ dopiero po pewnym czasie ekspozycji komorek nowotworowych na leki
przeciwnowotworowe. Zmiany genetycze lub epigenetyczne w  komorkach
nowotworowych moga powstawac wraz z rozwojem nowotworu. W przypadku opornosci
nabytej komorki nowotworowe poczatkowo moga wykazywa¢ wrazliwos¢ na leki, ale
kontynuowane leczenie ostatecznie prowadzi do opornosci na chemioterapi¢ [14]. Chociaz
komorki nowotworu trzustki sg bardziej podatne na gemcytabing w porownaniu z innymi
lekami przeciwnowotworowymi, u wigkszosci pacjentdw rozwija si¢ oporno$¢ w ciaggu

kilku tygodni od rozpoczgcia leczenia.

Zidentyfikowano kilka szlakow sygnatowych kontrolujagcych zaréwno opornosc
wewngtrzng, jak i nabytag w raku trzustki [15]. Szlaki regulujace mikrosrodowisko guza
1 podscielisko niekoniecznie sa bezposrednio powigzane z mechanizmami
cytotoksycznosci gemcytabiny. Odgrywaja jednak kluczowa role w rozwoju

chemioopornos$ci. Szlaki sygnalowe odpowiadajace za wzrost, proliferacj¢, réznicowanie,
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apoptoze, rozwoj guza i angiogeneze, takie jak: AKT !, receptor naskorkowego czynnika
wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR), Notch 2, MAPK, szlaki czynnika
jadrowego (NF)-kB 2 i Sonic Hedgehog (SHH)* wydaja si¢ bezposrednio lub posrednio
wplywac¢ na chemiowrazliwo$¢ guza trzustki. Ponadto komorki zaangazowane w proces
przejscia nablonkowo-mezenchymalnego (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT)®
1 nowotworowe komorki macierzyste najprawdopodobniej majg swoj udziat w rozwoju

chemioopornosci w PDAC [21].

1.1.4. Podscielisko desmoplastyczne a chemioopornos¢

Trudnosci w leczeniu PDAC wynikaja glownie z braku efektywnej drogi
dostarczania lekéw w glab nowotworu, co jest spowodowane zmniejszong
mikronaczyniowoscig (stabym unaczynieniem guza) i chemioopornoscia indukowang
przez podscielisko. Sposrod réznych typéw komorek zaangazowanych w desmoplazje

nowotworu trzustki, CAF s3g glownymi komdrkami odpowiedzialnymi za zwldknienie guza

1 AKT (znana réwniez jako kinaza biatkowa B, PKB), jest serynowo-treoninowg kinazg biatkowa
zaangazowang w wiele procesdéw komorkowych, takich jak regulacja przezycia komorek, proliferacji,
angiogenezy, migracji oraz metabolizmu. Sktada si¢ z co najmniej trzech podjednostek (AKT1/PKBa,
AKT2/PKBp i AKT3/PKBy) [16].

2 Bialka Notch to rodzaj biatek, ktére odgrywaja kluczowa role w komunikacji komorka-komérka,
szczegblnie w rozwoju embrionalnym i procesach regeneracyjnych u dorostych. Ich aktywnos$¢ ma wplyw
na rozw0j uktadu nerwowego, angiogeneze i roznicowanie roéznych typow komorek, takich jak keratynocyty
i komoérki T [17].

3 NF-«xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) jest to jadrowy czynnik
transkrypcyjny regulujacy wrodzone i adaptacyjne funkcje odpornosciowe. Petni role kluczowego mediatora
odpowiedzi zapalnych. NF-«kB indukuje ekspresje roznych gendow prozapalnych, w tym kodujacych cytokiny
i chemokiny, a takze uczestniczy w regulacji inflamasomu. Ponadto NF-kB odgrywa kluczows role
w regulacji przezycia, aktywacji i réznicowania komoérek odpornosciowych i limfocytow T [18].

4 Biatko Sonic Hedgehog (SHH) jest glowng czasteczkg sygnalows i regulatorowg procesu morfogenezy
embrionalnej u wszystkich zwierzat. Kontroluje organogenez¢ i organizacj¢ osrodkowego uktadu
nerwowego. Szlak  sygnalizacyjny  Hedgehog odgrywa istotng role rdéwniez  podczas
tumorogenezy/onkogenezy oraz w rozwoju radio- i chemiooporno$ci w wielu rodzajach nowotworow [19].

® Przej$cie nablonkowo-mezenchymalne (EMT) to proces komorkowy, podczas ktorego zmiany w ekspresji
genow, a mechanizmach regulacji potranslacyjnej prowadza do zaniku cech nabtonkowych w komoérkach
i tym samym nabycia cech mezenchymalnych. EMT zachodzi w odpowiedzi na sygnaty, ktore komorki
otrzymuja ze swojego mikrosrodowiska. Stan komoérek nabtonkowych, w ktérych inicjowane jest EMT,
charakteryzuje si¢ stabilnymi potgczeniami komdrka-komoérka, biegunowoscig wierzchotkowo-podstawng i
interakcjami z btong podstawng. W wyniku procesu EMT komoérki wykazuja morfologie podobng do
fibroblastow, a takze zwigkszong zdolno$¢ migracyjng oraz (czgsto) inwazyjna [20].
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[22]. CAF sg komorkami wydzielniczymi zaréwno dla rozpuszczalnych, jak
1 nierozpuszczalnych czynnikow, ktore tworzg specyficzne cechy podscieliska wptywajace
na rozwdj chemioopornosci — barier¢ fizyczna (wioknienie), a takze transformacje
komorek nowotworowych i komunikacje parakrynng [14]. Uwaza sig, ze CAF wystepujace
w  nowotworze  trzustki  pochodza z  réznych  zrédet  komoérkowych,
w szczegolnosci z uspionych PSC, ale prawdopodobnie réwniez z uspionych fibroblastow
rezydentnych i mezenchymalnych komorek macierzystych [23]. W PDAC komorki PSC
sg aktywowane poprzez m. in. czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi (ang. platelet-
derived growth factor, PDGF), transformujacy czynnik wzrostu (ang. transforming growth
factor , TGF-P), czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor o, TNF-o) oraz
interleukiny (IL)-1, -6 1-10 [22,23]. Aktywowane komorki PSC odgrywaja decydujacg role
w rozwoju desmoplazji i przebudowie ECM w PDAC poprzez wydzielanie czynnikow
takich, jak kolagen typu 1, metaloproteinazy macierzy i inhibitory tkankowe
metaloproteinaz [8,24]. Wykazano takze, ze utrata funkcji TP53 indukujaca aktywacje
sygnalizacji JAK2-STAT3® promuje zmiany w podscielisku, wzrost nowotworu
i chemiooporno$¢ na gemcytabing w modelach mysich. Wykazano réwniez, ze pacjenci
z PDAC z nizszymi poziomami fosforylowanego STAT3 i funkcjonalnym TP53 zyli dluzej
w porOwnaniu z pacjentami z wysokimi poziomami fosforylowanego STAT3 1 mutacja

TP53 [25,26].

1.1.5. Znaczenie bariery podscieliskowej w biotransformacji lekow

Wibkniste podscielisko nowotworu trzustki jest uwazane za fizyczng bariere dla
dostarczania gemcytabiny i innych chemioterapeutykow do komorek nowotworowych.
Opracowano 1 zbadano rézne strategie polegajace na rozluznieniu gestego podscieliska

oraz przywroceniu funkcji naczyn krwiono$nych. Na przyktad, w réznych modelach

& JAK2-STAT3 - Szlak sygnalizacyjny kinazy Janus 2 (ang. janus-activated kinase 2)/transduktora sygnatu
i aktywatora transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3) (JAK2/STAT3). Jego
rola jest przekazywanie sygnalow ze srodowiska zewnatrzkomorkowego do wewnatrzkomorkowego (jadra)
po zwigzaniu cytokin i czynnikéw wzrostu. Ten szlak sygnatowy jest $cisle regulowany i odpowiada za wiele
funkcji biologicznych, takich jak proliferacja komorek, réznicowanie i apoptoza. Ponadto, odgrywa kluczowa
rolg w rozwoju embrionalnym, hemopoezie i kontrolowaniu uktadu odpornosciowego. Z drugiej strony,
aberracyjnie aktywowany JAK2/STAT3 jest czesto wykrywany w réznych rodzajach nowotwordw i bierze
udzial w onkogenezie, angiogenezie i przerzutach, ktore zwykle sa oporne na standardowa chemioterapi¢
[25].
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nowotworow trzustki u myszy, farmakologicznie indukowana przebudowa podscieliska
lub enzymatyczna degradacja hialuronianu i kolagenu skutkowata zwigkszonym
dostarczaniem leku i lepsza odpowiedzia na leczenie gemcytabing [27-30]. W innych
badaniach opisano, ze immunoterapia z wykorzystaniem zmodyfikowanych limfocytow T
moze przyczyniac si¢ do rearanzacji ECM oraz indukcji $mierci komorek nowotworowych
[31]. Zatem poprawa dostarczania lekéw do mikrosrodowiska nowotworowego zalezy nie
tylko od fizycznego ograniczenia desmoplazji. Co wigcej, najlepsze efekty obserwowano
w momencie zastosowania terapii kombinowanych, ukierunkowanych na rézne elementy

struktury nowotworu trzustki.

1.2. Gemcytabina i jej pochodne

Jak wspomniano, gemcytabina (2',2'-difluoro-2’-deoksycytydyna, dFdC) jest
jednym z najczesciej stosowanych lekow w terapii nowotworow trzustki. Nalezy do grupy
antymetabolitow pirymidynowych i stanowi analog 2’-deoksycytydyny. W medycynie jest
dostepna pod nazwa handlowa Gemzar, jako wodny roztwor chlorowodorku gemcytabiny
przeznaczony do podawania w formie infuzji dozylnej. W strukturze gemcytabiny atomy
wodoru przy weglu C-2’ deoksycytydyny zastapiono atomami fluoru. Gemcytabina jest
prolekiem, ktory ulega wewnatrzkomorkowej aktywacji. Czasteczka gemcytabiny jest
hydrofilowa, a zatem transportowana do komorek przez rdzne transportery nukleozydow
(ang. nucleoside transporters, NT). Dostepnos¢ NT determinuje zdolno$¢ gemcytabiny do
zahamowania wzrostu komorek i jej skutecznos¢ kliniczng [32]. NT z rodzin SLC28
1 SLC29 odgrywaja kluczowa rol¢ w pierwszym etapie biosyntezy nukleotydow. Do
rodziny SLC28 naleza kationowo-zalezne skoncentrowane transportery nukleozydéw (ang.
human concentrative nucleoside transporters, hCNT), natomiast rodzina SLC29 obejmuje
ewilibracyjne transportery nukleozydow (ang. human equilibrative nucleoside
transporters, hENT). Dzialanie biatek transportowych z rodziny CNT jest zalezne od
obecnosci kationu sodu, co determinuje transport jednokierunkowy nukleozydow do
komorek, podczas gdy ENT — w dwukierunkowym transporcie nukleozydow przez btony
biologiczne zgodnie z gradientem stezen [33]. Gemcytabina (dFdC) jest transportowana do
komorek przez pig¢ NT: hCNT1, hCNT2, hCNT3, a takze hENT1 1 hENT2. Jednakze
badania kinetyczne prowadzone na ludzkich liniach komorkowych wykazaty,
ze wewnatrzkomorkowy wychwyt dFdC zachodzi gtownie poprzez hENT1, a w pewnym

stopniu rowniez przez hENT2, hCNT1 i hCNT3 [32,34]. Metabolizm i aktywacje
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wewnatrzkomérkowa gemcytabiny przedstawiono na Rysunku 2. Po wniknigciu
gemcytabiny do komorki, kinaza deoksycytydynowa (dCK) przeksztalca jg do
monofosforanu difluorodeoksycytydyny (dFdCMP), a potem do dwoéch aktywnych
metabolitow: difosforanu gemcytabiny (dFdCDP) i trifosforanu gemcytabiny (dFdCTP).
Te metabolity hamuja procesy kluczowe dla syntezy DNA. dFdCTP konkuruje
z trifosforanem deoksycytydyny (dCTP) o wigczenie do DNA. Wigczenie dFACTP do nici
DNA prowadzi do przerwania replikacji, co uniemozliwia dalsze dziatanie polimeraz
DNA, a to z kolei skutkuje zatrzymaniem syntezy DNA i prowadzi do $mierci komorek.
Gemcytabina dziata fazowo-specyficznie, w szczegolnosci w fazie S cyklu komorkowego.
W tej wewnatrzkomorkowej kaskadzie sygnalizacyjnej, fosforylacja dFdC do dFACMP za
posrednictwem dCK jest uwazana za etap ograniczajacy szybkos¢ pozniejszej produkeji
aktywnych metabolitow gemcytabiny [35]. Wigkszos¢ podanej gemcytabiny jest jednak
inaktywowana przez szybka deaminacj¢ indukowang przez deaminaze cytydyny (CDA),
co powoduje powstawanie wysokich stgzen mniej aktywnego metabolitu gemcytabiny:
2'2'-difluorodeoksyurydyny (dFdU) [36]. Fosforylowane metabolity gemcytabiny sa
redukowane przez komorkows S5'-nukleotydazg (5'-NT), a forma monofosforanowa
dFdCMP jest rowniez przeksztalcana 1 inaktywowana przez deoksycytydylanowa
deaminaz¢ (DCTD) w 2'-deoksy-2',2'-difluorourydynomonofosforan (dAFdUMP) [37,38].
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Rysunek 2. Metabolizm i aktywacja wewngtrzkomdrkowa gemcytabiny. Gemcytabina po wniknieciu do
komorki ulega fosforylacji przez kinazg¢ deoksycytydynowa do aktywnych metabolitoéw: dFdCDP i dFdCTP.
dFdCDP hamuje reduktazg rybonukleotydowa, zmniejszajac pule deoksyrybonukleotyddéw, natomiast
dFdCTP wbudowuje si¢ w DNA, powodujac przerwanie jego syntezy i w rezultacie — $§mier¢ komorki.
Gemcytabina jest rowniez czeSciowo inaktywowana przez deaminaze cytydynowa do mniej aktywnego
metabolitu — dFdU. dUMP — monofosforan deoksyurydyny; dTMP — monofosforan deoksytymidyny; dTTP
— trifosforan deoksytymidyny; CDP — difosforan cytydyny; dCDP — difosforan deoksycytydyny; dCTP —
trifosforan deoksycytydyny; CDA — deaminaza cytydynowa; dCK — kinaza deoksycytydynowa; DCTD —
deaminaza deoksycytydylanowa; hNT — ludzkie transportery nukleozydow; NDPK — kinaza difosforanu
nukleozydu; NMPK — kinaza monofosforanu nukleozydu; RR — reduktaza rybonukleotydowa; TS — syntaza
tymidylanowa; 5'-NT — 5'-nukleotydaza. Opracowanie wiasne na podstawie [21]. Rysunek utworzono
w programie www.biorender.com.

1.2.1. Modyfikacje chemiczne gemcytabiny

Gemcytabina charakteryzuje si¢ znaczng niestabilno$cia metaboliczng
1 ograniczong skuteczno$cig terapeutyczng, gldéwnie wskutek deaminacji katalizowanej
przez CDA oraz szybkiej eliminacji z krwiobiegu. Ponadto, czasteczka ta jest stabo
przepuszczalna przez blone komodrkowa i zalezna od NT, co ogranicza jej dzialanie
cytotoksyczne w komorkach docelowych. Aby zrekompensowac te ograniczenia, zwykle
podaje si¢ duza dawke gemcytabiny (okoto 1000 mg/m2), co z kolei powoduje powazne

skutki uboczne, takie jak dusznos¢, neutropenia, nudnosci i niewydolno$¢ nerek [39].
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Modyfikacje czgsteczki gemcytabiny majg na celu poprawe biodostgpnosci
1 skutecznosci. Badane sg takze nowe strategie dostarczania leku do komorek
nowotworowych, przede wszystkim poprzez zastosowanie prolekow’ i nanono$nikow. Aby
poprawi¢ skuteczno$¢, aktywnos¢ oraz kontrolowany transport i uwalnianie gemcytabiny,
szczegolng uwage poswieca sie zmianom w pozycji (N)-4 (grupa aminowa) oraz C-5’
(grupa hydroksylowa) czasteczki, co pozwala na zwigkszenie jej aktywnosci biologicznej

i zmniejszenie toksycznos$ci [38,41,42].

1.2.2. Modyfikacje w pozycji 4-(N)

1.2.2.1. PEG-gemcytabina

PEG-ylacj¢ stosuje si¢ od wielu lat w modyfikowaniu lekow o matej masie
czasteczkowej. Jest to proces dodawania tancuchéw polimerowych poliglikolu etylowego
do leku poprzez wigzania kowalencyjne lub nickowalencyjne. PEG jest
wysokorozpuszczalnym w  wodzie polimerem o dobrej biokompatybilnosci,
zatwierdzonym przez FDA (ang. Food and Drug Administration). Proces PEG-ylacji
skutkuje wydtuzeniem okresu péttrwania leku, zmniejszeniem immunogennosci i agregacji
leku [43]. Metoda ta okazala si¢ by¢ rozwigzaniem wigkszosci problemoéw zwigzanych
z rozpuszczalnoscia 1 biokompatybilnoscig lekow, a liczba PEG-ylowanych
farmaceutykow na rynku oraz w badaniach klinicznych stale rosnie. Proces ten ma liczne
zalety, takie jak zwigkszenie rozpuszczalnosci w wodzie i biokompatybilnosci. PEG-

gemcytabina zostata przetestowana przez szereg zespotow badawczych na catym §wiecie.
1.2.2.2. LY2334737

Prolek gemcytabiny L1Y2334737 zostal zsyntezowany przez polaczenie
gemcytabiny z kwasem walproinowym w pozycji 4-(N) poprzez wigzanie amidowe.

W rezultacie, lek po podaniu doustnym w krwioobiegu utrzymuje si¢ o kilka godzin dtuzej

" Prolek — biologicznie nieaktywna forma czgsteczki leku macierzystego, wykazujaca lepsze wlasciwosci
transportowe niz lek macierzysty i wymagajaca enzymatycznej lub chemicznej transformacji w organizmie,
w celu uwolnienia aktywnej jednostki leku [40].
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niz niezmodyfikowana gemcytabina. Badania fazy I wykazaty wyzsze poziomy krazacego
proleku niz gemcytabiny w osoczu, co §wiadczy o jej wydtuzonej hydrolizie i tym samym,

przedtuzonym czasie pottrwania [44,45].
1.2.2.3.  Proleki lipofilowe

Dziatanie cytotoksyczne gemcytabiny mozna wzmocni¢ poprzez wlaczenie leku do
czgsteczek takich jak liposomy, PLGA (poli kwas mlekowy-ko-glikolowy),
policyjanoakrylan, chitosan, albumin, nanoczasteczki i nanorurki weglowe [46-49].
Ponadto, dzigki temu mozna zamkna¢ wraz z gemcytabing inne leki przeciwnowotworowe
o synergistycznym dziataniu. Zastosowanie nanoczasteczek jako no$nikow jest
korzystniejsze z punktu widzenia podwyzszenia stabilno$ci zwigzkow, wydtuzenia czasu
péitrwania, a takze mozliwosci faczenia lekéw hydrofobowych i hydrofilowych. Synteza
lipofilowej kapsutkowanej gemcytabiny zostata opatentowana przez Eli Lilly w 1998 roku.
W tym procesie grupa aminowa zostata kowalencyjnie polaczona w 4 pozycjach przez
dlugotancuchowe nasycone lipidy C18 1 C20. W podzniejszych latach stabilno$¢
metaboliczna gemcytabiny zostala wzmocniona przez syntez¢ wielu innych prolekéw
gemcytabiny. Lipofilowo$¢ zostata zwigkszona poprzez dotaczenie w pozycji 4-(N)
pochodnych lauroilu, waleroilu i stearoilu, a nastgpnie zamknigcie ich w liposomach.
Zaobserwowano, ze pochodne lipofilowe wzmacniaja dziatanie przeciwnowotworowe

w poréwnaniu z natywng gemcytabing [50].
1.2.2.4.  Skwalenoilacja

Skwalenoilacja to specyficzny proces koniugacji, w ktorym gemcytabina jest taczona
ze skwalenem — naturalnym zwigzkiem z klasy triterpenow, wystepujacym m.in. w oleju
z watroby rekina. Powstaty biokoniugat wykazuje znacznie wigksza oporno$¢ na
deaminacj¢ oraz silniejsze dziatanie antyproliferacyjne w poroéwnaniu z gemcytabing.
Koniugacja lekow z nos$nikami, takimi jak skwalen, moze poprawia¢ ich farmakokinetyke

oraz zwigkszaé ich selektywno$¢ wobec okreslonych tkanek lub komorek [51].
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1.2.3. Modyfikacje w pozycji C-5°

1.23.1. CP-4126

CP-4126 to ester gemcytabiny i kwasu elaidynowego. Ten lipofilowy prolek
gemcytabiny powstat poprzez koniugacje leku z kwasem thuszczowym. Lancuch boczny
sktada si¢ z 18 atomow wegla i1 jednego wigzania podwojnego w pozycji trans (kwas
elaidynowy) w 9 pozycji. Ze wzgledu na zmieniong strukture czgsteczkowa jest tatwo
wychwytywany przez komodrki nowotworowe, niezalezne od poziomu hENTI. Lek
w badaniach klinicznych I fazy w leczeniu nowotworow litych wykazal podobnag
toksyczno$¢é, co gemcytabina [52]. Aktualnie trwajg badania kliniczne fazy II
w zastosowaniu do leczenia nowotworu trzustki (CP4126-201: A phase Il study of CP-
4126 in patients with advanced pancreatic cancer). Badano roéwniez synergistyczne
dziatanie CP-4126 i innych lekow, takich jak docetaksel i oksaliplatyna [53].

1.2.3.2. NEO6002

NEOG6002 to nowy konjugat estrowy gemcytabiny zsyntezowany poprzez sprzezenie
gemcytabiny z eterowym analogiem kardiolipiny [54]. Badania nad NEO6002 wykazaty
cytotoksycznos¢ w stosunku do réznych typoéw linii nowotworowych, takich jak
nowotworu phuc, trzustki, piersi, jelita grubego i biataczki u myszy [55,56]. W badaniach
in vivo poréwnano dziata NEO6002 i Gemzar w leczeniu nowotworu trzustki oraz biataczki
opornej na gemcytabing. Wyniki wykazaty, ze NEO6002 wywierat lepsze dziatanie

cytotoksyczne 1 mniejsze skutki uboczne niz gemcytabina.
1.2.3.3.  Fosforylowana gemcytabina

Fosforylacja jest etapem ograniczajacym szybko$¢ aktywacji wielu lekow
przeciwnowotworowych i stanowi jeden z czynnikow utrudniajacych terapeutyczne
zastosowanie analogéw nukleozydow. Zastosowanie zmodyfikowanych prolekéw
nukleotydowych zawierajacych fosforanowa grupe ochronng doprowadzito do
selektywnego uwalniania monofosforylowanego analogu nukleozydu. Taka modyfikacja

gemcytabiny umozliwia uzyskanie 1) oporno$ci na degradacje chemiczng, (2) biernej
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dyfuzji przez blon¢ komodrkowa i (3) uwolnienia monofosforylowanego metabolitu,
niezaleznie od ekspresji kinazy. Proleki te ulegaja aktywacji wewnatrzkomorkowe;,
w wyniku ktérej powstaje niestabilny, posredni anion fosforamidytowy, po czym nastepuje
spontaniczna cyklizacja i rozszczepienie wigzania P—N przez wode oraz uwolnienie

monofosforanu nukleozydu [38].
1.2.3.4. Modyfikacje z wykorzystaniem D- i L-aminokwasow

Proleki gemcytabiny otrzymano poprzez jej sprzeganie z aminokwasami w konfiguracji
D i L, co miato na celu zwigkszenie stabilno$ci zwigzku. Oba proleki wykazywaly wyzsza
skuteczno$¢ niz gemcytabina w zwalczaniu komoérek nowotworu trzustki [57,58].
Podobnie, dipeptydowe proleki gemcytabiny charakteryzowaly si¢ lepsza aktywnoscia
antyproliferacyjng wobec tych komorek [59].

1.3. Proces zapalny

Zapalenie jest procesem fizjologicznym aktywowanym w wyniku uszkodzenia tkanki,
odpowiedzi na infekcje lub dziatania czynnikéw szkodliwych, takich jak toksyny oraz
autoimmunizacja. Gtownym celem powstajacego stanu zapalnego jest eliminacja czynnika
zapalnego — patogenu, a takze naprawa uszkodzonych tkanek oraz przywrocenie
homeostazy. Pierwszym etapem rozwijajacego si¢ stanu zapalnego jest aktywacja komorek
uktadu odpornosciowego wydzielajacych mediatory zapalne, ktdére pomagaja przyciagnac
neutrofile do miejsca zapalenia [60]. Chociaz procesy odpowiedzi zapalnej zaleza od
poczatkowego bodzca 1 jego lokalizacji w organizmie, wszystkie maja wspdlny
mechanizm, ktéory mozna podsumowac nastepujaco: 1) rozpoznanie czynnikdw
szkodliwych przez receptory wzorcow na powierzchni komorek; 2) aktywacja Sciezek
zapalnych; 3) uwolnienie markeréw zapalnych; 4) aktywacja lub pobudzenie komoérek

uktadu odpornosciowego [61].

Proces rozpoczyna si¢ od aktywacji komorek s$rodbtonka 1 wydzielenie
prozapalnych cytokin, co prowadzi do zwigkszenia przepuszczalnosci naczyn 1 utatwia
przejscie komoérek odpornosciowych do miejsca zakazenia. Cytokiny chemotaktyczne
(chemokiny) wptywaja na migracje komoérek ukladu immunologicznego do miejsca
tworzacego si¢ stanu zapalnego [62]. Neutrofile odgrywajg kluczowg role we wczesnej

odpowiedzi zapalnej 1 fagocytowaniu czynnikow szkodliwych. Aktywacja neutrofili jest
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czteroetapowa i zachodzi za posrednictwem L-, P- i E-selektyny 8, co prowadzi do toczenia
si¢ komorek wzdluz $rédbtonka naczyniowego i aktywacji integryn [64]. Nastepnie
aktywowane sg monocyty, limfocyty (komorki NK, limfocyty T i B) i komorki tuczne.
Monocyty moga réznicowaé si¢ w makrofagi i komoérki dendrytyczne. Sa odpowiedzialne
za produkcje czynnikow wzrostu i1 cytokin w kolejnych etapach rozwijajacego si¢ stanu

zapalnego, w odpowiedzi na chemotaksje do uszkodzonych tkanek [61].

Odpowiedz zapalna jest samoograniczajaca, a jej czas trwania jest regulowany
przez kontrolowang produkcje mediatoréw, podczas ktoérej stezenie chemokin ulega
rozcienczeniu w czasie. Krazace biate krwinki ostatecznie nie reagujg na ich stezenie [65].
Jesli odpowiedz zapalna trwa zbyt dlugo, moze przejs¢ w stan zapalny przewlekly,
charakteryzujacy si¢ obecnos$cig limfocytow i makrofagéw o nieprawidtowej morfologii,
ktore stale wydzielaja czynniki wzrostu 1 cytokiny. Ciagla produkcja mediatorow
zapalnych moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek oraz DNA i tym samym sprzyja
powstawaniu mikro$rodowiska, ktore promuje proliferacj¢ komorek i predysponuje do

rozwoju nowotworéw [66].

1.3.1. Niesteroidowe leki przeciwzapalne

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) sa najczgéciej stosowang grupa
farmaceutykow na calym S$wiecie |1 powszechnie znane ze swojego dzialania
przeciwzapalnego, ktore wynika z hamowania syntezy prostaglandyn poprzez blokowanie
enzymu cyklooksygenazy (COX) [67]. W literaturze naukowej opisano wiele przypadkow
korzystnego wptywu NLPZ w profilaktyce choréb nowotworowych, miedzy innymi
w nowotworach jelita grubego [68-73], watroby [74,75], trzustki [76,77], jajnika [78-80],
piersi [81-83], prostaty [84-86], tarczycy [87], skory [88], glowy i szyi [89]. Dobrze
udokumentowane dziatanie przeciwzapalne NLPZ sprawia, Ze rozwaza si¢ je nie tylko jako
srodki profilaktyczne, ale takze potencjalne elementy terapii przeciwnowotworowej [90],
co opisano w Tabeli 1. Oprocz redukcji stanu zapalnego, NLPZ moga wykazywac rowniez

inne mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego, takie jak indukcja apoptozy,

8 Selektyny — glikoproteiny nalezace do grupy biatek adhezyjnych. Odgrywaja role w odpowiedziach
immunologicznych i zapalnych oraz gojeniu si¢ ran poprzez posredniczenie w procesie adhezji komorek
hematopoetycznych i nowotworowych do komoérek $rdédbtonka, leukocytow i ptytek krwi. Wyrdznia si¢ trzy
podrodziny selektyn: leukocytarng (L)-selektyne, ptytkowg (P)-selektyne i $rodbtonkowg (E)-selektyne [63].
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hamowanie angiogenezy, czy modulacja odpowiedzi immunologicznej. Wsrod
kluczowych celéw molekularnych terapii przeciwnowotworowej z uzyciem NLPZ
wymienia si¢ COX, NF-kB, cytokiny i chemokiny wraz z ich receptorami, czynnik wzrostu
fibroblastow (FGF) oraz czynnik wzrostu $rodbtonka naczyn (VEGF) [64]. W ostatnich
dekadach wykazano nadekspresjc COX w wielu typach nowotworow, miedzy innymi
w raku trzustki, prostaty, szyjki macicy, piersi, pluc i jelita grubego. Zwickszona aktywnos¢
COX wigze si¢ ze stymulacja angiogenezy, ktora odgrywa kluczowa role w procesie
tworzenia przerzutow [91]. Hamowanie COX przez NLPZ przyczynilo si¢ do wzrostu ich
popularno$ci w kontek$cie chemioprewencji nowotworow, ze wzgledu na $cisty zwigzek
migdzy przewleklym stanem zapalnym a mikrosrodowiskiem nowotworowym. Enzym
COX wystepuje w dwoch glownych izoformach: COX-1 i COX-2. COX-1 jest
konstytutywnie obecny w wigkszosci tkanek ssaczych 1 odpowiada za szereg
fizjologicznych procesow, takich jak ochrona btony §luzowej przewodu pokarmowego oraz
funkcje ptytek krwi. Natomiast COX-2 ulega ekspresji gtéwnie w odpowiedzi na bodzce
zapalne w komoérkach nabtonkowych, §rodbtonkowych i makrofagach [91]. Nadekspresja
COX-2 zostata stwierdzona w nowotworach ptuc, piersi, przetyku, pecherza moczowego,
prostaty oraz trzustki. Nie jest ona jedynie skutkiem rozwoju nowotworu, lecz aktywnie
przyczynia si¢ do jego progresji oraz opornosci na chemioterapi¢ 1 radioterapig.
Dodatkowo, enzym ten moze by¢ wydzielany przez CAF, makrofagi typu M2 oraz komorki
nowotworowe obecne w mikrosrodowisku nowotworowym [92]. NLPZ, jako inhibitory
COX, stanowig obiecujaca klas¢ lekow przeciwnowotworowych. Wykazano, Zze produkty
aktywnosci COX takie, jak prostaglandyna E2 (PGE2), biorg udzial w rozwoju
nowotworow [92]. Nadekspresja PGE2 zostala zaobserwowana w wielu rodzajach
komorek nowotworowych, w tym takze w przypadku nowotworu trzustki, 1 wigze si¢ ze
stymulacjg ich proliferacji [64,92,93]. Zarowno COX-1, jak i COX-2 biorg udziat w
syntezie prostaglandyn. Produkty COX-1 petnig funkcje fizjologiczne, natomiast produkty
COX-2, takie jak prostaglandyny, uczestniczg w procesach zapalnych i bélowych [94]. Te
réznice funkcjonalne pozwalajg zrozumie¢ zroznicowane dziatanie terapeutyczne

1 wystepowanie dziatan niepozadanych poszczeg6lnych NLPZ.
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Lek Efekt Odniesienie

Kwas Aktywacja szlaku sygnalizacyjnego NF-kB w komorkach raka jelita [95]
acetylosalicylowy grubego
Aktywacja szlakow apoptotycznych w komorkach neuroblastomy poprzez [96]

hamowanie funkcji proteasomu

Aktywacja szlakéw sygnalizacyjnych kaspazy8/Bid oraz Bax w raku [97]
zotadka

piersi, jelita grubego, przetyku, ptuc

Dziatanie profilaktyczne w przypadku raka p¢cherza moczowego, raka [69,71,72,98-101]

Kolekoksyb Dziatanie profilaktyczne oraz aktywacja szlakow apoptotycznych w [102-110]
przypadku raka pgcherza moczowego, piersi, szyjki macicy, jelita grubego,

ptuc, w neuroblastomie, raku prostaty

Deksametazon Indukowana $mier¢ komorek w szpiczaku mnogim posredniczona przez [111]

ekspresje miR-125b

Dziatanie profilaktyczne w przypadku raka piersi, odbytnicy, szpiczaka [112-114]
mnogiego
Flurbiprofen Zahamowanie proliferacji komdrek nowotworu tarczycy, jelita grubego, [87,115-117]
piersi
Ibuprofen Zahamowana aktywacja jadrowej B-kateniny w ludzkich gruczolakach [118]
jelita grubego
Dzialanie profilaktyczne w przypadku raka piersi, jelita grubego, [73,77,98]
nowotworu trzustki
Piroksykam Dziatanie profilaktyczne oraz proapoptotyczne w przypadku raka jelita [119-121]
grubego i piersi

Sulindac Indukowana aktywacja szlaku NF-kB w komorkach raka jelita grubego [122]

Dziatanie profilaktyczne w przypadku raka piersi [123,124]

Tabela 1. Dzialanie profilaktyczne i przeciwnowotworowe wybranych lekow przeciwzapalnych.
Opracowanie wlasne na podstawie [64,125].

1.3.2. Klasyfikacja niesteroidowych lekow przeciwzapalnych

NLPZ obejmuja duza klase lekow o ogromnej réznorodno$ci strukturalnej
1 funkcjonalnej. Sa to glownie slabe kwasy organiczne (sktadajace si¢ z fragmentu
kwasowego wraz z aromatyczng grupg funkcyjng). NLPZ porzadkowano na podstawie ich
wlasciwosci chemicznych, przy czym wigkszo$¢ popularnych NLPZ klasyfikowano
glownie jako pochodne kwasu salicylowego, kwasu octowego, kwasu enolowego, kwasu
antranilowego lub kwasu propionowego. Jednak wraz z postepem nauki, klasyfikacja
zostala rozszerzona o zdolnos¢ i selektywnos¢ NLPZ do inhibicji enzymow

cyklooksygenazy/syntazy prostaglandyn-endoperoksydu (ang. prostaglandin-

22



endoperoxide synthase, PGHS), ktore sa gtownymi celami biologicznymi tych lekow.
Z kolei trzecia forma klasyfikacji bierze pod uwage biodost¢pnos¢ NLPZ w surowicy, co

odpowiada farmakokinetycznym aspektom dziatania NLPZ [126].

Na podstawie struktury chemicznej NLPZ mozna podzieli¢ na salicylany, pochodne
kwasu arylowego i heteroarylooctowego, pochodne kwasu indolo- oraz indenooctowego,
antranilany i oksykamy (kwasy enolowe) (Rysunek 3.) [127]. Ogolna struktura NLPZ
sktada si¢ z fragmentu kwasowego (kwas karboksylowy, enol) przytaczonego do
aromatycznej grupy funkcyjnej. Salicylany byty pierwszymi zidentyfikowanymi NLPZ po
ekstrakcji kwasu salicylowego z kory wierzby i sg to pochodne kwasu 2-
hydroksybenzoesowego (kwasu salicylowego) [128]. Poczatkowo kwas salicylowy byt
stosowany w medycynie w postaci soli sodowej; po6zniej zwigzek ten zostal zastapiony
przez jego acetylowang pochodnag — kwas acetylosalicylowy. Po salicylanach, pochodne
kwasu octowego, arylowego lub heteroarylowego stanowig kolejng wazng klase NLPZ.
Ibuprofen, fenoprofen, naproksen, ketoprofen, flurbiprofen i oksaprozyna to
najpopularniejsze  przyktady pochodnych kwasu octowego, arylowego lub
heteroarylowego. Kolejng grupe stanowia pochodne kwasu indolowego lub
indenooctowego, ktora obejmuje srodki przeciwbolowe, takie jak indometacyng i sulindak.
Nastepnie, antranilany, ktore sag pochodnymi kwasu antranilowego podstawionymi grupa
N-arylowg. Diklofenak, pochodna kwasu 2-arylooctowego, jest najszerzej stosowanym
antranilanowym NLPZ wystepujacym w roznych formulacjach, w tym tabletkach
przeciwbolowych, zastrzykach, masciach miejscowych i szybko dziatajacych sprayach. Do
klasy tej zaliczamy takze kwas mefenaminowy i meklofenamowy. Oksykamy, w sktad
ktorych wchodza gtownie piroksykam oraz meloksykam, stanowig ostatnig strukturalng
kategori¢ NLPZ, i charakteryzuja si¢ obecnoscig heterocyklu 4-hydroksybenzotiazyny.
Oprocz klasyfikacji strukturalnej, NLPZ zostaty réwniez sklasyfikowane na podstawie ich

aktywnos$ci hamujacej specyficznej dla PGHS, a takze okresu pottrwania w surowicy [126].

NLPZ mozna takze klasyfikowa¢ m.in. na podstawie kinetyki ich oddzialywania
z izoformami COX: odwracalne (np. ibuprofen, piroksykam), wolno odwracalne (np.
diklofenak, indometacyna, celekoksyb) oraz nieodwracalne (np. kwas acetylosalicylowy).
Innym kryterium klasyfikacyjnym jest ich selektywnos$¢ wzgledem COX-1 lub COX-2 in
vitro (Tabela 2.) [129].
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Selektywnos¢ wzgledem COX-1/COX-2

Niesteroidowy lek przeciwzapalny

Selektywne inhibitory COX-1

Kwas acetylosalicylowy w niskich dawkach

Nieselektywne inhibitory COX

Kwas acetylosalicylowy w wysokich dawkach

Diklofenak

Ibuprofen

Ketoprofen

Flurbiprofen

Indometacyna

Piroksykam

Naproksen

Niskoselektywne inhibitory COX-2

Nimesulid

Etodolak

Meloksykam

Nabumeton

Selektywne inhibitory COX-2

Celekoksyb

Etorkoksyb

Tabela 2. Klasyfikacja wybranych niesteroidowych lekow przeciwzapalnych ze wzgledu na ich selektywnosé

wzgledem COX-1 i COX-2. Opracowanie wlasne na podstawie [126].
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1.4. Kombinacja gemcytabiny i NLPZ w leczeniu nowotworow

Dziatanie prewencyjne i terapeutyczne NLPZ, jak wspomniano wczesniej, zostalo
przebadane w réznych rodzajach nowotworéow. Oprocz dobrze znanych wiasciwosci
przeciwzapalnych, NLPZ wykazujg rowniez dziatanie przeciwnowotworowe, obejmujace
m.in. zdolno$¢ do indukowania apoptozy, hamowania angiogenezy oraz wzmacniania
odpowiedzi immunologicznej. W praktyce, najczgstszymi celami terapeutycznymi
w leczeniu stanéw zapalnych sa enzymy cyklooksygenazy, czynnik transkrypcyjny NF-kB,
cytokiny i chemokiny, czynniki wzrostu fibroblastow oraz naczyniowo-$rédbtonkowe
czynniki wzrostu [64,91-93,125,129]. Nalezy podkresli¢, ze nadekspresjc COX
odnotowano w wielu rodzajach nowotworéw, takich jak nowotwor trzustki, prostaty, szyjki
macicy, piersi, pluc oraz jelita grubego. Co istotne, nadekspresja COX pobudza
angiogeneze, ktora jest kluczowym procesem sprzyjajacym powstawaniu przerzutow [91].
Kombinacja gemcytabiny i NLPZ w terapii skojarzonej jest obecnie intensywnie badana
jako potencjalna strategia zwigkszajaca skuteczno$¢ leczenia nowotwordw. Potaczenie
tych lekow moze nasili¢ cytotoksyczne dzialanie gemcytabiny poprzez redukcje
towarzyszacego nowotworowi stanu zapalnego. Takie podejscie terapeutyczne moze

stanowi¢ atrakcyjng alternatywe dla klasycznej monoterapii przeciwnowotworowe;j.

Zaktada si¢ rowniez, ze potagczenie NLPZ 1 gemcytabiny moze wywotywac efekt
synergistyczny, co przektada si¢ na poprawg ogoélnej skutecznoscei terapii. Warto zauwazyc,
ze kwas acetylosalicylowy hamuje proliferacje komorek nowotworowych trzustki
opornych na gemcytabing oraz zwigksza cytotoksyczno$s¢ samej gemcytabiny.
Udowodniono, ze samodzielnie stosowany kwas acetylosalicylowy istotnie hamuje wzrost
komorek nowotworowych trzustki linii  PANC-1, powodujac zatrzymanie cyklu
komorkowego w fazie G1 [130]. Ponadto wykazano, ze zastosowanie go w polaczeniu
z gemcytabing zwickszato dziatanie przeciwnowotworowe oraz efekt proapoptotyczny
wobec tych komoérek. Sam kwas acetylosalicylowy nie indukuje apoptozy, jednak hamuje
aktywacje szlaku sygnalizacyjnego GSK-3f i ekspresje jego docelowych gendéw (m.in.
cykliny D1 i Bcl-2), ktore odpowiadajg za proliferacje, przezycie oraz chemioopornos¢
komorek nowotworowych trzustki (efekt ten zaobserwowano réwniez w przypadku linii
Capan-1). Wykazano, ze niskie dawki aspiryny w potaczeniu z gemcytabing istotnie
ograniczaja proliferacje i migracj¢ komorek, zwickszaja apoptoze, ekspresje E-kadheryny

oraz hamuja ekspresj¢ wimentyny w poréwnaniu do samej gemcytabiny [131]. Porownujac
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terapi¢ skojarzong (kwas acetylosalicylowy + gemcytabina) do monoterapii, odnotowano
wyrazne obnizenie aktywacji szlaku PI3K/AKT/mTOR w komorkach nowotworowych
trzustki linii SW1990 i BXPC-3. Korzystne dzialanie z gemcytabing potwierdzono rowniez
w polaczeniu z celekoksybem w zaawansowanych badaniach przedklinicznych oraz

klinicznych, wskazujacych na skuteczno$¢ terapii wielolekowej [125,132-134].

Nowatorska koncepcja jest takze bezposrednie taczenie gemcytabiny
z flurbiprofenem. Wptyw flurbiprofenu na komoérki nowotworowe opisano w pracach,
gdzie stosowano go w leczeniu raka tarczycy [87], jelita grubego [115], a takze raka piersi
[135,136]. W 2024 roku, Cerviiio i in. zbadali skutecznos¢ przeciwnowotworowa szesnastu
NLPZ i ich =zdolno$¢ do hamowania transportu cyklicznego adenozyno-3',5'-
monofosforanu (ang. cyclic adenosine monophosphate, cAMP) przez transporter biatkowy
MRP4 (ang. multidrug resistance-associated protein 4) w dwoch liniach komérkowych
nowotworu trzustki BXPC3 oraz PANC-1 [116]. Wyniki ich badan potwierdzajg, ze
flurbiprofen wykazuje najsilniejsze dziatanie antyproliferacyjne i antymigracyjne wsrod
analizowanych NLPZ. Co wigcej, opisano rowniez zjawisko uwrazliwienia komorek raka
trzustki na dziatanie gemcytabiny pod wptywem flurbiprofenu. Wykazano takze,
ze leczenie ketorolakiem, diklofenakiem, fenylobutazonem, indometacyng, karprofenem,
ibuprofenem 1 flurbiprofenem w stezeniu 100 uM znaczaco zmniejszyto pozakomodrkowe
poziomy cAMP, jednocze$nie zwigkszajac wewnatrzkomorkowe poziomy CAMP.
Natomiast flurbiprofen zostat opisany jako najsilniejszy inhibitor cAMP w komorkach
nowotworowych trzustki, co prowadzito do zahamowania proliferacji, migracji oraz

uwrazliwienia komorek na leczenie gemcytabing.
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1.5. Metody syntezy 4-(N)- oraz C-5’-podstawionych pochodnych
gemcytabiny

Modyfikacja struktury chemicznej gemcytabiny zaklada wprowadzenie do jej
struktury chemicznej znanych pochodnych profenowych w pozycji (N)-4 oraz C-5°
czasteczki uzyskujac nowe pochodne estrowych 1 amidowe. Koncepcja ta zrodzita si¢
w oparciu o warunki panujagce w Srodowisku nowotworowym, ktore jest powigzane
z powstawaniem przewlektego stanu zapalnego oraz nadekspresja receptorow COX-2.
Potaczenie  wiasciwos$ci  przeciwnowotworowych — gemcytabiny z  aktywnoscig
przeciwzapalng NLPZ moze skutkowa¢ jednoczesnym oddziatywaniem proleku na kilka
kluczowych mechanizméw wspierajacych rozwdj nowotworu takich, jak proliferacja,
angiogeneza, opornos¢ na apoptoze oraz immunosupresja. Co wigcej, ze wzgledu na
dolegliwosci bolowe, ktore czgsto pojawiaja si¢ u pacjentow jako skutki uboczne terapii,
a takze proces zapalny zachodzacy w trakcie choroby, uzyteczne byloby wprowadzenie
leku przeciwzapalnego i przeciwbdlowego razem ze srodkiem chemioterapeutycznym. Tak

wiec wybrano profeny jako grupe NLPZ przeznaczong do funkcjonalizacji gemcytabiny.

Nowe pochodne

amidowe
Nowe pochodne ITH; il

estrowe \
o 1
HO—

HsC OH F

CHg

Przyktadowy NLPZ Gemcytabina

CH, N—
LYY L ~2

" N CH, CHy \/&
\\S/\‘gF CHs 0 F

Pochodna amidowa Pochodna estrowa
gemcytabiny gemcytabiny

Rysunek 4. Schemat modyfikacji gemcytabiny z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi.
Opracowanie wlasne.
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Synteza koniugatéw NLPZ 1 gemcytabiny stanowi obiecujgcg strategi¢ rozwoju
nowych zwigzkow o potencjalnie synergistycznym dzialaniu terapeutycznym. Polaczenie
wlasciwosci  cytotoksycznych  gemcytabiny z  dzialaniem  przeciwzapalnym
1 proapoptotycznym niektorych NLPZ moze prowadzi¢ do powstania czasteczek
o zwigkszonej selektywnosci wzgledem komoérek nowotworowych, obnizonej
toksycznos$ci systemowej oraz zdolnosci do przezwyci¢zania mechanizmoéw opornosci

NOWOtwWoOrow.

1.5.1. Synteza 4-(N)-podstawionych pochodnych gemcytabiny

Jedna z najprostszych i najczgsciej stosowanych metod syntezy amidow jest
wykorzystanie  chlorkow kwasowych jako aktywnych pochodnych kwaséw
karboksylowych. Chlorki kwasowe to zwigzki, w ktorych grupa hydroksylowa zostata
zastgpiona przez atom chloru. Dzicki swojej wysokiej reaktywnosci sg powszechnie
wykorzystywane w reakcjach sprzggania. Jednym ze sposobdw otrzymywania chlorku
kwasowego jest reakcja NLPZ z chlorkiem tionylu (SOCL), ktéra pozwala na aktywacje¢
grupy karboksylowej bez znaczacej degradacji czasteczki macierzystej (Rysunek 5.).

o} OH 0 Cl
socl, T, v
H,;C o HsC 0
T \H/
o o}

Rysunek 5. Synteza chlorku kwasowego kwasu acetylosalicylowego za pomocq chlorku tionylu.
Opracowanie wlasne.

Chlorki kwasowe moga reagowa¢ zaréwno z grupami hydroksylowymi, jak
1 aminowymi. W zwigzku z tym, podczas syntezy amidéw z gemcytabing konieczne jest
wczesniejsze zabezpieczenie grup hydroksylowych obecnych w jej strukturze, zwlaszcza
tych w pozycji C-5’- oraz C-3-cukrowej reszty deoksyrybozy. Ich obecno$¢ moze
prowadzi¢ do niepozadanych reakcji ubocznych, ktore utrudniajg uzyskanie selektywnych

pochodnych amidowych 4-(N) gemcytabiny.

1.5.2. Metody zabezpieczenia grup hydroksylowych gemcytabiny

W celu zabezpieczenia grup hydroksylowych stosuje si¢ réznorodne grupy

ochronne, ktére moga by¢ selektywnie wprowadzane i usuwane w odpowiednich
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warunkach  reakcyjnych. Do  najczgsciej  wykorzystywanych  nalezg:  tert-
butylodimetylosilil (TBS), trimetylosilil (TMS), grupa metylowa (Me), benzylowa (Bn)
oraz acetylowa (Ac). Wyboér odpowiedniej grupy zabezpieczajacej zalezy od wielu
czynnikow, takich jak kompatybilno$¢ chemiczna z innymi funkcjonalno$ciami
w czasteczce, tatwos¢ jej wprowadzenia 1 usuwania, a takze stabilnos¢ w warunkach
reakcyjnych. W przypadku gemcytabiny, ktora posiada dwie sasiadujgce grupy
hydroksylowe, szczeg6lnie efektywna strategia ochrony jest zastosowanie chlorku 1,3-
dichloro-1,1,3,3-tetraizopropylodisiloksanu  (TIPDSiCl.). Reagent ten umozliwia
jednoczesne, selektywne zabezpieczenie obu grup hydroksylowych w pozycjach 3°-1 5°,
tworzac stabilny uktad cykliczny z reszta cukrowg nukleozydu (Rysunek 6.) [137]. Dzigki
temu mozliwa jest dalsza modyfikacja w pozycji 4-(N), bez ryzyka niepozadanych reakcji
z grupami hydroksylowymi. Zastosowanie tej strategii pozwala na precyzyjne prowadzenie
wieloetapowej syntezy koniugatow NLPZ-gemcytabina, co ma kluczowe znaczenie dla
uzyskania strukturalnie zdefiniowanych i farmakologicznie aktywnych zwigzkéw

0 potencjalnym zastosowaniu w terapii nowotworowej [138].
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Rysunek 6. Synteza 4-(N)-podstawionej pochodnej gemcytabiny z NLPZ z zastosowaniem TIPDSICl: jako
grupy zabezpieczajacej grupy hydroksylowe przy 3-C’ oraz 5-C’. Opracowanie wlasne na podstawie [138].

1.5.3. Zastosowanie Srodkow sieciujacych

Srodki koniugujace o zerowej dlugosci lancucha (ang. zero-length crosslinkers) to
zwigzki chemiczne umozliwiajace bezposrednie tworzenie kowalencyjnych wigzan miedzy
dwiema (lub wigcej) czasteczkami, bez wprowadzania dodatkowego lacznika pomiedzy
nimi. Dzialaja one poprzez aktywacj¢ jednej z grup funkcyjnych — najczesdciej
karboksylowej lub aminowej — w celu wytworzenia wysoko reaktywnego posrednika, ktory
nastepnie reaguje z druga grupa funkcyjng, prowadzac do powstania stabilnego wigzania
kowalencyjnego (np. amidowego lub estrowego) [139]. Srodki te nie wprowadzaja zadnych

dodatkowych atoméw pomigdzy sprzegane czasteczki, stad okre$lane sg jako $rodki
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o0 ,,zerowej dtugosci”. W niektorych przypadkach mogg by¢ roéwniez wykorzystywane jako
katalizatory lub odczynniki transformujace stabilizujgce posrednie, nietrwate kompleksy
reaktywne. Strategie sprzegania sg szeroko wykorzystywane w chemii organicznej, chemii
lekéw 1 inzynierii bialek, szczegdlnie w syntezie biokoniugatow, np. w celu potaczenia

lekow z nosnikami, przeciwciatami, peptydami lub powierzchniami biomateriatow [140].

Przyktadowe $rodki koniugujace o zerowej dlugosci to:

e DCC (N,N'-dicykloheksylokarbodiimid) — klasyczny odczynnik do tworzenia
wigzan amidowych i estrowych,

e EDC (1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid) — rozpuszczalny
W wodzie, czesto stosowany z HOBt lub NHS,

e CDI (karbonyldiimidazol) — umozliwia tworzenie aktywowanych pochodnych
karboksylowych (np. acylimidazoli),

e NHS (N-hydroksysukcynimid) i jego pochodne — stabilizujg posrednie estry,
poprawiajac wydajnos¢ reakcji amidacji,

e HOBt (1-hydroksybenzotriazol) — czesto stosowany jako dodatek

zapobiegajacy epimeryzacji i zwigkszajacy reaktywnos¢.

Zastosowanie srodkow sieciujacych o zerowej dtugosci pozwala na uzyskanie
stabilnych produktow koniugacji bez obecnosci zbednych grup taczacych, co jest
szczegoOlnie istotne w projektowaniu czasteczek bioaktywnych o precyzyjnie

kontrolowanej strukturze (Tabela 3.).

1.5.4. Synteza C-5’- podstawionych pochodnych gemcytabiny
15.4.1. Zastosowanie DCC jako srodka sprzegajgcego

W literaturze opisamo jak dotad jeden przyklad syntezy koniugatow gemcytabiny
z NLPZ, obejmujacy pochodne diklofenaku oraz indometacyny [141]. Autorzy tej pracy
zaproponowali zastosowanie reakcji estryfikacji Steglicha, wykorzystujacej sprzeganie
karbodiimidowe jako efektywna metod¢ tworzenia wigzania estrowego miedzy grupa
hydroksylowg gemcytabiny a aktywowang grupa karboksylowg NLPZ. W procesie tym
zastosowano dicykloheksylokarbodiimid (DCC) jako s$rodek sprzegajacy oraz 4-
dimetyloaminopirydyn¢ (DMAP) jako katalizator nukleofilowy (Rysunek 7.).
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Rysunek 7. Synteza 5-C’-podstawionej pochodnej gemcytabiny 7 przyktadowym NLPZ (ibuprofenem)
w reakcji Steglicha. Opracowanie wiasne na podstawie [141].

Estryfikacja Steglicha, mimo Ze czgsto stosowana w chemii peptydéw i syntezie
estrow, wymaga odpowiedniego ukierunkowania reaktywnosci grup funkcyjnych
obecnych w reagujacych czasteczkach. W tym przypadku kluczowe jest zmniejszenie
reaktywnosci nukleofilowej grupy aminowej gemcytabiny, ktora w naturalnych warunkach
preferencyjnie reaguje z aktywowanymi grupami karboksylowymi, prowadzac do
tworzenia wigzan amidowych. Aby temu zapobiec, wykorzystuje si¢ forme soli —
chlorowodrek gemcytabiny, co pozwala na znaczne ograniczenie dostgpnosci grupy
aminowej do reakcji chemicznych. W tych warunkach bardziej reaktywna
funkcjonalno$cig staje si¢ grupa hydroksylowa, ktéora moze efektywnie reagowac
z aktywowanym NLPZ, prowadzac do powstania wigzania estrowego. Zgodnie z opisem
metody opracowanej przez Shaheeda i in. [141], w pierwszym etapie reakcji
przygotowywany jest roztwor NLPZ oraz DCC w chloroformie, mieszany przez 1 godzing
w temperaturze pokojowej (roztwor A). Roéwnolegle przygotowuje si¢ roztwor
chlorowodorku gemcytabiny i DMAP w dimetyloformamidzie (DMF, roztwér B).
Naste¢pnie obydwa roztwory taczy sie i prowadzi reakcje przez 48 godzin w temperaturze
pokojowej z cigglym mieszaniem. W wyniku reakcji powstaje ester NLPZ-gemcytabiny,
a produktem ubocznym jest nierozpuszczalny w wodzie dicykloheksylomocznik (DCU),
ktory nalezy usuna¢ w procesie oczyszczania. Mechanizm reakcji rozpoczyna si¢ od
addycji DCC do grupy karboksylowej NLPZ, co prowadzi do utworzenia przejsciowego
pochodnego O-acyloizomocznika. Zwigzek ten jest wysoce reaktywny i ulega dalszej
transformacji w obecno$ci DMAP, ktory dziala jako katalizator nukleofilowy. DMAP
promuje powstawanie acylowanych zwigzkéw posrednich i utatwia transfer grupy
acylowej na grupe hydroksylowa gemcytabiny, prowadzac do powstania wigzania
estrowego. Warto zauwazy¢, ze niepozadanym, konkurencyjnym procesem jest
spontaniczne  przegrupowanie  O-acyloizomocznika  do  nieaktywnego  N-

acyloizomocznika, co obniza wydajnos¢ reakcji.
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DCC jest jednym z najczgsciej wykorzystywanych Srodkéw sprzegajacych
w syntezie organicznej, szczegolnie w reakcjach estryfikacji 1 amidacji. Jego zaletg jest
wysoka skuteczno$¢ aktywacji grup karboksylowych, natomiast wadg powstawanie trudno
rozpuszczalnego produktu ubocznego (DCU), ktoéry musi zosta¢ doktadnie oddzielony od
produktu koncowego. W opisanej metodzie Shaheeda i1 in. uzyskano produkty
z wydajnoscig w zakresie 58-61%, co stanowi dobry punkt wyjscia do dalszych

modyfikacji tej strategii syntezy w przypadku innych NLPZ oraz ich pochodnych.
15.4.2. Zastosowanie EDC jako srodka sprzegajgcego

Inng potencjalnie efektywna metoda syntezy koniugatow gemcytabiny z NLPZ jest
wykorzystanie chlorowodorku 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
(EDC-HCI, EDCI) jako $rodka sprzggajacego (Rysunek 8.) [58]. EDC to najczesSciej
stosowany karbodiimid w chemii biomolekularnej, ze wzgledu na swoja wysoka
skuteczno$¢ w aktywacji grup karboksylowych i dobrg kompatybilno$¢ z wodnym oraz
organicznym srodowiskiem reakcji. EDC, w odr6znieniu od DCC, tworzy produkt uboczny
— N,N'-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)ure¢ (EDU) — ktory jest rozpuszczalny w wodzie,
co znacznie utatwia oczyszczanie produktu koncowego (np. poprzez dialize, ekstrakcje lub
filtracje zelowa). W reakcji sprzegania EDC reaguje z grupg karboksylowa NLPZ, tworzac
aktywny posredni kompleks O-acylomocznika, ktory moze zosta¢ zaatakowany przez
nukleofil, np. grupe hydroksylowa gemcytabiny, prowadzac do utworzenia wigzania
estrowego. Reakcje mozna rowniez ukierunkowaé w strone amidacji, jezeli grupy aminowe
sa dostepne. Aby zwiekszy¢ efektywnos¢ 1 selektywno$¢ reakceji sprzggania, do uktadu
reakcyjnego czesto dodaje si¢ aktywatory karboksylowe, takie jak 1-hydroksybenzotriazol
(HOBLt) lub N-hydroksysukcynimid (HOSu). Dziataja one jako dodatki stabilizujace,
tworzac bardziej reaktywne i dtuzej Zyjace posrednie estry aktywowane (np. estry HOB),
co ogranicza ryzyko epimeryzacji 1 przeksztatcen niepozadanych zachodzacych podczas
reakcji z udzialem karbodiimidow. Dodatkowo, obecnos¢ HOBt lub HOSu poprawia
rozpuszczalnos$¢ substratow, zwigksza wydajno$¢ sprzggania oraz ogranicza powstawanie

produktow ubocznych.

Zaleta metody z wykorzystaniem EDC jest jej duza wszechstronno$¢ i tagodne
warunki reakcji, co czyni jg szczegdlnie atrakcyjng w przypadku czasteczek wrazliwych na

temperature lub silne odczynniki chemiczne (np. nukleozydy). W kontekscie syntezy
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koniugatow gemcytabiny z NLPZ, zastosowanie gemcytabiny w formie chlorowodorku
pozwala na zablokowanie reaktywnos$ci grupy aminowej, co kieruje reakcje w strong
preferowanej estryfikacji z udziatem grupy hydroksylowej. To podej$cie moze prowadzié
do uzyskania selektywnych pochodnych estrowych, o potencjalnie zmodyfikowanych

wiasciwosciach farmakokinetycznych i biologicznych.
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Rysunek 8. Synteza 4-(N)-podstawionej pochodnej gemcytabiny 7 przyktadowym NLPZ (ibuprofenem) przy
uzyciu srodka sprzegajgcego EDCI oraz HOBt jako katalizatora reakcji. Opracowanie wlasne na podstawie
[58].

2.5.4.3. Zastosowanie CDI jako srodka sprzegajqcego

Kolejna metoda otrzymywania koniugatow gemcytabiny z NLPZ, umozliwiajaca
uniknigcie powstawania trudno usuwalnych produktéw ubocznych, jest zastosowanie
karbonyldiimidazolu (CDI) jako $rodka aktywujacego grupy karboksylowe [142]. CDI jest
zwigzkiem szeroko stosowanym w syntezie organicznej, szczegolnie w reakcjach amidacji
1 estryfikacji, dzieki swojej wysokiej reaktywnosci wobec nukleofili oraz korzystnemu
profilowi czystosci reakcji. W pierwszym etapie mechanizmu CDI reaguje z grupa
karboksylowa NLPZ, prowadzac do powstania reaktywnego posredniego acylimidazolu,
ktéry nastgpnie moze reagowac z odpowiednig grupg nukleofilowa. W przeciwienstwie do
metod opartych na DCC, reakcja nie generuje nierozpuszczalnych osadow, a produktem
ubocznym jest imidazol. Sprzeganie z uzyciem CDI wymaga zachowania bezwodnych
warunkow reakcji — CDI jest wrazliwy na obecnos¢ wody, ktora moze prowadzi¢ do jego
hydrolizy i1 dezaktywacji. Dlatego reakcje z jego udzialem najcze¢$ciej prowadzi si¢

w bezwodnych rozpuszczalnikach.

Metoda ta jest szczegdlnie przydatna w przypadkach, gdy zalezy nam na uniknigciu
powstawania ucigzliwych produktéw ubocznych, a takze wtedy, gdy stosuje si¢ wrazliwe
substraty, takie jak nukleozydy i ich pochodne. CDI moze rowniez reagowaé z wolnymi

grupami aminowymi, dlatego (podobnie jak w przypadku DCC) pozadane jest
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zabezpieczenie grupy aminowej gemcytabiny (np. przez uzycie chlorowodorku), aby
promowaé reakcje estryfikacji zamiast amidacji. Metoda sprzegania z CDI stanowi
efektywna alternatywe dla klasycznego sprzggania z uzyciem DCC lub EDC, zwlaszcza
w przypadku trudnych do oczyszczenia produktow lub wtedy, gdy wymagane sa warunki

bezwodne 1 wysoka czysto$¢ produktu koncowego.

Metoda Srodek aktywujacy Katalizator Produkt uboczny
Synteza Steglicha DCC DMAP DCU
EDC EDC-HC1 DMAP lub HOBt EDU
CDI CDI - Imidazol

Tabela 3. Wybrane srodki sprzegajqce i ich katalizatory orvaz produkty uboczne. Opracowanie wilasne.
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1.6. Komorki macierzyste

Komorki macierzyste to niewyspecjalizowane komorki pierwotne, ktore
charakteryzuja si¢ zdolno$cig do samoodnowy oraz roznicowania w jeden lub wigcej typow
komorek dojrzatych. U ssakow mozna wyrdzni¢ dwa typy komorek macierzystych:
embrionalne 1 doroste. Embrionalne komorki macierzyste pozyskiwane sg z wewnetrznej
masy blastocysty na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego. Wykazuja one zdolnosé¢
réznicowania si¢ we wszystkie typy komorek wywodzace si¢ z trzech listkow
zarodkowych: ektodermy, endodermy i mezodermy. Z kolei doroste komorki macierzyste
wystepuja we W pelni rozwinigtych tkankach i petnig gléwnie funkcje regeneracyjne,
uczestniczgc w odnowie komoérek krwi, skory oraz nabtonka jelitowego [143]. Ze wzgledu

na zakres potencjatu réznicowania, komorki macierzyste dzieli si¢ na:

e totipotencjalne — zdolne do przeksztalcania si¢ we wszystkie typy komorek
organizmu, w tym rowniez komorki tozyska; powstaja w wyniku zaptodnienia
komorki jajowej 1 wystepuja we wezesnych podziatach zygoty,

e pluripotencjalne — pochodzace od komorek totipotencjalnych, zdolne do
réznicowania we wszystkie komorki organizmu z wyjatkiem komorek
tozyskowych,

e multipotencjalne — moga réznicowac si¢ w wiele typow komorek w obrebie
jednej linii rozwojowej,

e unipotencjalne — daja poczatek tylko jednemu typowi komorek, lecz zachowuja

zdolno$¢ do samoodnowy, co odréznia je od komérek progenitorowych °.

Wybor odpowiedniego rodzaju komoérek macierzystych do badan lub terapii zalezy
od takich czynnikow, jak ich dostgpnos¢, potencjat proliferacyjny, zdolno$¢ do
réznicowania oraz kwestie etyczne. Biorgc pod uwagg te kryteria, jednymi z najczgsciej
wykorzystywanych w badaniach i zastosowaniach klinicznych sg mezenchymalne komorki

macierzyste (ang. mesenchymal stem cells, MSC) [145].

% Komérki progenitorowe (prekursorowe) - to wyspecjalizowane komorki macierzyste o ograniczonym
potencjale réznicowania, wykazujace swoisto$¢ tkankowa. U dorostych organizmoéw pehia role
w regeneracji narzgddw, réznicujac sie wylgcznie w jeden okreslony typ komoérek somatycznych [144].
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1.6.1. Mezenchymalne komoérki macierzyste

Niehematopoetyczne komorki macierzyste w szpiku kostnym zostaty odkryte po
raz pierwszy ponad 130 lat temu przez niemieckiego patologa Juliusa Cohnheima, ktory
zauwazyl, ze szpik moze by¢ zroédlem fibroblastow uczestniczacych w gojeniu ran [146].
Na przetomie lat 60. i 70. XX wieku, Alexander Friedenstein i in. opisali komorki zdolne
do tworzenia kolonii in vitro oraz réznicowania w kierunku osteocytow, chondrocytow
i adipocytow (Rysunek 9.). Komorki te, nazwane CFU-F (ang. colony forming unit-
fibroblastoid), wykazywatly adherentnos¢ i morfologi¢ fibroblastopodobng [147]. MSC ze
szpiku kostnego stanowig rzadka, heterogenng populacj¢, zawierajaca m.in. progenitory
mezodermalne i nieliczne komoérki o cechach samoodnawiania [148]. Pierwotnie uwazano,
ze sa one jedynie komodrkami zrebu szpiku wspomagajacymi hematopoezg (ang.
mesenchymal stromal cells), a nie wtasciwymi komorkami macierzystym. Z czasem jednak,
ze wzgledu na ich zdolno$¢ do réznicowania i ograniczong samoodnowe, zaczgto okreslaé
je jako mezenchymalne komorki macierzyste [149,150]. W odpowiedzi na rosngca
niejednoznacznos¢ terminologiczng, Migdzynarodowe Towarzystwo Terapii Komorkowej
(ISCT) w latach 2005-2006 zaproponowalo, aby zamiast okre$lenia ,,stem” stosowac
termin ,,stromal”, wskazujac na rolg tych komoérek w mikrosrodowisku tkankowym [151].
W rzeczywisto$ci, okreslenia te stosowane sg w literaturze wymiennie. Jednocze$nie

ustalono kryteria definiujagce MSC:

e zdolno$¢ do adherencji i proliferacji w warunkach in vitro,

e ckspresja antygenow powierzchniowych CD73+, CD90+, CD105+ oraz brak
markerow hematopoetycznych (CD14-, CD34-, CD45-, CD11b-, CD19-, CD790),

e potencjal rdéznicowania w komorki tkanki kostnej, chrzgstnej i tluszczowej

[152,153].

W ostatnich latach badania potwierdzity obecno$¢ MSC nie tylko w szpiku (ang.
bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BM-MSC), ale takze w tkance thuszczowe;j
(ang. adipose-derived stem cells, ADSC), pepowinie, tozysku, miazdze zg¢bowej i innych
tkankach, co poszerzyto ich zastosowanie w inzynierii tkankowej, terapii chorob zapalnych

oraz immunomodulacji [154].

36



Ektoderma

Komérka nabtonka Neuron
¥

/ @ Komdrkazrebu

o
. { . ;] Komorka chrzegstna
\\ h

Komédrka ttuszczowa

Samoodnawiajaca sie .
MSC N

] " A

Mezoderma

Komérka kostna

Kosc¢ z niszg szpikowa
S

Komorkapluca  Komorka Komérka miesniowa
| nabtonkowa jelita I

Endoderma
Created in BioRender.com bio

Rysunek 9. Multipotencjalnos¢ MSC. MSC pochodzace ze szpiku kostnego wykazuja zdolnos¢ do
samoodnawiania si¢ (zakrzywiona strzatka) oraz roznicowania w komoérki wywodzace si¢ z linii
mezodermalnych, takich jak osteocyty, chondrocyty oraz adipocyty (ciagle strzatki proste). Liczne badania
in vitro potwierdzaja roéwniez ich zdolno$¢ do rdéznicowania si¢ w kierunku linii ektodermalnych
i endodermalnych (przerywane strzatki), jednak zakres tego potencjalu w warunkach in vivo pozostaje
przedmiotem  dyskusji. Opracowanie wlasne na podstawie [148]. Rysunek utworzono
w programie www.biorender.com.

.

1.6.2. Fenotyp mezenchymalnych komérek macierzystych

Kluczowym aspektem w identyfikacji 1 izolacji MSC jest profil antygenow
powierzchniowych, ktdry pozwala na odrdznienie ich od innych populacji komorkowych
obecnych w mikrosrodowisku szpiku kostnego takich, jak hematopoetyczne komorki
macierzyste (ang. hematopoetic stem cells, HSC), komorki §rodbtonka oraz progenitorowe
komorki krwiotworcze. Jak wspomniano, zgodnie z rekomendacjami ISCT, BM-MSC
powinny wykazywaé ekspresj¢ nastepujacych markerow: CD73+, CD90+, CD105+,
CD166+ (ALCAM), CD44+, CD29+ i CD49e+. BM-MSC charakteryzuje rowniez
ekspresja CD106 (VCAM-1) — czgsteczki adhezyjnej charakterystycznej dla tej populacji,
ktoéra nie wystepuje na MSC pochodzacych z innych zrodet, np. tkanki thuszczowej. CD106
uczestniczy w tworzeniu niszy hematopoetycznej oraz reguluje interakcje z HSC

1 komorkami uktadu immunologicznego. Obecnos¢ CD106 jest unikalng wtasciwoscia
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BM-MSC pod wzgledem funkcjonalno$ci hematopoetycznej. Jednoczesnie, BM-MSC nie
wykazuja ekspresji markeréw charakterystycznych dla komoérek hematopoetycznych,
sroddbtonkowych oraz linii krwiotworczych, co stanowi jedno z kluczowych kryteriéw ich
identyfikacji. Do antygenow negatywnych nalezg: CD45-, CD34-, CD14-, CD11b-,
CD19-, CD79a-, CD31- (PECAM-1) [155].

Pod wzglgdem immunofenotypowym, BM-MSC wykazuja ekspresj¢ czasteczek
zgodnosci tkankowej klasy I (MHC 1), przy jednoczesnym braku ekspresji MHC klasy II
(HLA-DR) oraz czasteczek kostymulacyjnych (CD80, CD86). Taki profil fenotypowy
warunkuje ich niskg immunogenno$¢, co pozwala na stosowaniec BM-MSC w terapii
allogenicznej bez koniecznosci petnej zgodnosci HLA . Ekspresja MHC I moze by¢ jednak
modulowana w odpowiedzi na cytokiny prozapalne, takie jak IFN-y, co moze mieé

znaczenie w przypadku uszkodzenia tkanek lub toczacego si¢ stanu zapalnego [153,156].

Warto podkresli¢, ze cho¢ wyzej wymienione markery sg charakterystyczne dla
populacji BM-MSC, ich ekspresja moze ulega¢ zmianom w zaleznosci od warunkow
hodowli, wieku dawcy, wystgpowania Stanu zapalnego lub ekspozycji na czynniki
srodowiskowe, co wskazuje na duza plastycznos¢ fenotypowa tych komorek. Coraz wigcej
badan wskazuje takze na obecnos¢ dodatkowych markeréw funkcjonalnych, takich jak
CD271 (receptor czynnika wzrostu nerwow) oraz CD146 (MCAM), ktore moga byc
wykorzystywane do wyodrgbnienia podpopulacji BM-MSC o podwyzszonej zdolno$ci
regeneracyjnej i potencjale terapeutycznym. Namnazanie MSC do celéw terapeutycznych
przy uzyciu roznych metod skutkuje nabywaniem odmiennych wlasciwosci
immunomodulacyjnych. W zwigzku z tym, opracowany zostat zoptymalizowany protoko6t
izolacji MSC, ktory zapewnia bezpieczenstwo oraz niezmienione wlasciwosci komorek
[157,158]. Charakterystyke markerow powierzchniowych obecnych na komérkach ADSC
oraz BM-MSC przedstawiono w Tabeli 4.

Marker powierzchniowy | ADSC | BM-MSC Charakterystyka

CD9 + + biatko transbtonowe obecne na powierzchni wielu
rodzajow komorek odpowiedzialne za zdolnosc¢
adhezyjna, wydzielanie egzosomow oraz potencjal

do migracji w kierunku miejsc uszkodzenia tkanek

CD10 + + metaloproteaza blonowa obecna m.in. na

komoérkach  prekursorowych limfocytow B,
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fibroblastach i niektérych komoérkach
macierzystych, zwigzana z regulacja aktywnosci

peptyddéw sygnatowych

CD11b

marker obecny na monocytach, neutrofilach,

komorkach NK oraz dendrytycznych

CD13

marker linii mieloidalnej, enzym powierzchniowy

(aminopeptydaza N)

CD14

antygen mielomonocytow obecny na monocytach,

makrofagach i niektorych granulocyty

CD19

kluczowy marker powierzchniowy limfocytow B

CD29 (integryna 1)

receptor adhezyjny, ktory wraz z CD49e tworzy
heterodimer odpowiadajacy za wigzanie do
fibronektyny, lamininy i kolagenu, co umozliwia
przyczepnos¢ do macierzy pozakomorkowej oraz

regulacje sygnalizacji integrynowej

CD31 (PECAM-1)

marker komoérek srédbtonka naczyniowego

CD34

marker komorek prekursorowych krwiotwérczych

1 $rédbtonka

CD44

receptor kwasu hialuronowego, uczestniczacy W
licznych procesach biologicznych, takich jak
gojenie ran, migracja, interakcje z ECM oraz

odpowiedz zapalna;

CD45

marker komorek krwiotwdrczych, obecny na
wigkszosci leukocytow, ale niewystgpujacy na
mezenchymalnych komorkach macierzystych, co
pozwala je odrézni¢ od komoérek linii

hematopoeatycznych

CD49d

marker obecny na BM-MSC umozliwiajgcy
interakcj¢ z CD106 na komorkach $rédbtonka,
wspiera hematopoezg oraz umozliwia

przemieszczanie si¢ do nisz szpikowych

CDA49%e (integryna as5)

biatko blonowe, ktore wraz z CD29 tworza
heterodimer odpowiadajacy za wigzanie do
fibronektyny, lamininy i kolagenu, co umozliwia
przyczepno$¢ do macierzy pozakomoérkowej oraz

regulacje sygnalizacji integrynowe;j

CD73 (5'-nukleotydaza

ektopowa)

enzym uczestniczgcy W metabolizmie adenozyny,
regulujacy Srodowiskowe szlaki purynowe, czesto

wykorzystywany jako marker uniwersalny MSC
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CD79a - - biatko btonowe, ktore wraz z CD79B tworzy
niezbedny kompleks sygnalowy z receptorem

limfocytow B

CD90 (Thy-1) + + glikoproteina GPI-zalezna, petnigca role w adhezji
komorkowe;j, transdukcji sygnatow oraz regulacji

odpowiedzi immunologicznej

CD105 (endoglina) + + koreceptor transformujacego czynnika wzrostu 3
(TGF-B), zaangazowany w procesy proliferacji,

réznicowania oraz angiogenezy

CD106 (VCAM-1) - + czasteczki adhezyjna charakterystyczna dla BM-
MSC
CD117 - - protoonkogen c-Kit lub tyrozynowo-biatkowa

kinaza Kit, jest transblonowym receptorem
cytokinowym obecnym na powierzchni komorek
macierzystych uktadu krwiotworczego, komorek
progenitorowych, komorek rozrodczych, a takze

komorek nowotworowych

CD146 + +/- marker adhezji komoérkowe;j, ktorego obecnos$é na
czesci BM-MSC wiaze si¢ z ich funkcja wspierania
hematopoezy i zdolnosciami regeneracyjnymi,
natomiast w ADSC jego ekspresja jest znacznie

slabsza

CD166 (ALCAM) + + czasteczka adhezyjna z rodziny immunoglobulin,
obecna m.in. na komodrkach progenitorowych
i zwigzana z migracja komorek oraz interakcjami

z komoérkami hematopoetycznymi

STRO-1 + + marker mezenchymalnych komorek macierzystych
(zwlaszcza BM-MSC), wykorzystywany do
identyfikacji niedojrzatych, multipotencjalnych
komorek o wysokim potencjale proliferacyjnym

1 zdolno$ci réznicowania

Tabela 4. Charakterystyka markeréw powierzchniowych obecnych na komérkach ADSC oraz BM-MSC.
Opracowanie wlasne na podstawie [155].

1.6.3. Charakterystyka immunologiczna mezenchymalnych komorek
macierzystych

Charakterystyka profilu immunologicznego komorek MSC stanowi fundament ich

potencjalu terapeutycznego, szczegélnie w przypadku leczenia chorob zapalnych,

autoimmunologicznych oraz onkologicznych. Dzigki zdolnosci do modulowania
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odpowiedzi immunologicznej, MSC odgrywaja role w ksztaltowaniu mikrosrodowiska
zapalnego, w ktorym aktywnie wspotdziataja z komoédrkami uktadu odpornosciowego,
regulujac procesy, takie jak tolerancja immunologiczna lub hamowanie nadmiernych
reakcji zapalnych [159]. Istotng cechg MSC jest tzw. immunologiczna plastyczno$¢ —
zdolnos¢ do adaptacyjnego dostosowywania swojej funkcji w zaleznosci od typu, ste¢zenia
1 czasu ekspozycji na bodzce zapalne. W konsekwencji MSC mogg przyjmowac fenotyp
immunosupresyjny  (MSC2), hamujac  odpowiedz =zapalng, lub (rzadziej)
immunostymulacyjny (MSC1), promujacy odpowiedz odporno$ciowa. ROwnowaga ta jest
kluczowa dla skutecznos$ci i bezpieczenstwa terapii komorkowej [160]. MSC posiadaja na
swojej powierzchni szereg czasteczek adhezyjnych, w tym rodzing integryn (np. integryna
B1, a4), ktore odgrywaja kluczowa role w interakcjach komoérkowych, zwlaszcza w
migracji komodrek oraz ich integracji z réznymi skladnikami ECM. Czasteczki te
umozliwiajg MSC przyleganie do komoérek uktadu odpornosciowego takich, jak limfocyty
T i makrofagi oraz wspomagaja ich migracj¢ do miejsc zapalnych. Ich zdolno$¢ do zmiany
kierunku odpowiedzi immunologicznej, z prozapalnej na przeciwzapalng i odwrotnie,

moze by¢ wykorzystywana w szerokim zakresie zastosowan terapeutycznych [161].

Immunomodulacyjne wtasciwosci MSC sa aktywowane przez cytokiny prozapalne
wydzielane przez komorki ukladu odpornosciowego jak TNF-o, IL-1f i IFN-y.
W odpowiedzi na te czynniki, komérki MSC moga wykazywac réznorodne dziatanie, takie
jak hamowanie proliferacji limfocytow T, indukowanie tolerancji immunologicznej oraz
regulowanie wydzielania cytokin w kierunku tlumienia nadmiernych reakcji zapalnych.
Efekt ten moze r6zni¢ si¢ w zaleznos$ci od rodzaju 1 stezenia cytokin w mikrosrodowisku,

co $wiadczy o plastycznosci MSC [162].

Uzycie MSC w terapii wymaga szczegdlnego rozwazenia ich pochodzenia,
poniewaz MSC autologiczne, czyli pochodzace od tego samego pacjenta, mogg byc
niewtasciwe w przypadku ostabionych funkcji immunomodulacyjnych, wynikajacych
z wieku lub choroby. W takim przypadku zastosowanie MSC allogenicznych,
pochodzacych od mtodszych, zdrowych dawcow, moze stanowi¢ korzystng alternatywe,
oferujac mozliwos¢ uzyskania komoérek o petnych funkcjach immunomodulacyjnych.
Ponadto MSC allogeniczne wykazuja niski potencjal immunogenny, co zostato

udowodnione w badaniach, gdzie fenotyp komoérek MSC nie wywotuje silnej reakcji ze
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strony uktadu odpornosciowego biorcy [161]. Takie MSC nie sg rozpoznawane jako obce
przez organizm, co minimalizuje ryzyko odrzutu przeszczepu. Z kolei limfocyty T mimo,
ze moga zosta¢ aktywowane przez MHC 1, pozostaja anergiczne, poniewaz MSC nie
wykazuja ekspresji czasteczek stymulujacych (CD80 i CD86) [163]. Pomimo tych
korzystnych wiasciwosci, w niektorych pracach opisano mozliwo$¢ wywolania
alloimmunizacji przez MSC, co moze prowadzi¢ do rozwoju odpowiedzi immunologicznej
I odrzutu przeszczepu. Zjawisko to moze mie¢ zwigzek z indukowalng ekspresja MHC
klasy II (np. pod wptywem IFN-y) oraz dynamiczng modulacja fenotypu
immunologicznego MSC. Jest to szczegolnie istotne w kontekscie MSC allogenicznych,
gdzie obecnos¢ niewielkiej liczby czasteczek MHC klasy Il moze by¢ wystarczajaca do

aktywacji odpowiedzi immunologicznej [164,165].

Ze wzgledu na opisang wyzej zmienno$¢ immunofenotypu MSC, zaréwno
w zalezno$ci od ich pochodzenia, jak 1 warunkéw hodowli, konieczne jest stale
monitorowanie tych komorek przed ich zastosowaniem terapeutycznym. Szczegolne
znaczenie ma kontrola ekspresji czasteczek MHC oraz markerow kostymulacyjnych, ktore
moga decydowac o ryzyku odrzutu lub alloimmunizacji. Dostosowanie MSC do potrzeb
pacjenta oraz ich fenotypowa adaptacja sa kluczowe dla zapewnienia bezpieczenstwa
terapii. Ostatnie doniesienia podkreslajg rowniez znaczenie komorek MSC w leczeniu
cigzkich zaburzen immunologicznych — m.in. opornego na leczenie ostrego zespotu
przeszczep przeciwko gospodarzowi (ang. graft-versus-host disease, GvHD), w ktérym
allogeniczne MSC wykazaly kliniczng skuteczno$¢, prowadzac do zatwierdzenia przez

FDA pierwszego preparatu komorkowego MSC [166].

Z uwagi na powyzsze, immunogennos¢ i immunomodulacyjno$¢ MSC pozostaja
kluczowymi parametrami decydujagcymi o bezpieczenstwie 1 skuteczno$ci terapii.
Konieczna jest ich biezgca ocena zaréwno in vitro przed podaniem, jak i in vivo po
przeszczepieniu. Optymalne wykorzystanie MSC w medycynie regeneracyjnej
1 immunoterapii wymaga zintegrowanego podej$cia uwzgledniajacego ich zmiennos¢,

plastycznos$¢ oraz interakcje z ukladem odpornosciowym biorcy.
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1.6.4. Mezenchymalne komorki macierzyste jako no$niki

Jednym z obiecujacych kierunkow terapii celowanej nowotworéw jest
wykorzystanie koméorek MSC jako czynnikow biologicznych petnigcych funkcje nosnika
ochronnego i transportowego dla lekow, ale rowniez mogacych wywiera¢ bezposredni
wplyw na rozwdj nowotworu. Dzigki swoim unikalnym wlasciwosciom (niskiej
immunogennosci, silnym zdolno$ciom immunomodulacyjnym i immunosupresyjnym, a
takze tropizmowi do miejsc objetych stanem zapalnym), MSC stanowig atrakcyjng
platform¢ do zastosowania jako nos$niki lekow przeciwnowotworowych. Liczne badania
wykazaty, ze MSC moga hamowac¢ wzrost guza poprzez zahamowanie angiogenezy,
zwigkszenie infiltracji komorek zapalnych, aktywacje apoptozy oraz zatrzymanie cyklu
komorkowego [167—-169]. Tropizm w kierunku ognisk nowotworowych, jak i przerzutow,
czyni je efektywnym narzedziem dostarczania substancji o  aktywnoS$ci
przeciwnowotworowej. Co istotne, niezaleznie od drogi podania, komoérki MSC ulegaja
stosunkowo szybkiemu usunigciu z organizmu, zachowujac przy tym efekt terapeutyczny,
co oznacza, ze ich dlugotrwata obecno$¢ w ustroju nie jest konieczna do osiggnigcia efektu
leczniczego. Co wigcej, wykazano, ze to wlasnie komorki MSC apoptotyczne maja

prawdopodobnie wiekszy udziat w dziataniu immunomodulacyjnym [170].

W ostatnich latach udowodniono, ze MSC s3a zdolne do wychwytu czasteczek
gemcytabiny z otoczenia za posrednictwem transporteréw nukleozydowych, zard6wno typu
hENT, jak i hCNT, a nastepnie ich skutecznego uwalniania, co prowadzi do zahamowania
proliferacji komorek nowotworowych. Badania in vitro oraz in vivo wskazujg, ze
wykorzystanie MSC jako no$nika gemcytabiny umozliwia obnizenie dawki terapeutyczne;j
leku przy jednoczesnym zachowaniu jego skutecznos$ci przeciwnowotworowej [171-173].
Efekt terapeutyczny wynikajacy z podania MSC jest rowniez konsekwencja wydzielania
przez te komorki szerokiego spektrum czynnikow wzrostu, cytokin oraz pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych (ang. extracellular vesicles, EV), ktore wspolnie uczestnicza w

regeneracji tkanek oraz tagodzeniu reakcji zapalnych i immunologicznych [168,174].

Niestety, wykorzystanie MSC jako no$nikow lekow przeciwnowotworowych wiaze
si¢ z pewnymi ograniczeniami. Zgodnie z dostgpnymi danymi, skuteczna modyfikacja
MSC stanowi czynnik krytyczny, ograniczajacy ich zastosowanie i funkcjonalnos¢ jako

nosnika. Ponadto, MSC stosowane jako zywe komorki mogg rowniez wspiera¢ rozwoj
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mikrosrodowiska nowotworowego, wptywajac tym samym na proliferacj¢, migracj¢ oraz
rozwo6j opornosci komorek nowotworowych. Zdolnos¢ MSC do pochtaniania czasteczek
lekow, jak i ich ewentualny efekt pronowotworowy, moze rézni¢ si¢ w zaleznosci od ich
pochodzenia oraz warunkéw hodowli. W zwigzku z tym kluczowe znaczenie ma

uwzglednienie zaréwno heterogennosci, jak i zrodta MSC [175].

Pomimo kontrowersji, MSC sa nadal uznawane za obiecujace narzedzie
terapeutyczne w zastosowaniach klinicznych. Z drugiej strony, ich wykorzystanie jako
komorek immunoterapeutycznych wymaga spelnienia  rygorystycznych norm
jakosciowych, zgodnych z zasadami Dobrej Praktyki Wytwarzania (GMP, ang. Good
Manufacturing Practice). Aby zachowa¢ potencjal immunomodulacyjny MSC, konieczne
jest zachowanie standaryzowanych warunkow izolacji, namnazania i przechowywania
komorek [176]. Wykazano rowniez, ze rozne metody namnazania MSC mogg prowadzi¢
do nabywania przez nie odmiennych wiasciwosci immunomodulacyjnych, dlatego
opracowano zoptymalizowane protokoty izolacji i hodowli MSC, ktére pozwalaja na

zachowanie ich stabilnosci biologicznej i bezpieczenstwa [157,158].

W kontekscie dziatania MSC i ich zastosowania terapeutycznego, coraz wigksze
znaczenie przypisuje si¢ wydzielanym przez nie pecherzykom zewnatrzkomoérkowym.
Mozna wyrozni¢ trzy gltéwne typy EV: egzosomy, mikropecherzyki oraz ciatka
apoptotyczne. Struktury te, otoczone podwdjng warstwa lipidows, zawieraja szeroki
wachlarz czasteczek bioaktywnych, takich jak RNA, DNA, biatka oraz lipidy. EV
uczestnicza w komunikacji miedzykomoérkowej, regulacji homeostazy tkankowej, czy
procesach immunomodulacji [177]. Doniesienia naukowe wskazuja na duzy potencjat
terapeutyczny egzosomow pochodzacych z MSC, zwlaszcza w kontek$cie regeneracji
tkanek — promuja one réznicowanie osteogenne, angiogeneze oraz regulacje odpowiedzi
immunologicznej, co moze znalez¢ zastosowanie m.in. w terapii ubytkéw kostnych [178].
Biogeneza i mechanizmy dzialania egzosomow s3 w duzej mierze wspolne 1 niezalezne od
ich zrodta, w tym egzosoméw MSC. Uwolnione egzosomy oddziatuja na komorki
docelowe poprzez endocytoze zalezng od klatryny, interakcje z receptorami blonowymi lub
bezposrednie fuzje bton komérkowych [179]. Co wigcej, dowiedziono, ze ludzkie MSC
wykazujg preferencyjne powinowactwo do ognisk nowotworowych, gdzie wykazuja

aktywnos$¢ biologiczng. Kluczowe znaczenie dla efektu terapeutycznego egzosomow ma
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ich zawarto$¢ — tzw. ,tadunek” (cargo), obejmujacy biatka, peptydy, kwasy nukleinowe
lub czasteczki lekéw. Egzosomy moga by¢ wzbogacane w substancje czynne na drodze
pasywnej (np. inkubacja z lekiem) lub aktywnej (np. transfekcja, sonikacja). Kazda z metod
ma swoje ograniczenia, np. pasywne ladowanie lekiem jest najprostsze, lecz wiaze si¢
z brakiem kontroli nad ilo$cig zaabsorbowanej substancji. Jesli rozwaza si¢ zastosowanie
wylacznie egzosoméw MSC jako no$nika, konieczne jest okreSlenie wszystkich

mechanizmow i kinetyki ich ,,tadowania” badang substancja [180].
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2. Cel badan

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie innowacyjnych kombinowanych
terapeutykOw opartych na gemcytabinie i NLPZ oraz metod ich dostarczania do komorek
nowotworowych. W ramach przeprowadzonych eksperymentéw zbadano potaczenia
gemcytabiny (GEM) z wybranymi NLPZ — kwasem acetylosalicylowym (ASA),
ibuprofenem (IBU) oraz flurbiprofenem (FLU) jako potencjalnych czynnikéw
wzmacniajacych cytotoksyczne dziatanie GEM wobec wybranych linii komorkowych
nowotworu trzustki PANC-1, AsPC-1, BxPC-3 (ang. pancreatic cancer cells, PCC),
a nastgpnie wyselekcjonowanie najbardziej obiecujagcego NLPZ do dalszych badan.
Dodatkowo, postawiono hipotezg, ze mezenchymalne komorki macierzyste szpiku
kostnego (BM-MSC), a takze pozywka kondycjonowana uzyskana znad tych komorek
(CM) traktowanych wybrang kombinacja GEM i NLPZ, wykazuja potencjat jako elementy
wspomagajace dziatanie cytotoksyczne tych lekow w warunkach in vitro. Szczegdlny
nacisk potozono na ocen¢ opornosci BM-MSC na potaczenie GEM i NLPZ w kontekscie
mozliwoéci  uzyskania efektu przeciwnowotworowego W kombinacji lekow,
przewyzszajacego dziatanie poszczegdlnych zwigzkéw stosowanych oddzielnie. Na
podstawie obserwacji przeprowadzonych podczas badan in vitro, zsyntezowano koniugaty

gemcytabiny i NLPZ, a takze wykonano badania fizykochemiczne nowych pochodnych.

Cele szczegotowe:

1. Zbadanie (in vitro) kombinacji GEM z ASA/IBU/FLU na liniach
nowotworowych trzustki (PCC) oraz wyselekcjonowanie najbardziej
obiecujacego zwigzku do dalszych badan poprzez badania cytotoksycznosci,
apoptozy 1 nekrozy, cyklu komorkowego, badan wybranych bialek
apoptotycznych metoda Western blottingu.

2. Izolacja i namnazanie BM-MSC od zdrowych dawcow szpiku, badanie
fenotypu oraz ocena przydatnosci BM-MSC jako nos$nikow najbardziej
obiecujacej kombinacji GEM 1 NLPZ.

3. Synteza szeregu chemioterapeutykéw do leczenia nowotworu trzustki;
modyfikacje cytydyny i gemcytabiny w pozycji 4-(N) i 5°-C z niesteroidowymi

lekami przeciwzapalnymi.

46



3. Uwagi szczegolowe

Badania realizowano w ramach grantu ExCELLent ufundowanego przez Polski
Bank Komoérek Macierzystych S.A. pt. ,,Ocena przydatnosci mezenchymalnych komorek
macierzystych jako nosnika nowych pochodnych gemcytabiny” oraz subwencji grupy

,.Bioorganika” dziatajacej w Instytucie Chemii na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach.

Badania wykonano we wspotpracy z Narodowym Instytutem Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Panstwowym Instytutem Badawczym Oddzialem w Gliwicach
w Kilinice Transplantacji Szpiku i Onkohematologii. Uzyskano akceptacje¢ Komisji
Bioetycznej Narodowego Instytutu Onkologii w Warszawie (nr akceptacji KB/430-86/22
i nr KB/430-86/22/1/2023).
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4. Materialy i metody badan

4.1. Materialy badan

4.1.1. Odczynniki i zestawy stosowane w badaniach biologicznych

4'.6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI) (Thermo Fisher)
7-AAD (BiolLegend)

Aceton (POCh)

Aneksyna V (BioLegend)

Bitekit bromofenolowy (Sigma)

Cell wash buffer (BD Biosciences)

DAPI Antifade Mounting Medium (Vectashield)
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma)
Etanol (POCh)

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with 7-AAD (BioLegend)
Flurbiprofen (Acros Organicss)

Gemcytabina (Accord)

Glicyna (Fluka)

H3sPO4 (Fluka)

HCI (Fluka)

Heparyna (Polfa Warszawa)

Human MSC Analysis Kit (BD Biosciences)

Ibuprofen (Acros Organicss)

Jodek propidyny (Merck)

KCI (Fluka)

KH2PO4 (POCh)

Ludzki lizat ptytkowy (hPLT) (Stem Cell Technologies)
Metanol (POCh)

MgCl; (Fluka)
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Minimal Eagle’s Medium (MEM) (Sigma)

MTS (CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay)
(Promega)

N, N, N’, N’-tetraetyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma-Aldrich)

Na2HPO4 (POCh)

NaCl (Fluka)

Nonidet-P40 (NP-40) (Sigma)

Penicylina/Streptomycyna 100% (Gibco)

Plodowa surowica bydleca (FBS) (Eurx)

RNAza A (EURX)

Roztwor aminokwaséw nie niezb¢dnych 100x (MEM Non-essential amino acids)
(Gibco)

RPMI 1640 (Sigma)

Siarczan dodecylu sodu (SDS) (Sigma)

Sol sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA) (Fluka)
Trypsyna-EDTA 0,25% (Gibco)

Tween 20 (Sigma)

Vybrant™ CFDA SE Cell Tracer Kit, Thermo Fisher Scientific

B-merkaproetanol (Fluka)

4.1.2. Aparatura oraz oprogramowania stosowane w badaniach
biologicznych

Cieplarka, Thermo Scientific HERATHERM

Cytometr przeptywowy, BD FACS Lyric

Czytnik do mikroptytek, Tecan Spark

Inkubator, Thermo Scientific Heracell™ 1501

Komora laminarna, Thermo Scientific Herasafe KS

Licznik komoérek TC20 Automated Cell Counter, Bio-Rad

Mikroskop fluorescencyjny, ZEISS Axio Imager

Mikroskop $wietlny odwrocony, ZEISS Axiovert 40

Oprogramowanie BioRender

Oprogramowanie GraphPad Prism
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— Wirowka, Eppendorf Centrifuge 5702
— Wywolywarka fotograficzna Automated X-Ray Film Processor, OPTIMAX

4.1.2.1.  Linie komorkowe i warunki hodowli komorek eukariotycznych

BM-MSC Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste pochodzace ze

szpiku kostnego

AsPC-1 Linia komorek ludzkiego nowotworu trzustki wyizolowana
z plynu otrzewnowego pacjenta chorego na gruczolakoraka
przewodowego trzustki

BxPC-3 Linia komorek ludzkiego nowotworu trzustki wyizolowana
z przewodu trzustkowego pacjenta chorego na gruczolakoraka
przewodowego trzustki

PANC-1 Linia komorek ludzkiego nowotworu trzustki wyizolowana
z przewodu trzustkowego pacjenta chorego na gruczolakoraka

przewodowego trzustki

Wszystkie wykorzystywane linie komoérkowe hodowano w inkubatorze

w temperaturze 37°C, 95% wilgotno$ci oraz 5% CO».

4.1.2.2.  PozZywki stosowane w hodowli komorek eukariotycznych:

e Pozywka do hodowli mezenchymalnych komoérek macierzystych:

Pozywka MEM + 10% ludzkiego lizatu ptytkowego (hPLT) + 1% antybiotykow
(penicylina: 100 jednostek/ml pozywki, streptomycyna: 100 pg/ml pozywki) + 1%

aminokwasow + 2 U/ml heparyny

e Pozywka do hodowli komorek linii PANC-1:

Pozywka DMEM high glucose + 10% FBS + 1% antybiotykéw (penicylina: 100
jednostek/ml pozywki, streptomycyna: 100 pg/ml pozywki)

e Pozywka do hodowli komorek linii ASPC-1 i BXPC-3:
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Pozywka RPMI 1640 + 10% FBS + 1% antybiotykow (penicylina: 100 jednostek/ml
pozywki, streptomycyna: 100 pug/ml pozywki)

4.1.2.3.  Bufory i odczynniki stosowane do identyfikacji ekspresji biatek metodq

immunochemiczng (Western blot)

e Bufor stosowany do przygotowania lizatéw komorkowych (IP):
50 mM Tris-Cl (pH 8.0)
120 mM NaCl
0,5% Nonidet-P40 (NP-40)
e Odczynnik Bradforda:
0,01% Coomassie Brilliant Blue
4,75% metanol
8,5% H3PO4
e Bufor do elektroforezy bialek (pH 8,8):
125 mM Tris
1,25 M glicyna
0,5% SDS
e Bufor SDS-PAGE do nanoszenia bialek na zel:
150mM Tris (pH 6,8)
6% SDS
30% glicerol
e Bufor do elektrotransferu bialek (pH 8,3-8,6):
192 mM glicyna
25 mM Tris
20% metanol
e Bufor 10 x TBS:
1,6 M NaCl
0,1 M Tris (pH 7,4)
e Bufor TBST:
1 x TBS
0,1% Tween 20
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4.1.3. Odczynniki stosowane w badaniach chemicznych

1,3-Dichloro-1,1,3,3-tetraizopropyldisiloksan (TIPDSICl>) (Acros Organics)
Aceton (POCH)

Bezwodnik octowy (POCH)

Chlorek (1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo) karbodiimidu (EDCI) (Acros
Organics)

Chlorek tionylu (POCH)

Chloroform (Pol-Aura)

Chlorowodorek gemcytabiny (Acros Organics)
Cytydyna (Acros Organics)

Dichlorometan (POCH)
Dicykloheksylokarbodiimid (DCC) (Sigma)
Dimetyloaminopirydyna (DMAP) (Merck)
Dimetyloformamid (DMF) (Chempur)
Dimetylosulfotlenek (DMSO) (Sigma)

Etanol (Pol-Aura)

Eter dietylowy (POCH)

Fluorek tetrabutyloamoniowy (TBAF) (Sigma)
Flurbiprofen (Acros Organics)
Hydroksybenzotriazol (HOBt) (Sigma)
Ketoprofen (Sigma)

Kwas chlorowodorowy 38% (Pol-Aura)

Kwas fosforowy (V) (POCH)

Kwas salicylowy (POCH)

Metanol (Sigma-Aldrich)

MgSOs (Pol-Aura)

NaHCO3; (POCH)

Naproksen (Sigma)

N-hydroksysukcynoimid (HOSu) (Sigma)
Octan etylu (Chempur)

Pirydyna (Pol-Aura)
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— S-ibuprofen (Acros Organics)
— Tetrahydrofuran (THF) (Chempur)

4.1.4. Aparatura oraz oprogramowania stosowane w badaniach chemicznych

— Aparat do pomiaru temperatury topnienia, Stuart SMP10
— Chromatograf FLASH, Biotage

— Czasza grzejna z mieszadtem, CHEMLAND

— Lampa UV, TB TELBID

— Moyjka ultradzwigkowa, Sonic 3 Polsonic

— Oprogramowanie Chemsketch

— Oprogramowanie Mestrenova

— Reaktor mikrofalowy, Botti Electronic

— Rotacyjna wyparka proézniowa, Heidolph Laborota 4000
— Spektrometr mas, Bruker Impact Il

— Spektrometr NMR, Bruker Ascend 600 MHz

— Spektrometr NMR, Bruker Avance 400 MHz

— Waga, RADWAG

4.14.1.  Czgsteczki wybrane do modyfikacji

Cytydyna (CYT) (M=243,22 g/mol; temperatura topnienia = 210-220°C)
NH,
XN

P
HO o \O

N

HO OH

Chlorowodorek 2',2'-difluoro-2'-deoksycytydyny (chlorowodorek gemcytabiny,
GEM) (M=299,66 g/mol; temperatura topnienia: 168,64°C)
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4.1.4.2.  Wybrane niesteroidowe leki przeciwzapalne

Kwas acetylosalicylowy (aspiryna, ASA) (M=180,16 g/mol; temperatura topnienia:
136°C)

(0] OH

Kwas 2-(p-izobutylofenylo) propionowy (ibuprofen, IBU) (M=206,28 g/mol;
temperatura topnienia: 76°C)

HO
CHs3

CHs

Kwas 2-(2-fluorobifen-4-ylo) propanowy (flurbiprofen, FLU) (M=244,27 g/mol;
temperatura topnienia: 111°C)

o)
OO~
CHg
F

Kwas-2-(3-benzoilofenylo) propanowy (ketoprofen) (M=254,28 g/mol;
temperatura topnienia: 94°C)
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Kwas 2-(6-metoksynaftalen-2-ylo) propanowy (naproksen) (M=230,26 g/mol;
temperatura topnienia: 152°C)
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4.2. Metody badan

4.2.1. Badania biologiczne

4.2.1.1. Izolacja mezenchymalnych komorek macierzystych pochodzgcych
ze szpiku kostnego

Probki szpiku kostnego uzyskano od zdrowych dawcow z talerza kosci biodrowe;j
(NIO-PIB w Gliwicach). Okoto 1-2 ml szpiku zawieszono w pozywce do hodowli
mezenchymalnych komorek macierzystych. Tak przygotowang mieszaning przeniesiono
do butelki hodowlanej o powierzchni 25 cm? i inkubowano w warunkach 37°C z 5% CO:x.
Po 24 godzinach kultur¢ przemyto dwukrotnie 1xPBS w celu usunigcia komorek
nieadherentnych i dodano $§wiezej pozywki hodowlanej. Kultury subkonfluentne BM-MSC
pasazowano w stosunku 1:3, a komorki z pasazy od 2 do 5 wykorzystano w kolejnych

eksperymentach.

Aby potwierdzi¢ prawidlowo$¢ fenotypu wyizolowanych BM-MSC, zbadano
wystepowanie specyficznych antygenow powierzchniowych przy uzyciu zestawu Human
MSC Analysis Kit (BD Biosciences). Analizowano ekspresj¢ antygenéw pozytywnych,
charakterystycznych dla komoérek mezenchymalnych (CD73, CD90 i CDI105) oraz
antygenow negatywnych typowych dla linii komoérkowych krwi (CD11b, CD19, CD34,
CD45 i HLA-DR). Komorki hodowane BM-MSC oddzielono od podtoza hodowlanego za
pomoca trypsyny, przemyto dwukrotnie PBS i inkubowano w ciemnos$ci z odpowiednimi
przeciwcialami przez 20 minut, w temperaturze pokojowej. Po inkubacji, komorki
przemyto buforem Cell Wash Buffer i zawieszono w 250ul. PBS. Wykonano oceng
immunofenotypu przy uzyciu cytometru przeplywowego (BD FACS Lyric). Parametry
bramkowania w celu odréznienia populacji dodatnich od ujemnych ustalono na podstawie
sygnatow z dedykowanych kontroli izotypowych IgG zawartych w zestawie Human MSC
Analysis Kit.
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4.2.1.2. Test cytotoksycznosci gemcytabiny w polgczeniu z NLPZ na komorkach

nowotworu trzustki oraz BM-MSC

Komoérki linii PANC-1, AsPC-1, BXPC-3 oraz BM-MSC zostaty wysiane na ptytke
96-dotkowa w zageszczeniu 4x10° komorek na dotek. Po 24 godzinach komorki poddano
dziataniu gemcytabiny, wybranych NLPZ oraz gemcytabiny i NLPZ w kombinacjach.

Grupe kontrolng stanowily komoérki niepoddane dziataniu lekow.
Komorki linii PCC traktowano lekami:

1. GEM w stgzeniach od 0,01uM do 100uM,

2. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w réwnych st¢zeniach od 0,01uM do 100uM,

3. oraz GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w r6znych stezeniach, przy zastosowaniu
znacznie wyzszej dawki FLU (1pM+1mM; 10uM+1mM; 1puM+2mM,;
10pM+2mM).

Komoérki linit BM-MSC poddano dziataniu lekow:

1. GEM w stegzeniach od 0,01uM do 100uM,

2. ASA/IBU/FLU w stezeniach od 0,01uM do 100uM,

3. oraz GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w rownych stezeniach od 0,01uM do
100uM.

Komorki inkubowano z lekami przez 24 i 48 godzin w temperaturze 37°C 1 atmosferze
zawierajace] 5% CO:. Nastepnie do kazdego dotka dodano odczynnik MTS (CellTiter 96®
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) i inkubowano przez 1,5 godziny,
zgodnie z instrukcja producenta. Absorbancje mierzono spektrofotometrycznie przy
dlugoéci fali 490 nm z uzyciem czytnika mikroptytek (Tecan Spark). Procent

przezywalnosci komorek obliczano wedtug wzoru:

Absorbancja préby badanej [nm] — Absorbancja préby kontrolnej [nm] < 100

Absorbancja proby kontrolnej [nm] — Absorbancja proby $lepej [nm]

57



4.2.1.3. Badanie apoptozy i nekrozy komorek PCC oraz BM-MSC za pomocg
Aneksyny V oraz 7-AAD

Komoérki PCC 1 BM-MSC zostaty wysiane na ptytki 6-dotkowe w zageszczeniu
2x10° komérek/dotek. Po 24 godzinach komoérki poddano dziataniu lekow:

1. GEM 10uM,
2. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w réwnych stezeniach (10uM + 10uM),
3. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w réznych stezeniach (10uM + 2mM).

Grupe kontrolng stanowity komorki nietraktowane lekami. Komorki inkubowano przez 24
i 48 godzin w 37°C i 5% CO2. W kazdym punkcie czasowym wykonano barwienie za
pomocg Aneksyny V i 7-AAD przy uzyciu zestawu FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit with 7-AAD (BioLegend). Oceniono procentowy udziat komorek zywych, we wczesnej

1 pdznej apoptozie oraz w nekrozie za pomoca cytometrii przeptywowej (BD FACS Lyric):

e komorki zywe (Aneksyna V—/ 7-AAD-),
e we wczesnej apoptozie (Aneksyna V+ / 7-AAD-),
e w poznej apoptozie lub martwe (Aneksyna V+ / 7-AAD+),

e oraz komorki martwe nekrotyczne (Aneksyna V—/ 7-AAD+).
4.2.1.4.  Analiza cyklu komorkowego komorek PCC

Komorki linii PANC-1, AsPC-1, BXPC-3 i zostaly wysiane na ptytkach 6-dotkowych

w liczbie 2x10° komérek/dotek. Po 24 godzinach komérki poddano dziataniu lekow:

1. GEM 10pM,
2. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w rownych stezeniach (10uM + 10uM),
3. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w réznych stezeniach (10uM + 2mM).

Grupe kontrolng stanowity komorki nietraktowane lekami. Komorki inkubowano przez 24
godziny w 37°C i 5% CO,. Naste¢pnie komorki strypsynizowano i utrwalano 70% etanolem
przez noc w 4°C. Alkohol usuni¢to i dodano 100pg/ml RNAzy i 100pg/ml jodku
propidyny. Inkubowano w ciemnos$ci 20 minut, RT. Zbadano cykl komérkowy przy uzyciu

cytometrii przeptywowej (BD FACS Lyric). Jodek propidyny przenika przez blong
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komorkowsa utrwalonych komoérek, po czym wigze si¢ z DNA 1 interkaluje pomiedzy
komplementarnymi zasadami azotowymi. Stezenie fluorescencji jodku propidyny jest
proporcjonalne do ilosci DNA w komorce, dzigki czemu mozna okres$li¢ proporcje miedzy

komoérkami w poszczegdlnych fazach cyklu:

e GO0/G1 - komorki niedzielace sie/przygotowujace do podziatu,
e S -—komorki w czasie replikacji DNA,
e G2/M - komorki po replikacji DNA.

4.2.15. Traktowanie gemcytabing oraz NLPZ komorek BM-MSC oraz

przygotowanie pozywek kondycjonowanych

Przygotowano nastepujace roztwory gemcytabiny i NLPZ w pozywkach
hodowlanych bez dodatku hPLT:

1. GEM 10uM;
2. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w rownych stezeniach (10uM + 10uM)

Powyzsze stezenia ustalono na podstawie wynikow uzyskanych w tescie MTS dla

komorek BM-MSC oraz PCC.

Leki dodano do subkonfluentnych komoérek BM-MSC. Po 24 godzinach usunigto pozywke
hodowlang z lekami, a komorki przemyto dwukrotnie PBS celem pozbycia si¢ wolnych
lekow. Komoérki BM-MSC oddzielono od podloza za pomocg trypsyny
i sprawdzono ich zywotno$¢. W tym celu komorki ptukano jednokrotnie za pomoca PBS,
a nast¢pnie dodano SuL. DAPI — barwnika fluorescencyjnego wiazacego si¢ z DNA. Po 5
minutach inkubacji wykonano odczyt na cytometrze przeptywowym (BD FACS Lyric).

Komorki w liczbie 1x108 zawieszono w pozywce bez hPLT i przeniesiono do nowej butelki
hodowlanej 75cm?. Po 24 godzinach zebrano pozywki kondycjonowane

i przefiltrowano przez filtr 0,22um. Uzyskano nast¢pujace pozywki kondycjonowane:

1. znad komérek BM-MSC nietraktowanych (CM),
2. znad komérek BM-MSC traktowanych GEM (CM-G),
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3. znad komorek BM-MSC traktowanych GEM i ASA (CM-G+A), GEM i IBU (CM-
G+l), GEM i FLU (CM-G+F).

Zebrane pozywki kondycjonowane przechowywano w -70°C.

Z kolei komorki BM-MSC strypsynizowano i przemyto dwukrotnie PBS. Uzyskano w ten

Sposob:

1. BM-MSC bez leku (BM-MSC),
2. BM-MSC z dodatkiem GEM (BM-MSC-G),
3. BM-MSC z dodatkiem GEM i FLU (BM-MSC-G+F).

Komorki te wykorzystano do przygotowania kokultury z komérkami PCC tego samego

dnia.

4.2.1.6. Ocena cytotoksycznosci pozywek kondycjonowanych znad BM-MSC na
komorki PCC

Komorki linii PANC-1, AsPC-1 i BXPC-3 wysiano na ptytki 96-dotkowe w ilosci
2x10% komorek/dotek. Po 24 godzinach inkubacji komoérki traktowano pozywkami
kondycjonowanymi znad BM-MSC (CM, CM-G, CM-G+A, CM-G+l, CM-G+F).

Pozywki kondycjonowane rozcieficzono 1:1 pozywka odpowiednig dla danej linii
komorkowej. Po 24, 48 1 72 godzinach inkubacji, do dotkéw dodano odczynnik MTS
I inkubowano 1,5 godziny. Nastgpnie zmierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
490nm za pomocg czytnika do mikroptytek. Procent zywych komoérek obliczono wg wzoru

podanego powyzej w punkcie 5.2.1.2.

4.2.1.7.  Badanie apoptozy i nekrozy w komorkach PCC po traktowaniu pozywkg
kondycjonowang znad BM-MSC

Komoérki linii PANC-1, AsPC-1 i BxPC-3 inkubowano 72 godziny w pozywce
kondycjonowanej znad BM-MSC: CM, CM-G, CM-G+F.

Pozywki kondycjonowane rozcienczono 1:1 pozywka dla danej linii komodrkowe;.

Nastepnie komorki oddzielono od podtoza za pomocg trypsyny 1 wykonano barwienie za
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pomoca Aneksyny V i 7-AAD przy uzyciu zestawu FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit with 7-AAD. Detekcje komoérek apoptotycznych i nekrotycznych wykonano przy
uzyciu cytometrii przeptywowej (BD FACS Lyric).

4.2.1.8. Ocena ekspresji biatek kaspazy-3, PARPL, p-Ser-GSK3f oraz FAS
metodq immunochemiczng (Western blot) w komorekach PCC po

traktowaniu kombinacjg GEM+FLU oraz CM

Komoérki linii PANC-1, AsPC-1 i BxPC-3 wysiano na szalki o promieniu 6 cm w
liczbie 4x10° komorek i poddano dziataniu GEM (10 pM), GEM+FLU w réwnych
stezeniach (10 pM+10 uM) oraz GEM + FLU w r6znych stezeniach (10 uM + 2mM) przez
24 lub 48 godzin. Ponadto komorki traktowano pozywka kondycjonowang pochodzaca
znad BM-MSC: CM, CM-GEM oraz CM-GEM + FLU, rozcienczong 1:1 w pozywce
przeznaczonej dla danej linii komorkowej, przez 72 godziny. Po inkubacji, komorki
oddzielono od naczynia hodowlanego za pomoca trypsyny, ptukano dwa razy roztworem
PBS, a nastepnie suchg peletke komorek zamrozono w -80°C. W celu uzyskania lizatow
komoérkowych, zamrozone peletki zawieszono w buforze lizujacym IP uzupelionym
inhibitorami proteaz (PMSF, pepstatyna A, aprotynina i leupeptyna) oraz inhibitorami
fosfataz, aby zapobiec degradacji biatek i defosforylacji. Zawiesing inkubowano w 4°C, 20
minut, a nastgpnie wirowano 20 minut z predkoscig 14000 rpm w 4°C. Pobrano nadsgcz
i okreslono stezenie biatka metodg Bradforda. Do probek dodano bufor SDS-PAGE, do
nanoszenia biatek na zel, w 0,5 objetosci probki. Nastgnie przeprowadzono denaturacje

termiczng w 95°C, 5 minut. Uzyskane lizaty przechowywano w -80°C.

Lizaty komérkowe (15-30 ng biatka) poddano rozdzialowi za pomoca elektroforezy SDS-
PAGE na zelach o stezeniu 8% lub 13%, w zaleznosci od masy czasteczkowej
analizowanego biatka. Zastosowano wzorzec wielkosci biatek Prestained Protein Ladder.
Przeprowadzono elektroforez¢ w buforze do elektroforezy biatek (pH 8,8) w napigciu 75-

105V przez 1,5 godziny.

Nastepnie biatka przeniesiono na membrany PVDF metodg elektrotransferu w buforze do
elektrotransferu (pH 8,3-8,6), przez 2 godziny w natezeniu 370 mA w 4°C. Przed inkubacja
z przeciwcialami pierwszego rzedu, membrany blokowano przez 1 godzing w temperaturze

pokojowe] w roztworze blokujacym zawierajacym 5% odtluszczonego mleka w PBS
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z dodatkiem 0,1% Tween-20, aby zredukowac nieswoiste wigzanie przeciwcial. Do
wykrywania badanych biatek uzyto nastepujacych przeciwcial pierwszorzedowych
kroliczych: anty-kaspaza-3 (Aspl75), anty-P-Ser-GSK3p, anty-Fas,
a takze mysich: anty-PARP oraz anty-HSC70 (przeciwciato kontrolne). Wszystkie
przeciwciala pochodza z Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA. Inkubacje

z przeciwcialami prowadzono przez catg noc w temperaturze 4°C w roztworze blokujacym.

Membrang ptukano pigciokrotnie w roztworze TBST, nastgpnie umieszczono
w roztworze przeciwciata drugorzedowego. Detekcje biatek przeprowadzono przy uzyciu
przeciwcial drugorzedowych sprz¢zonego z peroksydaza chrzanowa (HRP) skierowanych
przeciwko anty-mysz lub anty-krolik. Sygnal wizualizowano metodg chemiluminescencji
przy uzyciu substratow dla peroksydazy chrzanowej SuperSignal West Pico lub
SuperSignal West Femto (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Wywotano na
kliszy fotograficznej na wywotywarce OPTIMAX Automated X-Ray Film Processor.

4.2.1.9.  Barwienie za pomocg barwnika cytoplazmatycznego CFDA

Komorki nowotworowe linii PANC-1, AsPC-1 oraz BxPC-3 wysiano na butelki
hodowlane o powierzchni 25 cm? i hodowano do uzyskania 80% konfluencji. W celu
wykonania barwienia za pomoca barwnika cytoplazmatycznego CFDA, komorki
oddzielono od podloza za pomocg trypsyny, jednokrotnie ptukano buforem PBS
I zawieszono w roztworze PBS zawierajagcym barwnik CFDA w stezeniu 5uM (Vybrant™
CFDA SE Cell Tracer Kit, Thermo Fisher Scientific). Zawiesing inkubowano przez 15
minut w temperaturze 37 °C. Po inkubacji komorki ponownie odwirowano i zawieszono w
$wiezej pozywce hodowlanej. Tak wybarwione komodrki wykorzystywano do obserwacji
mikroskopowych (Metody badan 5.2.1.10) oraz w badaniu kokultury z komoérkami BM-
MSC (Metody badan 5.2.1.11)

4.2.1.10. Obserwacje mikroskopowe komorek PCC poddanych dziataniu GEM
i NLPZ

Komorki nowotworowe linii PANC-1, AsPC-1 oraz BXPC-3 zabarwione za pomocg
barwnika CFDA wysiano na szkietka z komorami typu chamber-slides w zaggszczeniu

2x10* komérek na studzienke. Po 24 godzinach inkubacji komérki poddano dziataniu:
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1. GEM 10uM,
2. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w rownych stezeniach (10uM + 10uM),
3. GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w roznych stezeniach (10uM + 2mM).

Po 24 godzinach inkubacji komoérki ptukano dwukrotnie PBS i utrwalano zimnym
70% etanolem przez 15 minut, po czym powtdrzono ptukanie PBS. Komory usunig¢to
pozostawiajac szkietko podstawowe z utrwalonymi komorkami do wyschnigcia. Na
szkietko podstawowe rozprowadzono réwnomiernie 20puL medium zamykajacego z DAPI
(Antifade Mounting Medium with DAPI) wybarwiajac rdwnoczesnie jadra komorkowe,
przykryto szkietkiem nakrywkowym. Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu

fluorescencyjnego Zeiss.

4.2.1.11. Kokultura komérek BM-MSC traktowanych GEM i FLU z komérkami
PCC

Komorki linii PANC-1, AsPC-1 oraz BxPC-3 zabarwione za pomocg barwnika
CFDA, wysiano na ptytki 6-dotkowe w ilosci 1x10° komérek na dotek. Po 24 godzinach
inkubacji do komoérek PCC dodano komoérki BM-MSC natywne (kontrola), BM-MSC-
GEM Ilub BM-MSC-GEM+FLU w ilosci 1:2 oraz 1:3. Po 24 godzinach inkubaciji,
kokultury oddzielono od podtoza hodowlanego za pomoca trypsyny. Nastepnie przy uzyciu
cytometrii przeptywowej (BD FACS Lyric) porownano stosunek komorek BM-MSC
(niebawionych CFDA) do komorek odpowiedniej linii PCC (barwionych CFDA).

4.2.1.12. Analiza statystyczna

Wszystkie eksperymenty powtorzono co najmniej trzykrotnie, a wyniki
przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe (SD). Analizy statystyczne
wykonano przy uzyciu programu GraphPad Prism. Poréwnania wielu grup danych
przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), przy czym
wartosci *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 oraz ****p < 0,0001 uznano za istotne
statystycznie. W przypadku naruszenia zatozenia jednorodno$ci wariancji (sprawdzanego
testem Brown-Forsythe) zastosowano wariant ANOVA wedlug Welcha, a dla analiz post-

hoc — test Dunnetta T3. W pozostalych przypadkach wykorzystano klasyczng
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jednoczynnikowa ANOVA z testami Sidaka lub Holm-Sidaka do poréwnan wybranych
grup (np. pojedynczy lek vs. kombinacja lekow).

4.2.2. Badania chemiczne

4.2.2.1.  Synteza kwasu acetylosalicylowego

W zlewce umieszczono 7 g (0,05 mol) kwasu salicylowego, 14 ml (0,15 mol)
bezwodnika octowego oraz kilka kropli kwasu fosforowego (V). Zlewke przykryto
szkietkiem zegarkowym i umieszczono w reaktorze mikrofalowym na 5 minut (moc
reaktora 400 W). Zlewke pozostawiono do ochtodzenia, a nast¢gpnie umieszczono w tazni
lodowej, w celu rozpoczecia krystalizacji. Nastepnie wykonano rekrystalizacje z etanolu
oraz saczenie na goraco z weglem aktywnym. Z przeprowadzonej syntezy otrzymano 4,05

g kwasu acetylosalicylowego (wydajnos$¢ 79%, temperatura topnienia 135°C).

4.2.2.2. Opis syntezy chlorkow kwasowych wybranych niesteroidowych lekow

przeciwzapalnych

W kolbie okragtodennej rozpuszczono 0,5 g aspiryny (2,7 mmol) w 5 ml zimnego
chloroformu. W celu ujednolicenia roztworu zastosowano sonikacj¢ przez okoto 2 minuty.
Nastepnie dodano stopniowo, kroplami, 0,6 ml chlorku tionylu (stosunek molowy 1:2.5).
Zastosowano reaktor mikrofalowy przez 6 cykli po 30 sekund o mocy 400W.
Rozpuszczalnik odparowano z zastosowaniem wyparki prozniowej. Otrzymany zwigzek
pozostawiono do wykrystalizowania. Nastepnie wykonano rekrystalizacj¢ oraz saczenie na
goraco z weglem aktywnym, w celu oczyszczenia zwigzku. Z przeprowadzonej syntezy

otrzymano 0,47g chlorku kwasowego aspiryny (wydajnos$¢ 85%).

Wedlug powyzszej procedury (zachowujac stosunek molowy substratow 1:2,5)

zsyntezowano takze:

a. Chlorek kwasowy ibuprofenu z 0,5 g ibuprofenu (2,4 mmol) otrzymujac 0,49 g
chlorku kwasowego ibuprofenu (wydajnos¢ 90%)
b. Chlorek kwasowy flurbiprofenu z 0,5 g flurbiprofenu (2 mmol) otrzymujac 0,45 g

chlorku kwasowego flurbiprofenu (wydajnos¢ 84%)
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c. Chlorek kwasowy ketoprofenu z 0,2 g ketoprofenu (0,78 mmol) otrzymujac 0,18 g
chlorku kwasowego ketoprofenu (wydajnos¢ 86%)
d. Chlorek kwasowy naproksenu z 0,2 g naproksenu (0,9 mmol) otrzymujac 0,17 g

chlorku kwasowego naproksenu (wydajnos$¢ 81%)

4.2.2.3.  Syntezy koniugatow cytydyny z wykorzystaniem chlorkow kwasowych:
4.2.2.3.1. Synteza koniugatu cytydyny i kwasu acetylosalicylowego

Chlorek kwasowy kwasu acetylosalicylowego o masie 0,222 g (1,1 mmol) oraz
0,25g cytydyny (1 mmol) rozpuszczono w 3 ml pirydyny. Otrzymany roztwor poddano
dziataniu reaktora mikrofalowego 0 mocy 400 W przez 5 cykli po 30 sekund, a nastepnie
mieszano przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. Uzyto wyparki préozniowej w celu
odparowania rozpuszczalnika. Przeprowadzono rekrystalizacj¢ w metanolu. Wykonano
chromatografi¢ kolumnowa =z zastosowaniem rozpuszczalnika DCM:MeOH 9:1.

Z przeprowadzonej syntezy otrzymano 0,05 g zwigzku (wydajnos¢ 52%).
4.2.2.3.2. Proba syntezy koniugatu cytydyny i naproksenu

Chlorek kwasowy naproksenu o masie 0,24 g (1 mmol) oraz 0,25 g cytydyny
(1 mmol) rozpuszczono w 3 ml pirydyny. Otrzymany roztwor poddano dziataniu reaktora
mikrofalowego przez 5 cykli po 30 sekund (moc reaktora 400W), a nastgpnie mieszano
przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. Uzyto wyparki prozniowe] w celu
odparowania rozpuszczalnika. Przeprowadzono rekrystalizacje w metanolu. Wykonano
chromatografi¢ kolumnowa z zastosowaniem rozpuszczalnika DCM:MeOH 9:1.
Z przeprowadzonej syntezy otrzymano oleista substancje o jasnozottym zabarwieniu

w bardzo malej ilosci.
4.2.2.3.3. Proba syntezy koniugatu cytydyny i ketoprofenu

Chlorek kwasowy ketoprofenu o masie 0,151 g (0,55 mmol) oraz 0,123 g cytydyny
(0,5 mmol) rozpuszczono w 2 ml pirydyny. Otrzymany roztwor poddano dziataniu reaktora
mikrofalowego przez 5 cykli po 20 sekund (moc reaktora 400 W), a nastepnie mieszano
przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. Uzyto wyparki prozniowej w celu

odparowania rozpuszczalnika. Przeprowadzono rekrystalizacj¢ w metanolu. Wykonano
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chromatografi¢ kolumnowg z zastosowaniem rozpuszczalnika DCM:MeOH 9:1.

Z przeprowadzonej syntezy otrzymano oleista substancje w bardzo niewielkiej ilosci.

4.2.2.3.4. Préba syntezy koniugatu cytydyny i flurbiprofenu

Chlorek kwasowy flurbiprofenu o masie 0,15 g (0,53 mmol) oraz 0,123 g cytydyny
(0,5 mmol) rozpuszczono w 2 ml pirydyny. Otrzymany roztwor poddano dziataniu reaktora
mikrofalowego o mocy 400 W przez 5 cykli po 20 sekund, a nastepnie mieszano przez 48
godzin w temperaturze pokojowej. Uzyto wyparki prozniowej w celu odparowania
rozpuszczalnika. Przeprowadzono rekrystalizacj¢ w metanolu. Z przeprowadzonej syntezy

otrzymano oleistg substancje w niewielkiej ilosci.

4.2.2.4. Syntezy koniugatow cytydyny z chlorkami kwasowymi NLPZ
z zabezpieczeniem grup hydroksylowych C-3’ oraz C-5’ cytydyny
4.2.24.1. Reakcja cytydyny z chlorkiem kwasowym aspiryny

W kolbie okragtodennej rozpuszczono 0,125 g cytydyny (0,51 mmol) w 4 mi
pirydyny. Do roztworu dodano 0,17 ml TIPDSICl, (0,53 mmol) kroplami, w celu
zabezpieczenia grup hydroksylowych C-3° i C-5’. Mieszano w temperaturze pokojowej
przez 48 godzin. Otrzymano biaty, sililowany zwiazek, do ktorego dodano
0,2 g chlorku kwasowego aspiryny (1 mmol) w 3 ml pirydyny. Mieszano w temperaturze

pokojowej przez 48 godzin.

Do roztworu dodano 10 ml DCM oraz 10 ml nasyconego roztworu NaHCOs3. Ekstrahowano
trzykrotnie z zastosowaniem DCM. Zebrang faze¢ organiczng osuszono siarczanem

magnezu. Pozostawiono do odparowania. Uzyskano produkt w fazie oleistej.

Uzyskany koniugat odbezpieczono bez oczyszczania za pomoca 1 M TBAF w THF (0,3
ml). Calo$¢ mieszano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik usunigto
pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano Kleisty, bezbarwny zwigzek zanieczyszczony
pirydyna, ktéry nastepnie oczyszczono metoda chromatografii kolumnowej w uktadzie

eluentow DCM:MeOH 9:1.
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4.2.2.4.2. Reakcja cytydyny z chlorkiem kwasowym flurbiprofenu

Do roztworu cytydyny o masie 0,126 g (0,52 mmol) w pirydynie (4 ml) powoli,
przy cigglym mieszaniu, dodano 0,17 ml TIPDSiCl. w celu zabezpieczenia grup
hydroksylowych w pozycjach C-3° i C-5’. Reakcje¢ prowadzono w kolbie okragtodenne;j,
mieszajagc mieszaning w temperaturze pokojowej przez 48 godzin. Otrzymano bialy
zwigzek, ktory rozpuszczono w 3 ml pirydyny. Do otrzymanego roztworu wprowadzono
chlorek kwasowy flurbiprofenu o masie 0,15 g (0,5 mmol). Mieszaning ponownie mieszano

w temperaturze pokojowej przez kolejne 24 godziny.

Do roztworu dodano 10 ml DCM oraz 10 ml nasyconego roztworu NaHCOs3. Ekstrahowano
trzykrotnie z zastosowaniem DCM. Zebrang faz¢ organiczng osuszono siarczanem

magnezu. Pozostawiono do odparowania. Uzyskano produkt w fazie oleistej.

Uzyskany koniugat odbezpieczono bez oczyszczania za pomocg 1 M TBAF w THF (0,3
ml). Cato$¢ mieszano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik usunieto
pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano kleisty, ciemnozoity zwigzek zanieczyszczony

pirydyna. metoda chromatografii kolumnowej w uktadzie eluentow DCM:MeOH 9:1.

4.2.25.  Syntezy koniugatow cytydyny z NLPZ z uzyciem srodka sieciujgcego DCC

4.2.25.1. Synteza koniugatu cytydyny z kwasem acetylosalicylowym
z uzyciem DCC w DCM

W kolbie okragtodennej rozpuszczono 94 mg (0,52 mmol) aspiryny w 10 ml DCM,
mieszano. Dodano kolejno 100 mg DCC (0,49 mmol), 57 mg HOSu (0,5 mmol) i 133 mg
cytydyny (0,54 mmol). Mieszano 24 godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie
metny roztwor reakcyjny przesaczono grawitacyjnie. Przesacz odparowano za pomoca
wyparki prozniowej w 40°C. Produkt oczyszczono na ztozu krzemionkowym za pomocg
chromatografii kolumnowej z zastosowaniem mieszaniny toluenu:octanu etylu 10:1 do 6:1.

Uzyskano produkt lekko zotty, kleisty z bardzo niska wydajnos$cia.

67



4.2.2.5.2. Reakcja koniugatu cytydyny z kwasem acetylosalicylowym
zuzyciem DCC

W celu otrzymania koniugatu estrowego cytydyny i kwasu acetylosalicylowego

przygotowano dwa roztwory:

Roztwor A: 360 mg aspiryny (2 mmol) rozpuszczono w 20 ml chloroformu,
a nastepnie dodano 412 mg DCC (2 mmol). Po okoto 3 minutach mieszania roztwor

zmetniat. Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing.

Roztwor B: 486 mg cytydyny (2 mmol) i 16 mg DMAP rozpuszczono w 24 ml DMF.

Mieszano okoto 15 minut.

Nastegpnie dodano roztwér B do A 1 mieszano przez 48 godzin w temperaturze pokojowe;.
Roztwor byt ciepty 1 zmetnial po okoto 3 minutach. Po reakcji wytracito si¢ duzo biatego
osadu (N,N'-dicykloheksylomocznika, DCU), roztwor przesaczono grawitacyjnie.
Rozpuszczalnik z przesaczu odparowywano pod zmniejszonym ci$nieniem. Do otrzymane;j
pozostatosci dodano zimnej wody (90 ml). Roztwor zmgtniat, powstaty geste grudki
biatego produktu, ktére odsaczono pod zmniejszonym ci$nieniem. Przesacz byl metny,
mleczny. Pozostato$¢ w kolbie po przesaczeniu rozpuszczono w metanolu. Wytworzyly sig

krysztaly. Wykonano rekrystalizacj¢ z etanolu, oczyszczono na weglu aktywnym.

4.2.25.3. Reakcja koniugatu estrowego cytydyny z ibuprofenem z uzyciem
DCC

W celu otrzymania koniugatu estrowego cytydyny i ibuprofenu przygotowano dwa

roztwory:

Roztwor A: W kolbie okraglodennej umieszczono 413 mg ibuprofenu (0,2 mmol),
rozpuszczono w 20 ml chloroformu, a nastepnie dodano 412 mg DCC (0,2 mmol). Po okoto
3 minutach mieszania roztwor zme¢tniat. Mieszaning reakcyjng mieszano w temperaturze

pokojowej przez 1 godzing.

Roztwor B: W kolbie okraglodennej umieszczono 486 mg cytydyny (2 mmole) i 21 mg

DMAP. Substancje rozpuszczono w 30 ml DMF (roztwér B). Mieszano okoto 15 minut.
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Nastepnie dodano roztwor B do A i mieszano przez 48 godziny w temperaturze pokojowej.
Nie zaobserwowano osadu DCU, mimo tego roztwdr przesgczono grawitacyjnie.
Rozpuszczalnik z przesaczu odparowano pod zmiejszonym ci$nieniem. Do otrzymanej
pozostatosci dodano zimnej wody (90 ml). Roztwor podzielit si¢ na dwie fazy. Pomiedzy
fazami roztworu powstal bialy osad. Odsaczono roztwor pod zmniejszonym ci$nieniem.
Klarowny przesgcz odparowano z zastosowaniem wyparki prézniowej. Dodano 30 ml
wody. Wiytracit si¢ bialy osad w bardzo duzej ilosci. Ponownie odsaczono pod
zmniejszonym ci$nieniem. Do przesaczu dodano okoto 10 ml wody. Mniej metny roztwor
odsgczono. Odparowano przesgcz pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymano klarowny,
zatezony przesacz. Wykonano chromatografi¢ kolumnowa w uktadzie rozpuszczalnikow

chloroform:metanol 1,5:8,5.

4.2.2.6.  Synteza koniugatu cytydyny z uzyciem srodka sieciujgcego EDC

4.2.2.6.1. Synteza koniugatu cytydyny z ibuprofenem z uzyciem EDCI
w DMF:DMSO

Do 3 ml DMF:DMSO (3:1) dodano N-metylomorfoling (0,065 ml; 0,6 mmol),
mieszano okoto 5 minut. Nastepnie, kolejno 121 mg cytydyny (0,5 mmol), 81 mg HOBt
(0,6 mmol), 123 mg ibuprofenu (0,6 mM), 153 mg EDCI (0,8 mmol). Mieszaning reakcyjng
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng do 60°C przez 24 godziny. Po okoto 2 minutach

mieszania, roztwor przybrat intensywnie zotte zabarwienie, klarowny.

Po 24 godzinach roztwor wlano do lodowatej wody, zaobserwowano szybkie metnienie.
Mieszaning ekstrahowano octanem etylu 3 razy po 10 ml. Fazg organiczng przemyto 20%
roztworem chlorku litu, nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu oraz solanka.

Osuszono nad bezwodnym MgSOa.

Uzyskano bezbarwna faze organiczng, z ktorej odparowano rozpuszczalnik za pomoca
wyparki prézniowej w temperaturze 70°C. W celu oczyszczenia zwigzku zastosowano
chromatografi¢ cienkowarstwowa w ukltadzie rozpuszczalnikow toluen:octan etylu 1:1.

Uzyskano kleisty zwigzek o jasnozoltym zabarwieniu (wydajno$¢ 21%).
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4.2.27. Synteza koniugatu gemcytabiny i kwasu acetylosalicylowego

z wykorzystaniem DCC

W celu otrzymania koniugatu estrowego gemcytabiny i kwasu acetylosalicylowego

przygotowano dwa roztwory:

Roztwdr A: W kolbie okragltodennej rozpuszczono 360 mg kwasu acetylosalicylowego
(2 mmol) w 20 ml chloroformu. Nastepnie dodano 412 mg DCC (2 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Po 5 minutach

obserwowano zmetnienie mieszaniny.

Roztwor B: Do kolby okragtodennej dodano 600 mg chlorowodorku gemcytabiny
(2 mmol) oraz 20 mg DMAP. Substancje rozpuszczono w 30 ml DMF. Proces
przyspieszono stosujac tazni¢ ultradzwigkowa przez 8 minut. Otrzymano klarowny

roztwor.

W kolejnym etapie potaczono roztwdr A i B, po czym kontynuowano mieszanie przy
uzyciu mieszadla magnetycznego w temperaturze pokojowej. Po 8 minutach, mieszanina
ponownie ulegla zmetnieniu, a reakcja przebiegata z wydzieleniem ciepla (reakcja

egzotermiczna). Calo$¢ mieszano przez 48 godzin.

Po zakonczeniu reakcji odsaczono grawitacyjnie biaty osad DCU, bedacy produktem
ubocznym reakcji z uzyciem DCC. Z przesaczu odparowano czg¢$ciowo rozpuszczalnik na
wyparce prozniowej w 60°C, a nastgpnie dodano 90 ml zimnej wody, co spowodowato
zmetnienie roztworu. Osad przesaczono grawitacyjnie. Przesgcz ekstrahowano trzykrotnie
z zastosowaniem octanu etylu. Zebrang faze organiczng przemyto 5% roztworem HCI,
nasyconym roztworem NaHCOs3 i solankg. Osuszono siarczanem magnezu. Pozostawiono
do odparowania. Wykonano rekrystalizacj¢ w goracym etanolu z oczyszczaniem na weglu
aktywnym. Wykonano chromatografi¢ cienkowarstwowa w ukladzie eluentow
chloroform:metanol 8,5:1,5. Z powodu wysokiego wysuniecia produktu na plytce
chromatograficznej zastosowano inny uktad eluentéw DCM:octan etylu (6:1) 1 zwolnienia

retencji.
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4.2.2.8. Synteza koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku molowym

substratow 1:1 z wykorzystaniem DCC

Przygotowano dwa roztwory:

Roztwor A: W kolbie okragtodennej rozpuszczono 412,6 mg ibuprofenu (2 mmol) w 20 ml
chloroformu. Nastepnie, do roztworu dodano 412 mg DCC (2 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano W temperaturze pokojowej przez 1 godzinge. Otrzymano metny

roztwor.

Roztwor B: W kolbie okraglodennej rozpuszczono 600 mg chlorowodorku gemcytabiny (2
mmol) i 20 mg DMAP w 30 ml DMF. Mieszaning poddano dziataniu ultradzwigckow przez

5 minut. Uzyskano klarowny roztwor.

Potaczono roztwory A i B i kontynuowano mieszanie W temperaturze pokojowej. Po 6
minutach roztwor zmgtnial, zaobserwowano zaj$cie reakcji egzotermicznej. Roztwor
mieszano przez kolejne 48 godzin. Odsaczono grawitacyjnie biaty osad DCU, ktory

stanowi produkt uboczny. Nastepnie na wyparce odparowano czg¢$¢ przesaczu.

Do uzyskanej pozostatosci dolano 90 ml zimnej wody. Przesacz ekstrahowano trzykrotnie
z zastosowaniem octanu etylu. Zebrang faze¢ organiczng przemyto 5% roztworem HCI,
nasyconym roztworem NaHCOs3 i solankg. Osuszono siarczanem magnezu. Pozostawiono
do odparowania. Uzyskano produkt w fazie oleistej. Wykonano chromatografi¢

cienkowarstwowa w uktadzie eluentow chloroform:metanol 8,5:1,5.
4.2.2.8.1. Preparatywna chromatografia cienkowarstwowa fazy organicznej

W celu oczyszczenia otrzymanych koniugatow pochodzacych z mieszanin
poreakcyjnych zastosowano preparatywng chromatografi¢ cienkowarstwows. Do komory
chromatograficznej wprowadzono mieszaning eluentow chloroform:metanol 8,5:1,5. Na
ptytke TLC do =zastosowan preparatywnych naniesiono cato$¢ organicznej fazy
poreakcyjnej uzyskanej po syntezie koniugatu estrowego gemcytabiny i ibuprofenu. Po
zakonczeniu rozwijania, ptytke wyjeto z komory i pozostawiono do catkowitego

wyschniecia. Nastepnie przystgpiono do mechanicznego oddzielenia widocznych stref
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odpowiadajgcych poszczegdlnym izomerom — zeskrobane fragmenty krzemionki
zawierajace wyodrebnione zwigzki umieszczono w osobnych zlewkach. Kazdg frakcje
poddano ekstrakcji w goracym etanolu, a nastgpnie przesaczono grawitacyjnie w celu
usuniecia pozostatosci stalych. Otrzymane roztwory analizowano za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej w celu oceny czystosci 1 obecnosci produktow.

Procedure powtarzano do otrzymania czystego koniugatu.

4.2.29. Synteza koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku molowym

substratow 1:2 z wykorzystaniem DCC

Przygotowano dwa roztwory:

Roztwor A: W kolbie okragtodennej rozpuszczono 2,042 g ibuprofenu (9,7 mmol) w 100
ml chloroformu. Nast¢pnie, do roztworu dodano 2,06 g DCC (9,7 mmol). Mieszaning
reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Otrzymano metny

roztwor.

Roztwor B: W kolbie okraglodennej rozpuszczono 1,5 g chlorowodorku gemcytabiny
(5 mmol) i 100 mg DMAP w 30 ml DMF. Mieszaning poddano dziataniu ultradzwigkow

przez 5 minut. Uzyskano klarowny roztwor.

Potaczono roztwory A 1 B 1 kontynuowano mieszanie w temperaturze pokojowej. Po 6
minutach roztwor zmetnial, zaobserwowano zajscie reakcji egzotermicznej. Roztwor
mieszano przez kolejne 48 godzin. Odsaczono grawitacyjnie bialy osad DCU, ktory

stanowi produkt uboczny. Nastepnie na wyparce odparowano czg¢$¢ przesaczu.

Do uzyskanej pozostatosci dolano 90 ml zimnej wody. Przesacz ekstrahowano trzykrotnie
z zastosowaniem octanu etylu. Zebrang faze organiczng przemyto 5% roztworem HCI,
nasyconym roztworem NaHCOs3 i solankg. Osuszono siarczanem magnezu. Pozostawiono
do odparowania. Uzyskano produkt w fazie oleistej. Wykonano chromatografi¢
cienkowarstwowg w uktadzie eluentow chloroform:metanol 8,5:1,5. W celu oczyszczenia
produktu wykonano chromatografie preparatywng zgodnie z wczes$niej podang procedura.

Otrzymano zwigzek o konsystencji przejrzystego kleju i1 jasnozoltym zabarwieniu.
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Nastepnie zwigzek analizowano za pomocg chromatografii HPLC przy dtugosci fali 225

nm oraz 250 nm w uktadzie rozpuszczalnikow MeOH:H20 7:3.

4.2.2.10. Synteza koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w polu mikrofalowym

w stosunku molowym substratow 2.1
Przygotowano dwa roztwory:

Roztwor A: W kolbie okraglodennej rozpuszczono 1,05 g ibuprofenu (5 mmol) w 50 ml
chloroformu. Nastepnie, do roztworu dodano 1 g (5 mmol) DCC. Mieszaning reakcyjng
ogrzewano w polu mikrofalowym przez 5 minut (moc reaktora 400 W), co pewien czas

mieszajac. Otrzymano klarowny roztwor.

Roztwor B: W kolbie okraglodennej rozpuszczono 750 mg chlorowodorku gemcytabiny
(2,5 mmol) i 50 mg DMAP w 50 ml DMF:DMSO 5:1. Mieszaning ogrzewano w polu

mikrofalowym przez 5 minut. Otrzymano klarowny roztwor.

Potaczono roztwory A i B, a nastgpnie prowadzono reakcje w polu mikrofalowym w 10
cyklach po 1 minucie, mieszajac roztwor pomiedzy cyklami. Mieszano 48 godzin w
temperaturze pokojowej. Odsaczono grawitacyjnie bialty osad DCU, ktory stanowi produkt

uboczny. Nastepnie na wyparce odparowano czgs$¢ przesaczu.

Do uzyskanej pozostatosci dolano 90 ml zimnej wody. Przesacz ekstrahowano trzykrotnie
z zastosowaniem octanu etylu. Zebrang faz¢ organiczng przemyto 5% roztworem HCI,
nasyconym roztworem NaHCOs i solankg. Osuszono siarczanem magnezu. Pozostawiono
do odparowania. Uzyskano produkt bezbarwny o kleistej konsystencji. Wykonano
chromatografi¢ cienkowarstwowa w uktadzie eluentow chloroform:metanol 8,5:1,5.
W celu oczyszczenia produktu wykonano chromatografie preparatywng zgodnie
z wczesnie] podang procedurg. Otrzymano zwigzek bezbarwny o konsystencji
przejrzystego kleju.

Po dwukrotnym oczyszczaniu za pomocg chromatografii preparatywnej, wykonano analize
chromatograficzng TLC w odwrdconej fazie RP-18F. Zwigzek rozpuszczaono W
mieszaninie MeOH:H2O 7:3. Nast¢pnie zwigzek analizowano za pomocg chromatografii

HPLC przy dlugosci fali 225 nm oraz 250 nm.
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4.2.2.11. Synteza koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w polu mikrofalowym

w stosunku molowym substratow 1:1

W celu otrzymania koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu z zastosowaniem reaktora

mikrofalowego przygotowano dwa roztwory:

Roztwor A: W kolbie okragglodennej rozpuszczono 200 mg ibuprofenu (1 mmol) w 10 ml
chloroformu. Nastepnie, do roztworu dodano 200 mg DCC (1 mmol). Mieszaning
reakcyjng ogrzewano w polu mikrofalowym przez 5 minut przy mocy reaktora 400 W,

co pewien czas mieszajac. Otrzymano klarowny roztwor.

Roztwor B: W kolbie okraglodennej rozpuszczono 150 mg chlorowodorku gemcytabiny
(1 mmol) i 10 mg DMAP w 12 ml DMEF. Mieszaning ogrzewano w polu mikrofalowym

przez 5 minut. Otrzymano klarowny roztwor.

Potaczono roztwory A i B i poddano je dziataniu pola mikrofalowego w 3 cyklach po 5
minut, z minutowg przerwa pomiedzy cyklami. Nastepnie roztwor mieszano przez kolejne
24 godziny w temperaturze pokojowej. Odsaczono grawitacyjnie biaty osad DCU, ktory

stanowi produkt uboczny. Nastepnie na wyparce odparowano czg¢$¢ przesaczu.

Zgodnie z procedurami powyzej wykonano trzykrotng ekstrakcj¢ w octanie etylu i wodzie.
Zebrang faze organiczng przemyto 5% roztworem HCI, nasyconym roztworem NaHCOs3
i solankg i osuszono siarczanem magnezu. Uzyskano produkt w fazie oleistej. Wykonano
chromatografi¢ cienkowarstwowa w uktadzie eluentow chloroform:metanol 8,5:1,5.

W celu oczyszczenia produktu wykonano chromatografie preparatywna.

4.2.2.12. Synteza koniugatu amidowego gemcytabiny i ibuprofenu

W kolbie okraglodennej rozpuszczono 591 mg chlorowodorku gemcytabiny (2
mmol) w 6 ml mieszaniny DMF:DMSO (3:1). Dodano 272 mg imidazolu (4 mmol)
1 mieszano 5 min w temperaturze pokojowej w celu zneutralizowania HCI. Po catkowitym

rozpuszczeniu dodano 610 pL TIPDSiCl: (2,2 mmol) kroplami, wcigz mieszajac. Roztwor
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mieszano przez 4 godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji, wlano
mieszaning do 70 mL zimnego eteru dietylowego. Wytracit si¢ bialy osad, ktory

przefiltrowano na zimno i przemyto 3 razy eterem dietylowym.

Do kolby okraglodennej dodano 412 mg ibuprofenu (2 mmol) i 3 mL DCM oraz 1 krople
DMF. Powoli wkroplono 190 pL SOCIl: (2,5 mmol). Mieszano w temperaturze pokojowej

przez 1 godzing. Po zakonczeniu reakcji odparowano SOCl: i DCM.

4.2.2.12.1.  Sprzezenie TIPDS-gemcytabiny i chlorku ibuprofenu

W celu otrzymania pochodnej amidowej gemcytabiny, zabezpieczonej grupa
TIPDS (TIPDS-gemcytabina) zastosowano procedur¢ kondensacji z uzyciem chlorku
kwasowego ibuprofenu. Do roztworu TIPDS-gemcytabiny w 3 ml DMF dodano chlorek
ibuprofenu rozpuszczony w 3 ml DCM. Pracowano na lodzie. Nastgpnie wprowadzono 600
pL (3 mmol) trietyloaminy petniacej funkcj¢ zasady wychwytujacej uwalniajacy si¢ HCI.
Reakcje¢ prowadzono przez noc w temperaturze pokojowej mieszajac. Utworzyt si¢ biaty
osad TEA*HCI, ktory przesaczono grawitacyjnie. Bezposrednio po zakonczeniu reakcji
sprzegania, bez uprzedniej izolacji powstalego produktu posredniego, przystgpiono do
usuniecia grup ochronnych TIPDS. W tym celu do przesaczu dodano 5 ml THF. Powoli
wkroplono 2mL TBAF i mieszano 3 godziny w temperaturze pokojowej. Postep reakcji

odbezpieczania kontrolowano za pomoca TLC w eluencie CH2Cl>:MeOH 8,5:1,5.

Po zakonczeniu odbezpieczania do mieszaniny reakcyjnej dodano 10ml zimnej wody
destylowanej i ekstrahowano 3 razy 10ml octanu etylu, a nast¢pnie przemyto 10 ml wody,
10 mL 5% roztworem HCI, 10 mL nasyconego NaHCO3 oraz solanka. Faze organiczng
0sSuszono siarczanem magnezu i pozostawiono do odparowania. Otrzymano szklisty olej

0 jasnozottym zabarwieniu.

4.2.2.13. Synteza koniugatu gemcytabiny z chlorkiem kwasowym ibuprofenu

Do kolby okraglodennej dodano 412 mg ibuprofenu (2 mmol), rozpuszczono w
3 ml DCM z dodatkiem 1 kropli DMF petiacego funkcj¢ aktywatora. Powoli wkroplono
190 uL SOCIL: (2,5 mmol), stale mieszajagc i chtodzac kolbe reakcyjng. Mieszano
w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Po zakonczeniu reakcji odparowano SOClz
i DCM za pomoca wyparki prozniowe;j.
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Do roztworu gemcytabiny (2 mmol) rozpuszczonej w 3 ml DMF dodano otrzymany
wczesniej chlorek ibuprofenu rozpuszczony w 3 ml DCM. Nastepnie wprowadzono 600
pL (3 mmol) trietyloaminy, mieszaning reakcyjng chtodzono przez pot godziny. Reakcje
prowadzono przez noc w temperaturze pokojowej, mieszano. Utworzyl si¢ bialy osad

TEA*HCI, ktory przesaczono grawitacyjnie.

Po zakonczeniu reakcji do mieszaniny reakcyjnej dodano 10 ml zimnej wody destylowanej
i ekstrahowano 3 razy 10ml octanu etylu, przemyto 10 ml wody, 10 ml 5% roztworem HCI,
10 ml nasyconego NaHCO3 oraz solankg. Faz¢ organiczng osuszono siarczanem magnezu,
odparowano za pomocg wyparki prozniowej. Otrzymano szklisty olej o jasnozottym

zabarwieniu.

4.2.2.14. Oczyszczanie estrow i amidow gemcytabiny z ibuprofenem metodg

chromatografii kolumnowej typu Flash z odwrécong fazqg C18

Surowy produkt reakcji sprzegania gemcytabiny z ibuprofenem uzyskanego metoda
prowadzong w temperaturze pokojowej, w polu mikrofalowym oraz z chlorkiem
kwasowym ibuprofenu po wczesniejszym zabezpieczeniu grup hydroksylowych C-3’ oraz
C-5° gemcytabiny, poddano oczyszczaniu metodg chromatografii kolumnowej na
kolumnie typu Flash z odwrocong fazag C18 (RediSep GOLD C18, 50 g). Produkty
przeznaczone do oczyszczania rozpuszczono w 1 mL metanolu i dodano na kolumng za

pomoca strzykawki.

Rozdzial przeprowadzono w systemie gradientowym przy uzyciu mieszaniny metanolu
1 wody (MeOH:H:0) jako fazy ruchomej. Do eluentow dodano 0,05% kwasu octowego,
w celu zapobiegania tailingowi. Elucj¢ monitorowano za pomocg detektora UV przy
dhugosciach fali 225 nm i 250 nm. Frakcje zbierano co 14 ml. Frakcje identyfikowano na
podstawie analizy metoda TLC na ptytkach z odwrdcong fazg RP-18. Rozwijanie
prowadzono w MeOH:H-0 7:3, wizualizowano pod UV.
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5. Wyniki badan

5.1. Czesé biologiczna

5.1.1. Izolacja komoérek BM-MSC

Komérki BM-MSC wyizolowano ze szpiku kostnego pobranego od zdrowych
dawcow szpiku. Material zawieszono w pozywce i dodano do butelek hodowlanych. Po 48
godzinach zaobserwowano na podlozu hodowlanym pojedyncze, adherentne komorki

o wrzecionowatym ksztalcie (Rysunek 10.).

Rysunek 10. Komorki BM-MSC wyizolowane ze szpiku kostnego obserwowane 48 godzinach hodowli.
Pasaz 0. Powigkszenie 10x (mikroskop $wietlny Zeiss Axiovert).

5.1.2. Fenotyp komérek BM-MSC

Mezenchymalne komorki macierzyste wyizolowane z ludzkiego szpiku kostnego
(BM-MSC), wykazywaly prawidlowa morfologi¢, zdolno$¢ do adhezji do powierzchni
naczynia hodowlanego oraz mozliwo$¢ namnazania si¢ w warunkach in vitro. Analiza
cytometryczna przeprowadzona na komoérkach w trzecim pasazu wykazata obecno$¢
charakterystycznych antygenow powierzchniowych dla komorek MSC: CD73+, CD90+
oraz CD105+, jednoczes$nie przy braku eskpresji markerow CD11b-, CD19-, CD34-,
CD45- i HLA-DR- (Rysunek 11.).
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Rysunek 11. Wykresy z cytometrii przeplywowej przedstawiajgce charakterystyke immunofenotypowq
komorek BM-MSC. Potwierdzono obecno$¢ antygendéw powierzchniowych charakterystycznych dla
komorek BM-MSC (CD73, CD90 i CD105) oraz jednoczesny brak ekspresji markerow specyficznych dla
linii komoérek krwi (CD11b, CD19, CD34, CD45 i HLA-DR). Komoérki MSC oznaczono kolorem niebieskim,
natomiast izotypowa kontrolg negatywna przedstawiono w kolorze czarnym.

5.1.3. Dzialanie cytotoksyczne GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU na BM-
MSC oraz PCC

W tesécie cytotoksycznosci MTS po 24 godzinach BM-MSC wykazaty niewielka
wrazliwo$¢ na GEM (Rysunek 12.) Przy najwyzszym testowanym stezeniu 100uM GEM
zaobserwowano spadek zywotno$ci komorek o zaledwie 10%. Traktowanie komorek BM-
MSC wybranym NLPZ nie wplywalo istotnie na przezycie komoérek w 24-godzinnym
tescie. Wykazano natomiast statystycznie istotne zwigkszenie toksycznosci kombinacji
GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w poroéwnaniu z samg GEM. Efekt ten byt
obserwowany dla szerokiego zakresu stezen (10nM-100uM).

Dwudziestoczterogodzinna ekspozycja na stezenie GEM+ASA od 0,1 uM
i wigksza spowodowata istotne zmniejszenie zywotnosci BM-MSC, przy czym efekt
nasilal si¢ wraz ze wzrostem stezenia. Wysokie dawki kombinacji (GEM 100 uM + ASP
100 uM) po 48 godzinach powodowaty spadek przezywalnosci o ponad 40%.

Kombinacja GEM+IBU po 24 godzinach ekspozycji wywotywala istotny spadek
zywotnosci przy stezeniach lekow > 1 uM, a najwiekszy obserwowano dla 100 uM GEM
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+ 100 uM IBU. Po 48 godzinach efekt toksyczny byt silniejszy, a zmniejszenie zywotnosci

nastepowato W nizszych stezeniach (> 0,1 uM).

W przypadku GEM+FLU, po 24 godzinach nie odnotowano istotnych zmian
zywotnosci BM-MSC dla wigkszosci kombinacji stezen, z wyjatkiem tendencji spadkowe;j
przy najwyzszych dawkach lekow. Po 48 godzinach ekspozycji, kombinacja GEM + FLU
wywotata wyrazny spadek zywotnosci, istotny statystycznie od stezenia 0,01 uM GEM,
z najwigkszym efektem dla stezen GEM 10-100 uM + FLU 10-100 uM.
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Rysunek 12. Zywotnos¢ BM-MSC poddanych dzialaniu ASA/IBU/FLU, GEM Ilub kombinacjg lekéw
GEM+ASA/IBU/FLU w réwnych steieniach w zakresie 0,01uM -100u4M. Kolorem niebieskim oznaczono
kontrolg, zielonym - ASA/IBU/FLU, czerwonym GEM, fioletowym -
GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU. Efekt oceniano za pomocg testu MTS, a nastepnie analizowano przy
uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA) z zastosowaniem testu wielokrotnych
poréwnan Sidaka, porownujac grupy GEM i GEM + ASA/IBU/FLU w kazdym badanym stgzeniu (* p <
0,05; **p<0,01; *** p <0,001; **** <0,0001). Dane przedstawiono jako §rednie = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow wykonanych w trzech powtdrzeniach.
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Analiza wpltywu GEM stosowanej samodzielnie oraz w potaczeniu z ASA, IBU
oraz FLU, wykazata istotne statystycznie zmniejszenie przezywalnosci komorek we
wszystkich analizowanych liniach koméorkowych nowotworowych trzustki (Rysunek 13.).
Zastosowanie kombinacji lekoéw w rownych stezeniach prowadzito do wyraznego nasilenia
efektu cytotoksycznego w poréwnaniu do GEM, co bylo szczegolnie widoczne po 48
godzinach inkubacji. W przypadku kombinacji GEM+ASA i GEM+FLU rd6znice
statystycznie istotne odnotowano we wszystkich liniach po traktowaniu st¢zeniem
zwigzkow 100nM+100nM 1 wyzszym po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji w
poréwnaniu z samg GEM. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic po poddaniu
dziataniu GEM+IBU komorek linii PANC-1 po 24 inkubacji z lekami. Najsilniejszy efekt
przeciwnowotworowy wykazano w przypadku kombinacji GEM + FLU — dla wszystkich
testowanych stezen i linii komorkowych odnotowano najnizsze warto$ci przezywalnosci.
Obserwowane zmiany byty istotnie nizsze niz w grupie GEM oraz kombinacji GEM +
ASA/IBU (p < 0,001). Wskazuje to, ze zarowno ASA, IBU, jak i FLU mogg zwigkszaé
skuteczno$¢ gemcytabiny, przy czym najwigkszy efekt synergistyczny we wszystkich

badanych liniach PCC wykazuje FLU.

W celu dalszej oceny potencjatu terapeutycznego potaczen lekowych, komorki linii
PANC-1, AsPC-1 i BXPC-3 poddano dziataniu GEM w dwoch stezeniach (1 uM i 10 uM)
w polaczeniu z wyzszym stezeniem ASA, IBU oraz FLU w stezeniach 1000 1 2000 uM
(Rysunek 14.). Po 24 i 48 godzinach inkubacji odnotowano istotne zmniejszenie
przezywalnosci wszystkich linii PCC w kombinacjach lekow w porownaniu do samej GEM
(p < 0,0001), a linig najbardziej wrazliwg na zastosowanie potgczen lekowych byty
komorki BXPC-3. Najwigkszy efekt cytotoksyczny uzyskano dla kombinacji GEM 10 uM
+ FLU 2000 uM, gdzie zywotnos$¢ komorek spadia ponizej 40% w kazdej z badanych linii.
Kombinacje GEM + ASA oraz GEM + IBU réwniez prowadzity do obniZenia Zywotnosci
W sposob istotny statystycznie w poréwnaniu do GEM zastosowanej samodzielnie. FLU
natomiast wykazal najsilniejszy efekt cytotoksyczny w kazdym modelu 1 czasie inkubacji,

co czyni go najbardziej obiecujagcym kandydatem do terapii skojarzonej z GEM.
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Rysunek 13. Proliferacja komorek linii PANC-1, AsPC-1 oraz BXPC-3 po 24 i 48 godzinach traktowania
GEM (kolor czerwony) oraz kombinacja GEM+ASA (kolor zielony), GEM+IBU (kolor zotty), GEM+FLU
(kolor fioletowy) w rownych stezeniach (0,01 pM—100 uM). Badanie wykonano za pomocg testu MTS,
a nastgpnie oceniono jednoczynnikowa analizg wariancji (one-way ANOVA) z zastosowaniem testu
wielokrotnych porownan Sidaka, porownujac grupy GEM i GEM + ASA/IBU/FLU w kazdym badanym
stezeniu (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** < 0,0001). Dane przedstawiono jako $rednie £ SD
z trzech niezaleznych eksperymentow wykonanych w trzech powtorzeniach.
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Rysunek 14. Zywotnos¢ komorek linii PANC-1, AsPC-1, BXPC-3 po 24 i 48 godzinach traktowania GEM
1 uM lub 10 uM (kolor czerwony) oraz kombinacjg lekéw w réznych stezeniach:
GEM 1M lub 10pM+ASA 1000uM (kolor jasnozielony),
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GEM 1pM lub 10uM + ASA 2000uM (kolor ciemnozielony),

GEM 1pM lub 10uM + IBU 1000uM (kolor z6tty),

GEM 1uM lub 10uM + IBU 2000uM (kolor jasnozotty),

GEM 1uM lub 10uM + FLU 1000uM (kolor jasnofioletowy,

GEM 1uM lub 10uM + FLU 2000uM (kolor ciemnofioletowy).

Efekt cytotoksyczny oceniano za pomoca testu MTS. Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu
analizy wariancji Welcha z korekta Brown-Forsythe’a, a nastgpnie testem wielokrotnych poréwnan Dunnett’s
T3, poréwnujac grupy: GEM 1uM z GEM 1uM + ASA/IBU/FLU 1 mM oraz GEM 1 pM + ASA/IBU/FLU
2 mM, a takze GEM 10uM z GEM 10uM + ASA/IBU/FLU 1mM oraz GEM 10uM + ASA/IBU/FLU 2mM
(* p <£0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ****p < 0,0001 ). Dane przedstawiono jako $rednie + odchylenie
standardowe (SD) z trzech niezaleznych eksperymentéow wykonanych w trzech powtdérzeniach.

Warto$¢  ICsp  obliczcono po 48 godzinach dla GEM  oraz
GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU (Tabela 5.) Dla linii komoérkowej PANC-1, ICso
kombinacji GEM+ASA, GEM+IBU, GEM+FLU w poréwnaniu z samg GEM wynosito
kolejno 106,1uM + 8,8; 115,5uM £ 10,2; 109,3uM + 9,6 do 228,2uM + 16,3. Dla AsPC-1
138uM £ 9,8; 123,8uM + 14,4; 1043uM + 7,3 do 194,6uM =+ 11,2. A takze dla
BxPC-3 22,6uM + 10,7; 38,7uM =+ 9,6; 1,.9uM + 0,5 do 98,6uM = 8,8, co wskazuje na
szczegolnie wysoka wrazliwo$¢ tej linii na kombinacje GEM i1 NLPZ. Najwicksza
opornos¢ zaobserwowano w przypadku BM-MSC, odpowiednio — 126uM =+ 16,3; 110uM
+11,2; 179,1uM + 13,5179,1 do 240uM + 19,8.

1Cs0 [uM] £ SD
PANC-1 AsPC-1 BxPC-3 BM-MSC
GEM 228,2+ 16,3 194,6 £ 11,2 98,6 + 8,8 240 + 19,8
GEM+ASA 106,1 + 8,8 138 £9.,8 22,6 +£10,7 126+ 16,3
GEM+IBU 115,54+ 10,2 1238+ 14,4 38,7+9,6 110+ 11,2
GEM+FLU 109,3+9,6 104,3+7,3 19+0,5 179,1 £ 13,5

Tabela 5. Wartosci ICso obliczone dla komorek PCC oraz BM-MSC po poddaniu ich dziataniu GEM
i GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU w rownych stezeniach po 48 godzinach.

Zwiazek

5.1.3.1.  Dobor stezen lekow do dalszych badan

Na podstawie uzyskanych wynikow badan cytotoksycznosci, do dalszych
eksperymentow wybrano stezenie GEM 10 uM, zar6wno w monoterapii, jak i w polaczeniu
z ASA, IBU oraz FLU. Dla kazdej kombinacji lekéw uwzgledniono dwa st¢zenia NLPZ —
10 uM oraz 2000 uM.

Kryteria doboru opieraty si¢ na dwoch kluczowych zatozeniach:

1. Zachowanie wysokiej przezywalnosci komérek BM-MSC, ktorych potencjal jako

no$niki lekow planowano zbada¢ w nast¢pnych etapach.
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2. Uzyskanie wyraznego, lecz kontrolowanego efektu cytotoksycznego wobec PCC
umozliwiajacego obserwacje ewentualnych rdznic synergistycznych wynikajacych

z zastosowania kombinacji GEM + NLPZ.

Wstepne analizy wykazaty, ze po 24 godzinach GEM 10 uM + NLPZ 10 uM
powoduja znaczny spadek zywotnosci komoérek nowotworowych ($rednio o 20-30% po 24
godzinach, wzgledem kontroli), przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej przezywalnosci
BM-MSC (>85%). Taki uktad umozliwia ocen¢ wczesnych efektow cytotoksycznych bez
nadmiernego uszkodzenia komorek BM-MSC, co jest kluczowe dla dalszych testow
z uzyciem BM-MSC jako nos$nikéw. Niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym, ktory
wykazywat najnizsza cytotoksycznos¢ wzgledem BM-MSC, a najwyzsza wobec komoérek

nowotworowych trzustki byt flurbiprofen.

Dodatkowo, do analizy wlaczono takze kombinacj¢ z wyzszym stezeniem NLPZ —
2000 uM, ktorego zastosowanie skutkowalo silniejsza cytotoksycznoscig. Ujgcie tej grupy
miato na celu umozliwienie bezposredniego poréwnania wptywu zwickszonego stezenia
NLPZ (przy zachowaniu tego samego stezenia GEM) na efekt terapeutyczny, co stanowi

istotny punkt odniesienia dla oceny skutecznosci terapii skojarzone;.

Wybrane kombinacje GEM oraz ASA, IBU oraz FLU do dalszych bada:

1. GEM 10 uM,
2. GEM 10 uM+ASA/IBU/FLU 10 uM,
3. oraz GEM 10 uM+ASA/IBU/FLU 2000 puM.

5.1.4. Analiza cyklu komérkowego oraz morfologii PCC poddanych dzialaniu
GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU

Wykonano analiz¢ cyklu komérkowego komodrek PCC poddanych dziataniu GEM
10 uM, GEM 10 pM+ASA/IBU/FLU 10 uM oraz GEM 10 uM+ASA/IBU/FLU 2000 uM
(Rysunek 15). W kontroli (komorki nietraktowane) rozktad komoérek w poszczegdlnych
fazach cyklu byl rownomierny pomiedzy liniami, z przewaga populacji w fazie G1 (ok.
56-69%) oraz umiarkowanym udziatem fazy G2/M (ok. 23-31%). Traktowanie komorek
PCC samg GEM (10 uM) powodowato wzrost odsetka komorek w fazie G1 w liniach
PANC-1 oraz AsPC-1 przy jednoczesnym spadku liczby komoérek w fazie G2/M.
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Zastosowanie kombinacji lekow GEM + ASA w nizszym stezeniu (10 uM)
spowodowato wzrost komorek w fazie G1 w przypadku linii PANC-1 i AsPC-1,
z niewielkim spadkiem w fazie G2/M. Z kolei w linii BxPC-3 zaobserwowano zatrzymanie
komorek w fazie G2/M i pojawienie si¢ komorek w fazie spoczynkowej GO (sub-G1).
Wyzsze stezenie ASA (2 mM) silniej kumulowato komorki w fazie G1 linii PANC-1

i ASPC-1, przy rownoczesnym obnizeniu liczby komorek w fazie G2/M.

Dodatek IBU w obu st¢zeniach (10 uM oraz 2000 uM) do GEM 10 uM wptynat
stabiej na zmiane rozkladu faz cyklu komoérkowego w liniach PANC-1 i AsPC-1
w poréownaniu z kontrolg. W komorkach linii BXPC-3 wyzsze stgzenie IBU (2000 pM)
wyraznie obnizylo liczbe komoérek w fazie Gl przy istotnym wzroscie populacji GO

(18,1%), co moze wskazywac na indukcj¢ stanu spoczynkowego w tej linii.

Zastosowanie kombinacji lekow GEM 10 uM+ FLU 10 uM spowodowato
najwigkszy wzrost odsetka komorek w fazie G1 w linii ASPC-1, co towarzyszylo
wyraznemu spadkowi populacji komoérek w fazie G2/M. Przy wyzszym stezeniu FLU
(2000 puM) obserwowano obnizenie liczby komorek w fazie G1 w linii PANC-1

w poréwnaniu do GEM oraz istotny wzrost populacji GO w linii BXPC-3.

Obserwacja cyklu komorkowego trzech linii PCC po zastosowaniu kombinacji tych
lekow moze wskazywaé na wystgpowanie odmiennego mechanizmu odpowiedzi na

dziatanie lekow w zaleznosci od linii komdrkowej, st¢zenia i rodzaju NLPZ.

Wplyw badanych lekéw skutkowat rowniez zmianami morfologii komorek oraz
wystepowaniem wakuolizacji w liniach komorkowych PCC, co przedstawiono na

Rysunku 16.
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Rysunek 15. Cykl komérkowy komdérek PCC po 24-godzinnej ekspozycji na GEM (10 uM), GEM +
ASA/IBU/FLU (10 uM + 10 uM) oraz GEM + ASA/IBU/FLU (10 uM + 2 mM); (a) zaleznos¢ liczby
komoérek od wzglednej intensywno$ci fluorescencji jodku propidyny (cytometria przeptywowa);
(b) procentowy udziat komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego (sub-G1 — niebieski, G1 —
czerwony, S — zielony, G2/M — fioletowy).
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Kontrola
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GEM 10 uM
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Rysunek 16. Zdjecia komdrek PCC po 24 godzinach traktowania GEM (10 uM), GEM + ASA/IBU/FLU
(10 uM + 10 uM) oraz GEM + ASA/IBU/FLU (10 uM + 2 mM). Barwienie CFDA (zielony kolor
cytoplazmy) i DAPI (zabarwione na niebiesko jadra komorkowe), powiekszenie 40%, skala 20 um, mikroskop
Zeiss).
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5.1.5. Analiza apoptozy i nekrozy komérek PCC oraz BM-MSC po
traktowaniu GEM+ASA/IBU/FLU

W celu oceny $mierci komorkowej przeprowadzono analize¢ apoptozy i nekrozy

komorek linii PANC-1, AsPC-1, BXPC-3 oraz BM-MSCs po 24 i 48 godzinach traktowania

GEM (10 uM) w potaczeniu z ASA, IBU oraz FLU w stezeniu 10 uM oraz 2000 uM

(Rysunek 17.). Analiza cytometryczna z uzyciem barwienia aneksyng V i 7-AAD

wykazata, ze dodatek wszystkich badanych NLPZ do GEM nasila indukcj¢ apoptozy

I nekrozy w komorkach w sposob zalezny od czasu i stezenia lekow.

Najsilniejszy efekt po 24 godzinach obserwowano dla kombinacji GEM+FLU
(10uM+2000 uM), ktora prowadzita do istotnego zmniejszenia odsetka komorek zywych
i dominacji populacji w pdznej apoptozie/nekrozie we wszystkich badanych liniach PCC.
Istotno$¢ statystyczna zywych komoérek PCC migdzy grupami GEM 10uM a GEM+FLU
(10pM+10uM), GEM 10uM a GEM+FLU (10uM+2000uM) oraz GEM+FLU
(10uM+10uM) a GEM+FLU (10uM+2000uM) wynosita p<0,0001 po 24 godzinach.
Sredni odsetek komoérek zywych po 48 godzinach dla linii PANC-1, AsPC-1 oraz BxPC-3
wynosit odpowiednio 46,4% + 0,1, 42,8% =+ 4,61, 40,5% + 5,78 dla grupy traktowanej
GEM+FLU (10uM+2000 pM).

Dla linii PANC-1 oraz AsPC-1 kombinacja GEM+ASA oraz GEM+IBU
wywotywata stabszy efekt niz GEM+FLU zaréwno po 24, jak 1 48 godzinach inkubac;ji.
W przypadku linii BXPC-3 najwyzsza cytotoksyczno$¢ po 48 godzinach zaobserwowano
jednak po zastosowaniu kombinacji GEM+IBU (10uM+10uM) oraz (10uM+2000uM),
gdzie przezycie wynosito odpowiednio 33,7% =+ 0,28 oraz 27,7% =+ 8,25 z istotnoscig
statystyczng p<0,0001 pomig¢dzy grupami GEM 10uM a GEM+IBU (10pM+10uM), GEM
10uM a GEM+IBU (10uM+2000uM) oraz GEM+IBU (10uM+10uM) a GEM+IBU
(10uM+2000uM).

W komorkach BM-MSC zmiany byly fagodniejsze, a odsetek komorek zywych
pozostawal stosunkowo wysoki, co moze $wiadczy¢ o ich mniejszej wrazliwosci na
zastosowane leki (w poréwnaniu z komoérkami PCC). Linia BM-MSC wykazywata
najwyzszy odsetek komoérek zywych po 24 godzinach po zastosowaniu kombinacji
GEM+FLU (10 uM + 10 uM), ktory wynosit 87,68 (£ 2,15). Réznice w przezywalno$ci
BM-MSC po 24 godzinach pomiedzy grupami: GEM (10 uM) vs. GEM+FLU (10 uM +
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10 uM), GEM (10 uM) vs. GEM+FLU (10 uM + 2 mM) oraz GEM+FLU (10 uM + 10
uM) vs. GEM+FLU (10 uM + 2 mM) byty statystycznie istotne, odpowiednio p < 0,5, p <
0,001 oraz p < 0,001. Przezycie komorek po zastosowaniu GEM+ASA/IBU/FLU 10
uM+2000 uM byto zbyt niskie, by BM-MSC mogty by¢ nosnikami takiej kombinacji i
wynosito 76,06% (+ 2,4%) dla GEM+ASA, 70,6% (+ 1,2%) dla GEM+IBU oraz 72,4%
(+2,18%) dla GEM+FLU. W zwigzku z tym st¢zenie NLPZ 2000 uM zostaty wykluczone
z dalszych badan dla oceny potencjatu BM-MSC jako no$nikow.

Na podstawie zaprezentowanych wynikow mozna przypuszczac, ze komorki BM-
MSC po dwudziestoczterogodzinnej inkubacji z GEM+FLU (10 uM + 10 uM), moga
potencjalnie peti¢ role no$nika. Kombinacja ta wykazywala najsilniejsze dzialanie
cytotoksyczne wobec testowanych komorek PCC, a jednoczesnie najstabsze wobec
komoérek BM-MSC, ktérych jak najwyzsza zywotno$s¢ ma znaczenie z punktu widzenia

wykorzystania ich jako no$nikow lekow.
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Rysunek 17. Apoptoza i nekroza komdérek PCC oraz BM-MSC po 24h i 48h traktowania GEM (10 uM),
GEM + ASA/IBU/FLU (10 pM + 10 uM) oraz GEM + ASA/IBU/FLU (10 uM + 2000 pM) (barwienie
Annexin V i 7-AAD, cytometria przepltywowa). Wykresy przedstawiaja odsetek komoérek zywych
(niebieski), we wczesnej fazie apoptozy (czerwony) oraz w poznej fazie apoptozy/nekrozy (zielony) po
zastosowaniu odpowiedniej kombinacji lekow. Dane analizowano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
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wariancji (one-way ANOVA) z testem wielokrotnych poréwnan Sidaka, poréwnujagc GEM 10 uM z GEM
10 uM + ASA/IBU/FLU 10 uM/GEM 10 uM + ASA/IBU/FLU 2000 uM oraz GEM 10 uM + ASA/IBU/FLU
10 uM z GEM 10 pM + ASA/IBU/FLU 2000 pM. Wyniki przedstawiono jako $rednia = SD z trzech
niezaleznych powtorzen eksperymentu.

5.1.6. Ocena aktywnosci cytotoksycznej pozywek kondycjonowanych znad
BM-MSC na komérki PCC

Oceniono aktywnos$¢ cytotoksyczng pozywek kondycjonowanych znad BM-MSC
(CM, CM-GEM, CM-GEM+ASA, CM-GEM+IBU, CM-GEM+FLU) na komoérki PCC
(Rysunek 18.). Wykazano istotne obnizenie przezycia komérek PCC po 48 i 72 godzinach
inkubacji z CM-GEM oraz CM-GEM+ASA, CM-GEM+IBU, CM-GEM+FLU we
wszystkich badanych liniach komorkowych, jednak nie wykazano statystycznie istotnych
r6éznicy miedzy poszczegdlnymi kombinacjami CM-GEM+ASA, CM-GEM+IBU, CM-
GEM+FLU a CM-GEM. Istotno$¢ statystyczna miedzy grupami: kontrola vs. CM-GEM
oraz kontrola vs. CM-GEM+ASA, CM-GEM+IBU, CM-GEM+FLU wynosita p < 0,0001
dla wszystkich badanych kombinacji we wszystkich liniach PCC po 48 i 72 godzinach

inkubacji.

Po 24 godzinach traktowania odnotowano statystycznie istotne réznice w przezyciu
komorek linii PANC-1 w przypadku zastosowania CM-GEM oraz CM-GEM+ASA, CM-
GEM+IBU, CM-GEM+FLU w poréwnaniu z kontrolg (p < 0,0001). W linii BXxPC-3
istotnie zmniejszyta si¢ populacja komoérek po traktowaniu kombinacja CM-GEM+IBU,

CM-GEM+FLU, kolejno p < 0,01 oraz p < 0,001.

Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost komérek nowotworowych linii AsPC-
1 po traktowaniu CM we wszystkich badanych punktach czasowych (p < 0,0001)
w porownaniu z kontrolg. Odmienny efekt obserwowano w linii PANC-1 (istotne
zmniejszenie populacji po 72h — p < 0,0001). W przypadku linii BxPC-3, traktowanie CM

nie miato wptywu na zywotnos¢ komorek.
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Rysunek 18. Zywotnos¢ komérek PCC poddanych dziataniu poiywek kondycjonowanych znad BM-MSC:
CM, CM-GEM oraz CM-GEM + ASA/IBU/FLU przez 24,48 i 72h (MTS). CM (kolor pomaranczowy), CM-
GEM (kolor czerwony) oraz CM-GEM + ASA (kolor zielony), CM-GEM + IBU (kolor zéity), CM-
GEM+FLU (kolor fioletowy). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA Welcha z poprawka Browna—Forsythe’a, a nast¢pnie zastosowano test
wielokrotnych porownan Dunnetta T3, poréwnujac grupy: kontrola vs. CM, kontrola vs. CM-GEM oraz CM-
GEM vs. CM-GEM + ASA/IBU/FLU (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, **** p < 0,0001). Wyniki
przedstawiono jako $rednig £ SD z trzech niezaleznych powtorzen eksperymentalnych.
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5.1.7. Analiza potencjalu pozywek kondycjonowanych znad BM-MSC do
indukowania apoptozy i nekrozy w komérkach PCC

Oceniono wptyw pozywek kondycjonowanych zebranych znad BM-MSC (CM,
CM-GEM i CM-GEM+ FLU) na indukcje apoptozy i nekrozy w komoérkach PCC (Rysunek
19.) Zaobserwowano istotny statystycznie wzrost odsetka komoérek apoptotycznych
i nekrotycznych po 72 godzinach traktowania CM-GEM CM-GEM+FLU. W przypadku
zastosowania CM-GEM, séredni odsetek komorek zywych po 72 godzinach wynosit
odpowiednio: 84,27% dla linii PANC-1, 78,64% dla AsPC-1 oraz 65,05% dla BxPC-3.
Natomiast dla CM-GEM+FLU warto$ci te wynosity odpowiednio: 80,83%, 77,63%
i 64,16%.

Analiza statystyczna wykazata, ze r6znice w odsetku komodrek zywych pomiedzy
grupa kontrolng a grupami CM-GEM oraz CM-GEM + FLU byty istotne dla wszystkich
badanych linii PCC po 72 godzinach (p < 0,001). Z kolei poréwnania pomiedzy grupami
CM-GEM i CM-GEM + FLU nie wykazaty istotnych réznic.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze polaczenie gemcytabiny z flurbiprofenem
w pozywce kondycjonowanej nie wywotalo dodatkowego, istotnego statystycznie efektu
redukcji zywotnosci komoéorek PCC w poréwnaniu z dziataniem samego CM-GEM.
Ponadto, zastosowanie pozywki kondycjonowanej zebranej znad BM-MSC
nietraktowanych (CM) nie wptyneto istotnie na zmniejszenie odseteka komorek zywych

w badanych liniach nowotworowych trzustki.
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Rysunek 19. Apoptoza i nekroza komdérek nowotworowych trzustki po 72-godzinnym traktowaniu CM, CM-
GEM oraz CM-GEM + FLU. Komorki analizowano metoda cytometrii przeptywowej po znakowaniu
aneksyng V i 7-AAD, co pozwalato rozr6zni¢ komorki zywe, we wcezesnej fazie apoptozy oraz w poznej
apoptozie oraz nekrozie. a) wykresy cytometrii przeptywowej obrazujgce rozktad poszczegolnych populacji,
b) wykresy poréwnujace procentowy udzial komorek zywych (niebieskie), we wczesnej apoptozie
(czerwone) oraz w poznej apoptozie/nekrozie (zielone) po poddaniu ich dziataniu CM lub CM z dodatkiem
lekéw. Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA),
anastepnie testu wielokrotnych poréwnan Sidaka, poréwnujac grupe CM z CM-GEM/CM-GEM + FLU oraz

CM-GEM z CM-GEM + FLU. Wyniki przedstawiono jako srednig + SD z trzech niezaleznych powtorzen
eksperymentalnych.
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5.1.8. Kokultura BM-MSC traktowanych GEM i FLU z komérkami PCC

Analize ilosciowg komoérek PANC-1, AsPC-1 oraz BxPC-3, znakowanych
barwnikiem CFDA, przeprowadzono po 24 godzinach kokultury z nietraktowanymi BM-
MSC oraz z BM-MSC poddanymi dziataniu GEM (10 pM) lub GEM + FLU (10 uM + 10
uM). Kokulture prowadzono w stosunku 1:3 oraz 1:2 (BM-MSC:PCC), co przedstawiono
na Rysunku 20.

BM-MSC traktowane GEM, zaréwno w zastosowaniu samodzielnym, jak i w
pofaczeniu z FLU, wywotywaly efekt cytostatyczny wobec badanych linii PCC.
Szczegdlnie wyrazny efekt cytostatyczny obserwowano przy zastosowaniu traktowanych

BM-MSC w stosunku 1:2, co zilustrowano na Rysunku 21b.

Nietraktowane BM-MSC, stosowane w stosunku 1:2 i 1:3, stymulowaty wzrost
komorek nowotworowych (Rysunek 21 c, kontrola). Dodatek FLU nie potegowat dziatania
GEM, a analiza statystyczna nie wykazala istotnych roznic pomiedzy probkami

traktowanymi GEM (10 uM) i GEM + FLU (10 uM + 10 uM).
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Rysunek 20. Kokultura PCC i BM-MSC po poddaniu BM-MSC dziataniu GEM (10 uM) oraz GEM + FLU
(10 uM + 10 uM). Komorki PCC wezesniej znakowano barwnikiem CFDA, a badanie wykonano przy uzyciu
Cytometrii przeptywowej. (a) Kontrola barwienia komérek PCC (linia pomaranczowa) i BM-MSC (linia
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czarna); (b) Porownanie kokultury nietraktowanej kontrolnej (linia czarna) z kokulturg badang (BM-MSC-
GEM Ilub BM-MSC-GEM + FLU) (linia pomaraficzowa) w stosunku 1:3 lub 1:2 (BM-MSC:PCC); (c)
Wykresy przedstawiajace procentowy udzial komorek poszczegélnych linii PCC i BM-MSC w
poszczegodlnych grupach. Istotno$é statystyczna oceniano za pomoca testu post hoc Holm—Sidak, porownujac
grupe kontrolng z GEM/GEM + FLU oraz GEM z GEM + FLU (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001) dla
procentowego udzialu PCC pomigdzy grupami. Wyniki przedstawiono jako $rednig + SD z trzech
niezaleznych powtorzen eksperymentalnych.

5.1.9. Identyfikacja bialek kaspazy-3, PARP1l, p-Ser-GSK3p oraz FAS
metoda immunochemiczng (Western blot) w komdrkach PCC po
traktowaniu kombinacjg GEM+FLU oraz pozywkami
kondycjonowanymi znad BM-MSC

Na podstawie wczesniejszych wynikow cytotoksycznosci, cyklu komoérkowego

oraz apoptozy i nekrozy, do badan wykonanych technika western blot wybrano kombinacje
GEM + FLU. Oceniono ekspresj¢ biatek kaspazy-3, PARP1, p-Ser-GSK3p oraz FAS
w wybranych liniach PCC po traktowaniu GEM (10 pM), GEM + FLU (10 uM + 10 uM)
oraz GEM + FLU (10 uM + 2 mM) (Rysunek 21.) oraz mediow kondycjonowanych CM,

CM-GEM oraz CM-GEM+FLU (Rysunek 22.).

Istotny wzrost ekspresji kaspazy-3 zaobserwowano w linii PANC-1 po
zastosowaniu kombinacji GEM + FLU (10uM + 2000uM), co wskazuje na intensywna
aktywacje procesu apoptozy. Nie zaobserwowano zmian PARP1 po 24 godzinach w
poréwnaniu z kontrolg, ale po 48 godzinach byla niewykrywalna w przypadku
zastosowania najwyzszej dawki lekow (10 pM + 2000 uM). Obnizenie poziomu p-Ser-
GSK3, szczegodlnie po zastosowaniu kombinacji GEM + FLU (10 uM + 2000 uM) w linii
PANC-1, moze wskazywac na aktywacje szlaku GSK3p. Z kolei zmniejszona ekspresja
FAS po traktowaniu GEM + FLU (10 uM + 2000 uM) moze wynika¢ z zachodzacych
zmian w szlakach sygnalizacyjnych zaleznych od receptorow $mierci komorkowej oraz
zahamowanie $ciezki apoptozy opartej na FAS (Rysunek 21.). Po traktowaniu komorek
PANC-1 CM-GEM i CM-GEM+FLU kaspaza-3 nadal byta wyraznie wykrywalna, mimo
nizszych zastosowanych dawek lekéw. Zaobserwowano takze zwigkszong ekspresje
PARP1 w porownaniu z kontrola oraz CM. Ekspresja biatka p-Ser-GSK3p byla
niewykrywalna w przypadku CM-GEM i CM-GEM+FLU. Rowniez ekspresja FAS malata
po zastosowaniu CM-GEM+FLU, podobnie jak w przypadku stosowania samych lekow
(Rysunek 22.).

W komorkach linii AsPC-1 kaspaza-3 byta obecna po traktowaniu GEM (10uM)

oraz GEM+FLU (10uM+10uM), ale nie uwidoczniono jej po zastosowaniu kombinacji
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GEM+FLU (10uM+2mM). Po traktowaniu GEM+FLU (10uM+2mM) ekspresja p-Ser-
GSK3p byta niewykrywalna, a p-Ser-GSK3o nizsza w poréwnaniu z Kkontrolg
i pozostatymi kombinacjami lekow. Nie zaobserwowano zmian PARP1 po 24 godzinach
w porownaniu z kontrola, ale po 48 godzinach jego ilo$¢ obnizyla si¢ do poziomu
niewykrywalnego w przypadku traktowania GEM+FLU (10uM+2mM). Ekspresja FAS
ulegta obnizeniu po traktowaniu wyzsza dawka lekéw (Rysunek 21.). Po zastosowaniu
pozywki kondycjonowanej, ekspresja kaspazy-3 byta wyraznie widoczna (CM-GEM i CM-
GEM+FLU), co wskazuje na obecno$¢ apoptozy w wyzszym stopniu, niz w przypadku
zastosowania samych lekow. p-Ser-GSK3p i PARP1 nie wykazywaty widocznych zmian
w ekspresji. Natomiast FAS byt na niewykrywalnym poziomie po traktowaniu CM-
GEM+FLU (Rysunek 22).

W przypadku linii BXPC-3 zastosowanie kombinacji GEM+FLU (10uM+2mM)
doprowadzito do silnej aktywacji kaspazy-3. Ekspresja p-Ser-GSK3a pozostawata stabilna
we wszystkich warunkach. Ekspresja PARP1 nie byta widoczna juz po 24 godzinach
w przypadku zastosowania kombinacji GEM+FLU (10uM+2mM) wskazujac na silng
aktywacj¢ procesu apoptozy. FAS wykazywat wigksza ekspresj¢ przy zastosowaniu GEM
oraz GEM+FLU (10uM+10uM), natomiast malat przy najwiekszej dawce GEM+FLU
(10uM+2mM) (Rysunek 21.). Traktowanie CM-GEM oraz CM-GEM+FLU rowniez
doprowadzito do wzrostu ekspresji kaspazy-3, mimo nizszej zastosowanej dawki lekow.
Poziom p-Ser-GSK3p wzrastat po traktowaniu CM-GEM+FLU, co wskazuje na inhibicjg¢
GSK3p 1 moze sugerowa¢ zupetnie odmienny mechanizm regulacji w poréwnaniu do
bezposredniego traktowania lekami. Ekspresja PARP1 zwigkszyta sie, co moze swiadczy¢
o wzmozonych procesach naprawy DNA. Ekspresja biatka FAS, podobnie jak przy
zastosowaniu samych lekoéw, zwiekszyla sie po traktowaniu CM-GEM, natomiast zanikata
w przypadku CM-GEM+FLU, co ponownie wskazuje na specyficzne zmiany w szlaku
sygnalizacyjnym zaleznym od receptorow $mierci komorkowej w tej linii komorkowej po

poddaniu ich dodatkowemu dziataniu FLU (Rysunek 22.).
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Rysunek 21. Ekspresja CASP3, P-Ser-GSK3a i 8, FAS oraz HSC70 (kontrola) po poddaniu dziataniu
komérek PCC: GEM (10pM), GEM+FLU (10pM+10pM) oraz GEM+FLU (10puM-+2000pM) przez 24h.
Ekspresja PARP1 przedstawiona jest po 24h i 48h. Badanie przeprowadzono metoda western blot na
komorkach linii PANC-1, AsPC-1, BxPC-3.
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Rysunek 22. Ekspresja CASP3, P-Ser-GSK3a i B, FAS oraz HSC70 (kontrola) po poddaniu dziataniu
komorek PCC: CM, CM-GEM oraz CM-GEM+FLU przez 72h. Badanie przeprowadzono metodg western
blot na komorkach linii PANC-1, AsPC-1, BxPC-3.
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5.2.  Czesé chemiczna

5.2.1. Syntezy chlorkéw kwasowych NLPZ

W ramach badan przeprowadzono synteze chlorkéw kwasowych wybranych NLPZ:
kwasu acetylosalicylowego, ibuprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu i naproksenu. Syntezy
zostaly przeprowadzone przy uzyciu chlorku tionylu w stosunku molowym 1:2,5
w chloroformie, z zastosowaniem sonikacji i aktywacji mikrofalowej, co umozliwito
skrécenie czasu reakcji 1 ograniczenie degradacji substratéw. Produkty oczyszczono
metoda rekrystalizacji z weglem aktywnym, uzyskujac chlorki kwasowe o wydajnosci 81—

90%.

a. Chlorek kwasowy kwasu acetylosalicylowego [o-acetoksybenzolowy chlorek]

(wydajnos¢ 85%, temperatura topnienia 79°C, masa molowa 198,6 g/mol)

i
HaC 0
O Cl

13C-NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 169.86, 169.70, 151.28, 134.87, 132.52,
126.16, 124.02, 122.26, 21.00.

IH-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 9.49 (s, 1H), 8.15 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H),
7.65 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H), 7.42 — 7.34 (m, 1H), 7.20 — 7.13 (m, 1H), 2.37 (s, 3H)

b. Chlorek  kwasowy ibuprofenu  [(2-(4-izobutylfenylo)propanilo-chlorek)]
(wydajno$¢ 90 %, temperatura topnienia 90°C, masa 224,72 g/mol)

Cl
CHj;

13C-NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 180.72, 140.86, 136.99, 129.40, 127.29,
45.06, 44.95, 30.16, 22.40, 18.12.
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IH-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.80 (s, 1H), 7.29 — 7.21 (m, 2H), 7.16 — 7.10
(m, 2H), 3.74 (g, J = 7.2 Hz, 1H), 2.47 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 1.87 (dp, J = 13.5, 6.7
Hz, 1H), 1.53 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 0.93 (d, J = 6.6 Hz, 6H)

Chlorek  kwasowy flurbiprofenu [(2-(3-fluoro-4-bifenyl)propanilo-chlorek)]
(wydajnos¢ 84 %, temperatura topnienia 108°C, masa 262,723 g/mol)

(@)
CHj;
E

13C-NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 179.94, 179.78, 140.99, 140.92, 135.44,
131.35, 130.92, 130.88, 128.98, 128.95, 128.53, 128.46, 128.26, 127.95, 127.72,
123.98, 123.94, 123.70, 123.66, 115.88, 115.64, 115.51, 115.28, 56.79, 44.82,
18.56, 18.01

IH-NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 7.61 — 7.53 (m, 3H), 7.57 — 7.42 (m, 5H),
7.41 (s, 1H), 7.42 — 7.31 (m, 1H), 7.24 — 7.11 (m, 2H), 7.07 — 6.95 (m, 1H), 4.19
(0, =7.1Hz, 1H), 3.82 (g, J = 7.1 Hz, 1H), 1.67 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 1.57 (dd, J =
18.7, 7.2 Hz, 3H)

. Chlorek  kwasowy  ketoprofenu  [(2-(3-benzoilofenylo)propanilo-chlorek)]
(wydajno$¢ 86 %, temperatura topnienia 95°C, masa 272,72 g/mol)

13C-NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 196.50, 180.04, 140.12, 137.96, 137.44,
132.56, 131.66, 130.11, 129.36, 129.28, 128.62, 128.33, 45.22, 18.12

'H-NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 9.96 (s, 1H), 7.86 — 7.75 (m, 3H), 7.71 (d, J
=7.7 Hz, 1H), 7.60 (dt, J = 7.6, 5.6 Hz, 2H), 7.48 (dt, J = 9.6, 7.7 Hz, 3H), 3.85
(9, =7.2 Hz, 1H), 1.58, (d, J = 7.2 Hz, 3H)
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e. Chlorek kwasowy naproksenu [(2-(6-metoksynaftalen-2-ylo)propanilo-chlorek)]

(wydajnosé¢ 81 %, temperatura topnienia 104°C, masa 248,7 g/mol)

13C-NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 175.15, 157.67, 135.70, 133.72, 129.28,
128.96, 127.19, 126.20,125.95, 119.00, 105.63, 55.32, 52.04, 45.37, 18.60.
IH-NMR (400 MHz, Chloroform-d) 8 7.76 — 7.67 (m, 3H), 7.43 (dd, J = 8.4, 1.8
Hz, 1H), 7.20 —7.11 (m, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.88 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.69 (s, 3H),
1.61(d, J = 7.2 Hz, 3H)

Analiza widm *H i ¥C NMR potwierdzita strukture oczekiwanych chlorkéw
kwasowych. W widmach *C NMR obserwowano charakterystyczne sygnaty karbonylowe
chlorkéw kwasowych w zakresie 169-180 ppm (chlorki kwasowe kwasu
acetylosalicylowego, ibuprofenu, flurbiprofenu, naproksenu) oraz dodatkowy sygnat
ketonowy przy 196 ppm w przypadku chlorku kwasowego ketoprofenu. Sygnaty
aromatyczne 1 alkilowe odpowiadaly przewidywanym wartosciom chemicznym dla danego
NLPZ. W widmach 'H-NMR obecne byly protony aromatyczne, bocznych tancuchow
alkilowych oraz charakterystyczne dla protonow przy grupach karbonylowych.

Mimo, ze widma NMR wskazywaly na czysto$¢ produktow bez widocznych
zanieczyszczen organicznych, obserwowano szybkie hydrolizowanie chlorkéw
kwasowych w kontakcie z wilgocia, co jest charakterystyczne dla tej grupy zwiazkow.
Uzyskane wydajnosci (81-90%) wskazuja na skuteczno$¢ zastosowanej procedury, jednak
krotka trwalo$¢ produktow wymaga szybkiego dalszego wykorzystania w reakcjach
posrednich, np. amidacji, czy estryfikacji. Metoda mikrofalowa i sonikacja pozwolity
ograniczy¢ degradacje substratow i skroci¢ czas reakcji w porownaniu do klasycznych

procedur chlorku tionylu w temperaturze pokojowej lub podgrzewanych.
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5.2.2. Syntezy koniugatéw cytydyny z chlorkami kwasowymi NLPZ

5.2.2.1.  Synteza koniugatu cytydyny z chlorkiem kwasu acetylosalicylowego

W procesie syntezy otrzymano koniugat cytydyny z kwasem acetylosalicylowym
w postaci biatego ciata statego. Reakcje przeprowadzono w pirydynie, stosujgc chlorek
kwasu acetylosalicylowego jako czynnik acylujacy. W celu przyspieszenia procesu
zastosowano technike aktywacji mikrofalowej. Otrzymano 0,050 g produktu, co

odpowiada 52% wydajnosci.

Strukture zwigzku potwierdzono za pomocg spektroskopii NMR. W widmie 'H
NMR uwidoczniono sygnaty charakterystyczne zaréwno dla fragmentu cytydyny, jak
i pierScienia benzenowego reszty acetylosalicylowej. Widmo '*C NMR potwierdza
obecno$¢ sygnalu wegla karbonylowego przy 172,37 ppm, a takze sygnaly
charakterystyczne dla szkieletu rybozy i fragmentow aromatycznych. Caloksztalt danych
spektroskopowych wskazuje na otrzymanie koniugatu estrowego cytydyny i aspiryny

w pozycji C-5’ cytydyny.
Wzér: C1gH19N3O0s

Masa molowa: 405,36 g/mol

NH,

Nj§

O:<
W/

O
o OH
(0]
0]
Y (0] OH

HsC
Widma NMR:

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds): § 172.37 (s), 161.74 (s), 142.70-142.37 (m), 135.79 (s),
130.72 (s), 119.40 (s), 117.46 (s), 89.78 (S), 84.66 (s), 74.41 (m), 69.78 (S), 40.02 (dp, J =
4.19, 21.0 Hz).
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'"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8.58 (d, J = 3.9 Hz, 1H), § 7.94 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 5
7.79 (d, ] = 6.8 Hz, 1H), § 7.62 (s, 1H), 8 7.44 (ddd, J = 13.0, 10.7, 6.4 Hz, 1H), § 6.91 (dd,
J=14.0,7.6 Hz, 1H), 8 5.77 (dd, J = 8.2, 5.8 Hz, 1H), § 5.32 (s, 1H), § 5.02 (s, 1H), 5 3.93
(dd, J=14.9, 5.5 Hz, 1H), 5 3.80 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 5 3.50 (dt, J = 14.6, 3.5 Hz, 1H),
251 (s, 3H)

5.2.2.2.  Syntezy koniugatow cytydyny z chlorkiem kwasowym naproksenu

Synteza koniugatu cytydyny i naproksenu zakonczyla si¢ uzyskaniem produktu
z bardzo niskg wydajnoscig. Pomimo wielokrotnego oczyszczania metoda chromatografii
kolumnowej, w analizie TLC nie uzyskano czystego produktu, co wskazuje na obecno$é
mieszaniny zwigzkow i/lub cze$ciowa degradacje produktu w trakcie syntezy lub
oczyszczania. Ilo§¢ wuzyskanego materialu byta niewielka, co uniemozliwilo

przeprowadzenie petnej charakterystyki strukturalnej.

5.2.2.3.  Syntezy koniugatow cytydyny z chlorkiem kwasowym ketoprofenu oraz

flurbiprofenu

W analogicznej procedurze syntezy zastosowanej dla chlorkow kwasowych
ketoprofenu oraz flurbiprofenu, nie uzyskano oczekiwanych produktow estryfikacji
z cytydyna. Po przeprowadzonych reakcjach oraz dlugotrwalym oczyszczaniu za pomoca
chromatografii kolumnowej otrzymano znikome ilosci zwigzkéw. Obserwacje te wskazuja
na mozliwo$¢ degradacji reagentéw lub otrzymanych produktéw reakcji. Szczegolnie

podatne na hydrolize lub rozpad sa chlorki kwasow karboksylowych.

5.2.3. Synteza koniugatow cytydyny z kwasem acetylosalicylowym z uzyciem
srodka sieciujacego DCC

5.2.3.1.  Synteza koniugatu cytydyny z kwasem acetylosalicylowym w ukfadzie
DCC/HOSu

Syntez¢ koniugatu cytydyny z kwasem acetylosalicylowym przy uzyciu
DCC/HOSu w DCM przeprowadzono na podstawie procedury opisanej w pracy Brzuski

i in. [181]. W wyniku syntezy otrzymano produkt kleisty, co uniemozliwito zbadanie
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temperatury topnienia oraz o bardzo niskiej wydajnosci. Widma *H i 3C-NMR wskazuja
na obecnos$¢ zaréwno fragmentéw cytydyny, jak i salicylanu, jednak widoczne sg takze
liczne sygnaly alifatyczne charakterystyczne dla DCU, bgdacego ubocznym produktem
aktywacji DCC. W chromatografii TLC zaobserwowano co najmniej dwa produkty, co
wskazuje na powstanie mieszaniny izomeréw O-acylo-cytydyny. Otrzymany materiat nie
stanowi czystego zwiazku 1 nie pozwala na jednoznaczng identyfikacje struktury, ogranicza

to mozliwos¢ petnej charakterystyki fizykochemiczne;.

Widma NMR:

IH-NMR (600 MHz, DMSO) & 8.26 — 8.18 (m, 1H), 8.17 (dd, J = 16.9, 1.7 Hz, 1H), 8.05
~7.98 (m, 1H), 7.98 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H), 7.98 — 7.93 (m, 1H), 7.95 — 7.87 (m, 1H),
7.87 —7.77 (m, 2H), 7.80 — 7.75 (m, 2H), 7.77 — 7.70 (m, 1H), 7.72 — 7.67 (m, 1H), 7.67
—7.24 (m, 18H), 7.26 — 7.14 (m, 2H), 6.98 — 6.85 (M, 4H), 4.65 (tt, J = 12.1, 3.7 Hz, 1H),
2.55 (s, 5H), 2.30 — 2.17 (m, 11H), 1.91 (s, 1H), 1.83 — 1.74 (m, 3H), 1.74 — 1.65 (m, 3H),
1.58 — 1.42 (m, 1H), 1.41 — 1.27 (m, 2H), 1.29 — 1.21 (m, 1H), 1.23 (s, 2H), 1.15 (dddd, J
=23.1,13.7, 9.3, 3.4 Hz, 1H), 0.82 — 0.67 (m, 1H).

13C-NMR (151 MHz, DMSO) § 172.39, 169.67, 169.54, 169.42, 166.08, 165.93, 162.93,
161.68, 161.26, 153.33, 152.86, 151.01, 150.65, 150.20, 146.98, 136.50, 135.97, 135.31,
134.47,134.28, 132.37, 132.01, 131.98, 131.85,130.93, 130.72, 130.33, 129.63, 129.11,
127.89, 127.24, 126.96, 126.86, 126.55, 125.82, 125.59, 124.70, 124.68, 124.51, 124.30,
124.25,123.11, 122.84, 119.53, 117.51, 116.51, 115.02, 113.68, 54.16, 49.33, 40.87,
32.99, 32.58, 31.65, 30.56, 28.49, 26.23, 26.00, 25.91, 25.62, 25.57, 25.48, 25.42, 25.27,
24.49, 21.52, 21.35, 21.33, 21.15.

5.2.3.2.  Synteza koniugatu cytydyny z kwasem acetylosalicylowym w uktadzie
DCC/DMAP

Reakcja kondensacji cytydyny z kwasem acetylosalicylowym przeprowadzona
w uktadzie DCC/DMAP, na podstawie pracy Shaheeda i in. [141], przebiegta
z wytragceniem duzej ilosci DCU. Po filtracji i odparowaniu rozpuszczalnika otrzymano

osad, ktory po rekrystalizacji z etanolu 1 oczyszczaniu na weglu aktywnym dal biaty
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produkt o masie 0,15 g (41% wydajno$ci) oraz temperaturze topnienia 198°C. Otrzymany
produkt w widmach 'H oraz *C-NMR wykazuje sygnaly odpowiadajace strukturze
cytydyny, jak i fragmentom aromatycznym czasteczki kwasu acetylosalicylowego.
Uwidoczniono staby sygnat w zakresie 174 ppm, charakterystyczny dla atomu wegla
karbonylowego grupy estrowej. Jednoczesnie widoczne sg dodatkowe sygnaty wskazujgce
na obecno$¢ pozostalosci DCU, ktorego nie udato si¢ catkowicie usung¢ w procesie
oczyszczania. Produkt koncowy mozna uzna¢ za mieszaning pozadanego koniugatu
estrowego cytydyny z aspiryng wraz z domieszkami ubocznego DCU i produktow
hydrolizy. Mimo tego w widmach mozna zidentyfikowa¢ sygnaly odpowiadajgce

strukturom obu substratow, co §wiadczy o zajSciu reakcji estryfikacji.
Wz6r: C1gH19N30s

Masa molowa: 405,36 g/mol

(0]
(0]
Y (e} OH

H3C
Widma NMR:

13C-NMR (151 MHz, CDCI3) § 174.83, 162.24, 83.50, 83.28, 83.07, 52.88, 45.27, 45.13,
45.00, 44.86, 44.72, 44.58, 44.44, 38.63, 35.13, 30.48, 29.69, 29.06.

IH-NMR (600 MHz, CDCI3) § 12.57 (d, ] = 7.2 Hz, 1H), 12.15 (pd, J = 7.4, 4.4 Hz, 1H),
11.95 (dtd, J = 28.5, 13.0, 7.1 Hz, 1H), 9.97 (s, 1H), 8.13 (tdt, J = 10.7, 7.1, 4.1 Hz, 3H),
8.05 (s, 14H), 7.26 (dt, J = 5.3, 3.3 Hz, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.02 — 6.90 (m, 1H), 6.52 (s, 1H),
6.50 (dt, J = 11.3, 4.8 Hz, 8H), 6.35 (dh, J = 11.0, 3.8 Hz, 6H), 6.24 (dhept, J = 11.4, 4.1
Hz, 3H), 6.16 (s, 4H), 6.04 — 5.91 (m, 7H), 5.81 (dddd, J = 45.7, 18.8, 9.8, 5.7 Hz, 10H),
5.43 - 5.38 (m, 1H).
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5.2.3.3.  Synteza koniugatu cytydyny z ibuprofenem w uktadzie DCC/DMAP

Przeprowadzono reakcje kondensacji cytydyny z S-ibuprofenem w obecnosci
DCC/DMAP na podstawie pracy Shaheeda i in. [141]. Otrzymano produkt o masie 36 mg
(9% wydajnosci) i temperaturze topnienia 181°C. Analiza widma NMR otrzymanego
produktu nie potwierdzita jednoznacznie powstania oczekiwanego koniugatu. Widmo H
NMR wykazalo obecno$¢ licznych sygnaldow w zakresie o 8.6-7.0 ppm,
charakterystycznych dla protonéw aromatycznych fragmentu ibuprofenu, a takze
szerokiego multipletu w obszarze 6 6.6-5.5 ppm, odpowiadajagcego protonom rybozy
cytydyny. Obecnos$¢ sygnatow w o 12.3—11.7 ppm wskazuje dodatkowo na obecnos¢
protondw kwasowych lub amidowych, najprawdopodobniej zwigzanych z pozostatoscia
wolnego ibuprofenu oraz produktami ubocznymi kondensacji (DCU). Widmo *C NMR
ujawnilo sygnaly odpowiadajace weglom aromatycznym ibuprofenu (6 133.9, 132.0 ppm),
weglom szkieletu rybozy (6 83—53 ppm) oraz weglom bocznego tancucha izobutylowego
(0 44.9-22.0 ppm). W zakresie 6 ~159—163 ppm zaobserwowano dwa stabe sygnaty, ktore
mozna przypisa¢ karbonylowi pirymidynowemu cytydyny lub karbonylom mocznikowym
powstalym w trakcie reakcji z udziatem DCC. Sygnal charakterystyczny dla karbonylu
estrowego, oczekiwany w obszarze & 170-175 ppm, nie zostal jednoznacznie

zarejestrowany.
Widma NMR:

13C-NMR (151 MHz, CDCls) § 162.98, 159.88, 133.93, 132.04, 82.95, 82.74, 82.52, 52.85,
49.63, 45.07, 44.93, 44.79, 44.65, 44,51, 44.37, 44.23, 43.47, 43.33, 43.20, 43.06, 38.59,
37.07, 35.60, 35.21, 30.44, 29.67, 27.11,

25.05.

IH-NMR (600 MHz, CDCls) 5 12.33 (dd), 12.28 (s), 11.87 (dt), 11.73 (h), 9.27 (d), 9.22 —
9.17 (M), 8.65 (s), 8.57 (dt), 8.25 (t), 8.13 (ddp), 7.98 (d), 7.08 (td), 6.57 (), 6.51 (dd), 6.44
~6.37 (M), 6.37 — 6.29 (M), 6.27 (), 6.25 — 6.19 (M), 6.17 — 6.07 (M), 6.03 — 5.92 (M), 5.92
~5.79 (M), 5.83 (s), 5.75 (q), 5.57 — 5.50 (M)
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5.2.4. Synteza koniugatu cytydyny z uzyciem Srodka sieciujacego EDC

5.2.4.1.  Synteza koniugatu cytydyny z ibuprofenem z uzyciem EDCI/HOBt

Koniugat cytydyny z S-ibuprofenem otrzymano przez sprzg¢ganie karboksylu
ibuprofenu z grupami hydroksylowymi nukleozydu przy uzyciu EDCI/HOBt na podstawie
pracy Zhena i in. [182]. Po ekstrakcji uzyskano jasnozotty, kleisty produkt w wydajnosci
21% o duzym zanieczyszczeniu produktami ubocznymi. Widmo C-NMR wykazuje
obecno$¢ charakterystycznych sygnaldow zaré6wno dla fragmentu cytydyny, jak
1 ibuprofenu. Najwazniejszym potwierdzeniem powstania produktu sprz¢zenia sg sygnat
karbonylowy w zakresie okoto 172 ppm, ktory odpowiadaja wigzaniu estrowemu.
Zaobserwowano obecnos¢ przesuni¢é chemicznych dla cytozyny (ok. 145-160 ppm) oraz
aromatyczne sygnaly pochodzace ze struktury ibuprofenu w zakresie 120-140 ppm. Na
podstawie analizy *C-NMR mozna przypuszczaé, ze w opisanej reakcji powstal ester

cytydyny z ibuprofenem, jednak o bardzo duzym zanieczyszczeniu.
Wzér: Ca2H29N307

Masa molowa: 447,48 g/mol

NH,
N—

O:<

"/
CH
3 o)

CH3 o OH
OH

H,C o) OH

Widmo C-NMR:

13C-NMR (151 MHz, DMSO) § 172.54, 171.60, 170.82, 170.68, 168.84, 168.29, 167.81,

167.57, 163.10, 163.02, 162.79, 160.57, 160.52, 160.43, 160.35, 155.33, 155.02, 145.94,

145.90, 145.63, 136.55, 136.39, 136.34, 136.17, 135.26, 131.48, 131.09, 131.06, 131.04,
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130.97, 130.95, 130.71, 130.43, 127.73, 124.95, 120.27, 119.88, 119.83, 119.67, 119.47,
118.99,118.34,117.96, 117.85, 117.73, 117.25, 113.43, 113.29, 96.34, 96.14, 96.03, 91.76,
91.69, 90.33, 90.15, 88.59, 85.72, 85.52, 82.93, 82.82, 77.57, 77.51, 74.35, 74.25, 73.75,
73.71, 73.29, 73.20, 69.65, 68.72, 68.40, 68.30, 64.66, 64.59, 60.88, 60.85, 60.37, 60.23,
40.82, 36.24, 31.22, 24.85, 24.81, 21.50, 21.19, 21.12, 21.10, 21.07, 20.69, 14.51.

5.2.5. Podsumowanie syntez z wykorzystaniem cytydyny

Przeprowadzono wiele prob uzyskania koniugatow cytydyny i NLPZ dostosowujac
warunki reakcji oraz oczyszczania, rozpuszczalniki oraz katalizatory, a takze $rodki
sieciujagce. Wiekszos¢ produktow uzyskano w bardzo matych ilo$ciach, czesto w fazie
oleistej lub kleju, co uniemozliwialo zbadanie temperatury topnienia, a cato$¢ produktu
wykorzystano do wykonania analiz fizykochemicznych. Wystepowaly trudnosci
z usuni¢ciem odczynnikéw wysokowrzacych takich, jak pirydyna, DMF oraz DMSO.
Widma 'H oraz *C NMR wskazuja na obecno$¢ zaréwno fragmentéow cytydyny, jak
I NLPZ, co potwierdza czgsciowy przebieg reakcji sprzegania. Jednak na podstawie braku
wyraznego sygnatu karbonylu estrowego w 3C NMR w czesci otrzymanych produktow
oraz obecnosci sygnalow typowych dla DCU mozna stwierdzié, ze proces estryfikacji byt
malo wydajny 1 w probkach dominujg substraty oraz produkty uboczne. Konieczne bgdzie
zoptymalizowanie warunkoéw reakcji lub zastosowanie alternatywnej metody aktywacji
grupy karboksylowej, aby zwiekszy¢ udziat koniugatu w mieszaninie reakcyjnej.
Wyciagnieto wnioski na podstawie rozmieszczenia plamek poszczegolnych koniugatow na

ptytkach TLC oraz ich Rf (Rysunek 23.).

Zdecydowano, ze dalsze eksperymenty z uzyciem gemcytabiny zostang
przeprowadzone z uzyciem kwasu acetylosalicylowego oraz  S-ibuprofenu

z zastosowaniem DCC oraz chlorkow kwasowych.
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<-Rf=1.00

e NLPZ (Rf~0.85 - 0.95)

e diester gemcytabiny (Rf ~0.65 - 0.75)

* monoester gemcytabiny (Rf ~0.35 - 0.45)

e amid gemcytabiny (Rf ~0.10 - 0.20)

e gemcytabina — start (Rf ~0.05 - 0.10)
e & Liniastartu

Rysunek 23. Schematyczny rozdzial koniugatéow cytydyny lub gemcytabiny 7 NLPZ na plytce TLC W
uktadzie eluentu chloroform:metanol 8,5:1,5.

5.2.6. Préby syntezy koniugatu gemcytabiny z kwasem acetylosalicylowy w
ukladzie DCC/DMAP

W wyniku syntezy koniugatu gemcytabiny i kwasu acetylosalicylowego

z wykorzystaniem DCC otrzymano bialy, krystaliczny osad z wydajnoscig okoto 10%

i 0 temperaturze topnienia 210°C. Analiza widm spektroskopii NMR nie potwierdzita

jednoznacznie powstania koniugatu kwasu acetylosalicylowego z gemcytabing. Ponadto,

widmach zaobserwowano obecno$¢ zanieczyszczen oraz zbyt niskie stezenie produktu

w probcee, co utrudnito jednoznaczng interpretacje wynikow.

5.2.7. Synteza Koniugatu gemcytabiny z ibuprofenem w ukladzie
DCC/DMAP
W wyniku reakcji gemcytabiny 1 ibuprofenu w obecnosci DCC/DMAP otrzymano
z0tty, krystaliczny produkt o konsystencji kleistej, co uniemozliwilo zbadanie temperatury
topnienia, jednak obecno$¢ zwigzku potwierdzono na podstawie widm 'H-NMR oraz
spektrometrii mas. Analiza widma 'H NMR wykazata, ze uzyskanym zwigzkiem jest
estrowy koniugat gemcytabiny i ibuprofenu z obecnosciag zwigzkow ubocznych.
Zaobserwowano charakterystyczne przesunigcia chemiczne koniugatu, jednak ze wzgledu

na obecno$¢ produktow ubocznych przypisanie sygnatéw do poszczegdlnych protondow
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byto utrudnione. Szczegdlng trudnos¢ sprawity naktadajace sie sygnaty w rejonie okoto 7
ppm oraz 1,5-1,7 ppm. Analiza spektrometrii mas potwierdzita obecno$¢ koniugatu.
Zarejestrowano jon [M+NHs]* o masie zwigzku réwnej 452,1963, z intensywnoscia 8,8%

w probce. Przeprowadzono dalsze oczyszczanie i izolacje zwiazku.

Wzbr: CaoH2sF2N3Os*

Masa molowa: 452,47 g/mol

NH3

720\N
N

CH, . 3

CH, o F
F
H.C
3 o OH

Widmo 'H-NMR:

'"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 7.29-7.11 (dt), 3.75-3.71 (q), 2.50 (d), 1.90-1.80 (m),
1.50 (d), 0.99 (d)
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Widmo spektrometrii mas:

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Focus Active Set Capillary 4000V Set Dry Heater 200 °C
Scan Begin 100 m/z Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 3.0 Vmin
Scan End 1000 m/z Set Charging Voltage 2000V Set Divert Valve Source
Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°'C
Intens. )
x107§
] 306.2880 4313724
2,04 f
1 |
157 i
| |
1.04 !
1 I258 1647
0.54 .
i U § ol
o004, [P TR S L TR P e— oo f e ? i
100 200 300 400 500 600 700 800 900 m/z‘
[~ +MS, 0.0-0.2min #2-9
#  miz _ Res. SIN I 1% FWHM
1 1951471 30024 380946 3363605 165 0.0065
2 2251938 32995 52866.0 6511022 320 0.0068
3 256.1647 35038 459187 6725401 33.0 0.0073
4 3062880 22244 1224398 20339756 998 0.0138
5 3222465 29842 51632 911111 45 0.0108
6 4313724 18274 813974 20377578 100.0 0.0236
7 4352950 42816 225024 5677973 27.9 0.0102
B8 4521963 36767 6960.3 1798551 8.8 0.0123

Rysunek 24. Widmo spektrometrii mas estrowego koniugatu gemcytabiny ibuprofenu.
5.2.8. Synteza gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku molowym 1:2

W procesie syntezy gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku molowym 1:2
prawdopodobnie otrzymano koniugat estrowy gemcytabiny z dwiema czgsteczkami
ibuprofenu w pozycjach C-3> oraz C-5° W widmie H-NMR zaobserwowano
charakterystyczne sygnaty gemcytabiny oraz ibuprofenu. Uwidoczniono rowniez niewielki
sygnat wolnej grupy karboksylowej ibuprofenu, co wskazuje na niecatkowite
przereagowanie substratu. W widmie *C NMR obecne s3 dwa sygnaty karbonylowe w &
175.97, 175.56 ppm, charakterystyczne dla wigzan estrowych. Przesuniecia chemiczne w
zakresie wegli cukrowych (8 60-95 ppm) oraz sygnalow aromatycznych i alifatycznych
ibuprofenu (6 18-30 ppm i 6 126-140 ppm) dodatkowo potwierdzaja utworzenie estrow.
Analiza TLC wykazata obecnos¢ czterech plamek odpowiadajacych kolejno wolnej
gemcytabinie, produktom reakcji — mono- i diestrowi gemcytabiny z ibuprofenem oraz
wolnemu ibuprofenowi. Dodatkowo, analiza HPLC wykazata obecno$¢ dwoch pikow
obserwowanych przy dtugosci fali 250nm, prawdopodobnie pochodzacych od podwojnego

koniugatu estrowego gemcytabiny i ibuprofenu.
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Wzor: CasHasF2N3Og*

Masa molowa: 640,74 g/mol

CH,
o)
o)
o)
H,C - o o
3
CH, CH,
H,C
Widma NMR:
A JL_,M UUM Jt ﬂ 'Am«u *«L.J‘mi
1I3 1|2 1 10 9 8 é 1I ppm
N \ S J k AL UL N ) I\
g g E E@:l 53 |°z| éf‘é@%eﬂ EW& Y (g s

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) 12.262 (s), 11.195 (s), 8.267 (s), 8.254 (s), 7.271 (m),
7.257 (m), 7.210 (m), 7.107 (m), 7.091 (m), 6.342 (m), 6.312 (m), 6.150 (m), 5.342 (d),
4.179 (m), 4.176 (m), 4.167 (m), 4.156 (m), 4.137 (m), 3.895 (m), 3.852 (m), 3.841 (m),
3.781 (sept), 3.641 (m), 2.497 (m), 2.391 (m), 1.791 (m), 1.762 (m), 1.497 (m), 1.397 (m),
1.370 (d), 1.331 (d)
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O ppm

3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 175.97, 175.56, 163.51, 155.54, 151.41, 148.65, 140.41,
138.00, 130.20, 129.82, 129.61, 127.26, 127.15, 122.45, 96.32, 81.47, 68.73, 45.87, 44.68,
44.43, 41.60, 39.06, 22.06, 18.64, 18.59

Chromatogramy HPLC:

22.20330

Rysunek 25. Chromatogram HPLC koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku substratéw 1:2. Uklad
eluentow: MeOH:H>0 7:3. Dhugo$¢ fali 250 nm.
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Rysunek 26. Chromatogram HPLC gemcytabiny. Uktad eluentow: MeOH:H,0 7:3. Dtugo$¢ fali 250 nm.
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Rysunek 27. Chromatogram HPLC ibuprofenu. Uktad eluentéw: MeOH:H2O 7:3. Dtugos¢ fali 250 nm.

5.2.9. Synteza gemcytabiny i ibuprofenu w polu mikrofalowym w stosunku

molowym 1:2

Sprzeganie gemcytabiny z ibuprofenem przeprowadzono w uktadzie DCC/DMAP
z uzyciem pola mikrofalowego. Otrzymano bezbarwny, kleisty koniugat gemcytabiny
z dwiema czasteczkami ibuprofenu w formie estrow. W widmie *H-NMR zaobserwowano
charakterystyczne sygnaly gemcytabiny oraz ibuprofenu, jak opisano w punkcie 6.2.8.

W widmie *C-NMR zaobserwowano dwa sygnaty karbonylowe w 8175 ppm,
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charakterystyczne dla wigzan estrowych. Analiza widma HPLC wykazata obecno$¢ dwoch
pikéw, prawdopodobnie pochodzacych od estrowego koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu

podwojnie podstawionego w pozycjach C-3” oraz C-5’.
Wzor: CasHaaF2N306*

+
NH,

7,
CH, ] N\<

o}

CH,

Masa molowa: 640,74 g/mol
Widma NMR:

"H-NMR (600 MHz, DMSO-de) 12.262 (s), 11.195 (s), 8.267 (s), 8.254 (s), 7.271 (m),
7.257 (m), 7.210 (m), 7.107 (m), 7.091 (m), 6.342 (m), 6.312 (m), 6.150 (m), 5.342 (d),
4.179 (m), 4.176 (m), 4.167 (m), 4.156 (m), 4.137 (m), 3.895 (m), 3.852 (m), 3.841 (m),
3.781 (sept), 3.641 (m), 2.497 (m), 2.391 (m), 1.791 (m), 1.762 (m), 1.497 (m), 1.397 (m),
1.370 (d), 1.331 (d)

3C-NMR (151 MHz, DMSO-ds) 175.97, 175.56, 163.51, 155.54, 151.41, 148.65, 140.41,
138.00, 130.20, 129.82, 129.61, 127.26, 127.15, 122.45, 96.32, 81.47, 68.73, 45.87, 44.68,
44.43, 41.60, 39.06, 22.06, 18.64, 18.59
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Chromatogramy HPLC:
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Rysunek 28. Chromatogram HPLC koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w stosunku substratow 1:2
otrzymanego z zastosowaniem pola mikrofalowego. Uktad eluentow: MeOH:H20 7:3. Dtugos¢ fali 250 nm.
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Rysunek 29. Chromatogram HPLC gemcytabiny. Uktad eluentow: MeOH:H>0 7:3. Dlugo$¢ fali 250 nm.

117



r T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 20 40 o0 0 100 120 140 160 1.0 200 20 240 200 280 200 20 40 380 380 @0

Rysunek 30. Chromatogram HPLC ibuprofenu. Uktad eluentow: MeOH:H2O 7:3. Dtugos¢ fali 250 nm.

5.2.10. Synteza koniugatu gemcytabiny i ibuprofenu w polu mikrofalowym
w stosunku molowym substratow 1:1

Sprzeganie gemcytabiny z ibuprofenem przeprowadzono w uktadzie DCC/DMAP
z uzyciem mikrofali. Otrzymano jasnozotty, oleisty produkt. W widmie *C-NMR mozna
zaobserwowac sygnaly odpowiadajace grupie estrowej (6 175.6 ppm), a takze miedzy
innymi dla szkieletu cytozyny (& 150—165 ppm) oraz grupy aromatycznej ibuprofenu (6
126-140 ppm). Obecno$¢ pojedynczego sygnalu wegla karbonylowego oraz uktad
przesuni¢¢ pierscienia rybozy wskazuja, ze glownym skladnikiem jest monoester
gemcytabiny z ibuprofenem (najprawdopodobniej estryfikacja grupy —OH przy C-5’
w szkielecie cukrowym). Niewielkie sygnaty w obszarach 3.6-4.0 ppm i 1.3—1.0 ppm mogg
wskazywac na obecnos$¢ §ladowych wspotproduktow (diester oraz resztkowe substraty), co
jest zgodne z obserwacjg TLC dla mieszaniny poreakcyjnej. W widmach brak sygnatow
odpowiadajacych DCU (brak szerokiej ,.kopuly” cykloheksylowej 1.0-2.0 ppm w
'H-NMR i brak karbonylu mocznikowego ~158-160 ppm w **C-NMR).
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Wzbr: CaoH2sF2N3Os*

Masa molowa: 452,47 g/mol

—
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds) § 11.20 (s), 8.26-8.25 (m), 7.29-7.10 (m), 6.34-6.14 (m),
3.96-3.65 (m), 2.40-2.39 (m), 1.37-0.83 (m).
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3C-NMR (150 MHz, DMSO-ds) 6 175.46, 163.50, 154.56, 150.41, 138.94, 138.09, 129.56,
127.61, 96.32, 81.47, 68.97, 68.72, 59.17, 45.68, 44.16, 39.06, 22.64, 18.57.

5.2.11. Synteza koniugatu gemcytabiny z chlorkiem kwasowym ibuprofenu

Synteze koniugatu gemcytabiny 1 ibuprofenu wykonano z zastosowaniem chlorku
ibuprofenu. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej typu Flash,
wykonano chromatografi¢ cienkowarstwowa zebranych frakcji. Na jej podstawie
wyselekcjonowano probki do analiz fizykochemicznych. W widmie *C NMR jednej
z analizowanych frakcji uwidoczniono wyrazny sygnat karbonylowy w zakresie okoto 6
175 ppm, charakterystyczny dla grupy estrowej, co potwierdza skuteczne sprzg¢zenie
ibuprofenu z gemcytabing. W obszarze 8125-140 ppm obserwuje si¢ sygnaly grup
aromatycznych ibuprofenu. Nie zaobserwowano sygnatow w zakresie 6 178-180 ppm
odpowiadajacych grupie karbonylowej kwasu karboksylowego, co moze wskazywa¢ na
brak wolnego ibuprofenu w probce. Obecnos¢ pojedynczego sygnatu karbonylowego
grupy estrowej wskazuje, ze gtdéwnym otrzymanym zwigzkiem prawdopodobnie jest

monoester gemcytabiny z ibuprofenem.
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Wzbr: CaoH2sF2N3Os*

Masa molowa: 452,47 g/mol
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BCNMR (150 MHz, DMSO-ds) 8: 175.46, 163.50, 154.56, 150.41, 138.94, 138.09, 129.56,
127.61, 96.32, 81.47, 68.97, 68.72, 59.17, 45.68, 44.16, 39.06, 22.64, 18.57.

Otrzymane koniugaty, w etapie dalszych eksperymentéw oraz oczyszczania,
zostang poddane badaniom biologicznym z wykorzystaniem komoérek nowotworowych

trzustki.
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6. Dyskusja

Gemcytabina jest jednym z najcze$ciej stosowanych lekow W terapii nowotworow
trzustki, jednak jej skuteczno$¢ jest ograniczona przez szybki metabolizm, niska
biodostepnos¢ w tkance nowotworowej oraz rozwijajaca si¢ chemioopornos¢. Z drugiej
strony NLPZ, takie jak kwas acetylosalicylowy, ibuprofen, czy flurbiprofen, wykazuja
(poza dziataniem przeciwzapalnym 1 przeciwbolowym) wlasciwosci
przeciwnowotworowe, zwigzane zarOwno z hamowaniem aktywnos$ci cyklooksygenaz
(COX-1, COX-2), jak i z mechanizmami COX-niezaleznymi, obejmujacymi modulacje
szlaku NF-xB, czy zdolnos¢ do wywotywania apoptozy. Wykazane w badaniach
biologicznych synergistyczne dzialanie gemcytabiny i NLPZ wobec komorek
nowotworowych trzustki stanowi silng podstawe do projektowania 1 syntezy koniugatow

taczacych obie te grupy zwigzkow.

Przeprowadzone badania in vitro dostarczyly istotnych danych dotyczacych
potencjalnych mozliwosci zastosowania gemcytabiny w potaczeniu z NLPZ w terapii
przeciwnowotworowej raka trzustki. Uzyskane wyniki wskazuja, ze zarowno kombinacje
zwigzkow, jak 1 zastosowanie dodatkowo mezenchymalnych komoérek macierzystych i ich
metabolitow, prowadza do nasilonego efektu cytotoksycznego wobec badanych linii
komorkowych nowotworu trzustki (PANC-1, AsPC-1 i BXPC-3), przewyzszajac dziatanie

samej gemcytabiny.

W testach zywotnosci zaobserwowano, ze kombinacja gemcytabiny z NLPZ (ASA,
IBU oraz FLU) powodowata zmniejszenie przezycia komodrek nowotworowych
w poréwnaniu do zastosowania samej gemcytabiny. Analiza warto$ci ICso uzyskanych po
48 godzinach ekspozycji na leki ujawnita, ze wszystkie trzy zastosowane NLPZ zwigkszaja
wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na dzialanie gemcytabiny, jednak efekt ten byt
zréznicowany w zalezno$ci od linii komorkowej. Szczegdlnie wyrazny wplyw
obserwowano dla polgczenia gemcytabiny i flurbiprofenu. Mozna wnioskowac,
ze strukturalne roznice pomiedzy poszczegdlnymi NLPZ mogg przekladaé si¢ na ich
potencjat do synergistycznego dziatania z GEM. Warto podkresli¢, ze efekt cytotoksyczny
korelowat ze zwigkszonym odsetkiem komorek apoptotycznych, co wykazano w analizie

z zastosowaniem Aneksyny V i 7-AAD. Kombinacje lekowe nie tylko nasilaty apoptoze,
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ale takze wptywaty na cykl komorkowy, co potwierdza hipoteze o ich wzajemnie

uzupelniajacym si¢ mechanizmie dzialania.

Porownujac trzy wybrane NLPZ mozna zauwazy¢, ze ASA i FLU wykazuja
najwickszg skuteczno$¢ w PANC-1, gdzie obie kombinacje obnizaty ICso ponad
dwukrotnie wzgledem GEM. W linii AsPC-1 najkorzystniejszy efekt osiagni¢to dla
potacznia GEM+FLU, a nieco stabszy dla GEM+IBU. W komoérkach BxPC-3 na
szczegblng uwage zashuguje potaczenie GEM+FLU, gdzie synergizm dziatania lekéw byt
najsilniejszy ze wszystkich kombinacji. Z kolei IBU byt mniej skuteczny niz ASA i FLU

w polaczeniu z GEM, cho¢ i w tym przypadku obserwowano istotne obnizenie ICso.

Kolejnym aspektem badan byta rola BM-MSC jako potencjalnych no$nikow oraz
modulatoréw dziatania lekéw przeciwnowotworowych. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze BM-MSC zachowuja wysoka opornos$¢ na dziatanie gemcytabiny i NLPZ, co czyni je
atrakcyjnymi kandydatami do wykorzystania w systemach dostarczania lekow. MSC sa
znane z aktywnego wydzielania EV, w tym egzosomow i ciatek apoptotycznych, ktore
odgrywaja kluczowa role w komunikacji migdzykomodrkowej. Mikropecherzyki te
powstaja w procesiec wewnatrzkomorkowego paczkowania blon i sg uwalniane do
srodowiska zewnatrzkomorkowego, transportujgc bioaktywne molekuty, takie jak RNA
(mRNA, miRNA, IncRNA), biatka, lipidy oraz metabolity. Dzigki tej zdolnosci
mikropecherzyki MSC moga wptywaé na zachodzace procesy biologiczne w komorkach
docelowych, miedzy innymi na mechanizmy regeneracji, Stanu zapalnego,
immunomodulacji, a takze apoptozy 1 proliferacji komorek nowotworowych. Ze wzgledu
na swoje naturalne wlasciwosci biokompatybilne 1 tropizm do tkanek uszkodzonych lub
nowotworowych, moga by¢ wykorzystane do precyzyjnego dostarczania lekow, gendw
terapeutycznych lub inhibitorow specyficznych szlakéw molekularnych. Biorac pod uwage
wiasciwosci EV, postanowiono zbada¢ wptyw pozywki kondycjonowanej znad BM-MSC
traktowanych GEM i GEM+ASA/GEM+IBU/GEM+FLU na wybrane linie PCC w tescie
cytotoksycznosci. Badanie to miato na celu oceng, czy mikropecherzyki wydzielane przez
BM-MSC zawarte w pozywce kondycjonowanej oraz metabolity stosowanych lekow,
mogg posredniczy¢ w ich dziataniu przeciwnowotworowym. Wyniki eksperymentow
wskazuja, ze CM-GEM moze wptywaé na zywotno$¢ komoérek nowotworowych trzustki

oraz indukowa¢ mechanizmy apoptotyczne i nekrotyczne nawet przy stosunkowo niskich
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stezeniach lekow. Co ciekawe, dodatek NLPZ do CM-GEM nie wzmacniat istotnie efektu

toksycznego w tescie MTS.

Wiele kontrowersji budzi zdolno$¢ metabolitow gemcytabiny do wykazywania
dziatania przeciwnowotworowego. Uwaza si¢, ze za przeciwnowotworowe dziatanie
gemcytabiny odpowiedzialne sa powstajace wewnatrzkomorkowo difosforan gemcytabiny
(dFACDP) i trifosforan (dFACTP). Wigksza cze$¢ gemcytabiny jest przeksztalcana
w nieaktywng 2',2'-difluoro-2’-deoksyurydyne (dFdU) w wyniku deaminacji, co moze
limitowac jej dziatanie. Jednak w komorce dFdU moze by¢ rowniez fosforylowany do form
aktywnych monofosforanu (dFdUMP), difosforanu (dFdUDP) i trifosforanu (dFdUTP).
Dane in vitro wskazujg, ze nukleotydy dFdU mogg rowniez przyczynia¢ si¢ do dziatania

przeciwnowotworowego, jednak wcigz zbyt mato wiadomo na ten temat [183,184].

Analiza zywotnosci komorek linit ASPC-1 po traktowaniu CM wykazata ich
zwickszong proliferacje, co potwierdza wlasciwosci promujace wzrost komorek
nowotworowych przez BM-MSC. Istnieja doniesienia o zdolnosci BM-MSC do
wydzielania cytokin 1 czynnikow wzrostu, ktore moga wspieraé przezywalnos¢
i proliferacje komorek nowotworowych [185,186], jednak obecno$¢ GEM ogranicza te
wlasciwosci, co umozliwia potencjalne zastosowanie BM-MSC jako transportera lekow
przeciwnowotworowych. Badania apoptozy i nekrozy po zastosowaniu CM-GEM lub CM-
GEM+FLU dodatkowo wykazaty wyrazny wzrost odsetka komorek apoptotycznych oraz
nekrotycznych w komérkach linii PANC-1, AsPC-1 oraz BxPC-3, co potwierdza tezg, ze
pozywka kondycjonowana otrzymana W wyniku dziatania GEM na komoérki BM-MSC
moze wywolywac efekt cytotoksyczny bezposrednio w komodrkach nowotworowych
trzustki. Warto podkresli¢, ze dodatek FLU w tym przypadku rowniez nie wzmocnit efektu
apoptotycznego, co wskazuje na dominujacy wptyw GEM w wywotywaniu $mierci

komorkowej.

Calos¢ eksperymentu poszerzono o dodatkowe badania kokultury BM-MSC
z komorkami nowotworowymi trzustki. Wykazano, ze traktowane BM-MSC maja
zdolno$¢ do hamowania wzrostu tych linii komoérkowych, szczegolnie w stosunku 1:2
(BM-MSC:PCC). Jest to zgodne z hipoteza, ze BM-MSC poddane dzialaniu lekow
przeciwnowotworowych moga stuzy¢ jako potencjalne wektory terapeutyczne wspierajace

cytotoksycznos¢ [187]. Natomiast BM-MSC nietraktowane lekami wykazywaty
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wlasciwosci promujgce wzrost komoérek nowotworowych, szczegolnie linii AsPC-3,

co ponownie potwierdza ich dualistyczne wtasciwosci [188].

Porownujac wybrane linie PCC w odpowiedzi na traktowanie kombinacjag GEM
1 FLU wykazano réznice w aktywacji szlakow apoptotycznych. Stwierdzono zwigkszong
ekspresje biatek odpowiedzialnych za uruchomienie szlakoéw apoptozy po zastosowaniu
kombinacji GEM+FLU. W linii komorkowej PANC-1 najsilniejszy efekt apoptotyczny
zaobserwowano po zastosowaniu GEM+FLU w dawce 10uM+2000uM, o czym $wiadczy
silna aktywacja kaspazy-3 oraz degradacja PARP1. Nie wykazano ekspresji FAS po
podaniu kombinacji lekéw. Komorki linii AsPC-1 i BXPC-3 reagowaty odmiennie na
traktowanie zwigzkami. W linii AsPC-1 odpowiedz apoptotyczna jest stabsza, a ekspresja
biatek kaspazy-3 i FAS mniej intensywna, co moze wskazywac na wigkszg opornos¢ tej
linii. W komoérkach BXPC-3 obserwuje si¢ wyrazng aktywacje apoptozy. Zauwazono
zwickszong ekspresje kaspazy-3 oraz degradacje PARP1 po zastosowaniu GEM-+FLU,
jednak nie wykazano ekspresji p-Ser-GSK3[. Moze to wskazywac na rdéznice w regulacji
szlakow apoptotycznych, niezaleznie od GSK3. Takie réznice w odpowiedzi na dziatanie
lekéw moga odzwierciedla¢ obecno$¢ swoistych mechanizméw opornosci, a skutecznosé

terapii moze by¢ uzalezniona od rodzaju nowotworu trzustki.

Analiza odpowiedzi komérek PCC na dziatanie pozywki kondycjonowanej (CM),
zawierajace] metabolity gemcytabiny (CM-GEM) oraz metabolity gemcytabiny
i flurbiprofenu (CM-GEM+FLU) ujawnita kolejne réznice w aktywacji szlakow
apoptotycznych. W linii BxPC-3 efekt cytotoksyczny CM-GEM oraz CM-GEM+FLU jest
najbardziej intensywny. W komorkach PANC-1 apoptoza jest stabsza po zastosowaniu CM
oraz CM-GEM i CM-GEM+FLU, natomiast w linii ASPC-1 mozna zaobserwowac¢ wiekszy
wplyw kaspazy-3, w poréwnaniu z zastosowaniem samych lekoéw. Z kolei, szlak FAS jest
silnie thumiony w obecnosci GEM+FLU, co moze wskazywaé na zaawansowany etap
apoptozy, w ktorym FAS ulega degradacji lub zmniejszong aktywnos$¢ szlaku zaleznego od
FAS. Mozna wnioskowa¢, ze zewnetrzny szlak apoptozy zalezny od receptorow $mierci
nie odgrywa dominujacej roli w odpowiedzi tych komorek na leczenie [189]. Interesujace
wyniki zaobserwowano w ekspresji p-Ser-GSK3, ktora zanika w komorkach PANC-1 wraz
ze wzrostem stgzenia FLU (porownywalnie z zastosowaniem samych lekow), co moze by¢

wskaznikiem aktywacji GSK3p i zwigzanego z tym wplywu na przezycie komorek.
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W komorkach linii BXxPC-3 ekspresja p-Ser-GSK3p pozostawata stabilna w przypadku
zastosowania samych lekéw, jednak po traktowaniu CM-GEM/CM-GEM+FLU wida¢
wzrost fosforylacji i tym samym zablokowanie funkcji GSK3p, co moze towarzyszyé

apoptozie.

GSK-3B wulega silnej ekspresji w wielu nowotworach, jest zaangazowany
w regulacje proliferacji, apoptozy i chemioopornosci. Dotychczasowe wyniki badan
wskazywatly na odmienng role¢ GSK-3f, zarowno przeciwnowotworows, jak i promujaca
rozw0j nowotworu, co wzubudza watpliwo$ci co do korzysci ze stosowania lekow
celowanych na GSK-3B. Rola GSK-33 w komodrkach nowotworowych jako
proonkogennego lub supresorowego bialka jest przedmiotem wielu sporow. Obecnie
mozna stwierdzi¢, ze naukowcy sa zgodni w twierdzeniu, ze GSK3-f jest
pronowotworowym biatkiem i dobrym kandydatem do zastosowania leczenia celowanego

nowotworow poprzez jego inhibicje, szczegolnie nowotwordw trzustki [190].

Pierwsza cz¢$¢ uzyskanych wynikow opisanych w niniejszej pracy przedstawiono
w artykule dotyczacym wptywu polaczenia gemcytabiny i flurbiprofenu z wykorzystaniem
mezenchymalnych komoérek macierzystych na potencjat cytotoksyczny oraz zdolno$¢ do
indukcji apoptozy i nekrozy w komoérkach nowotworowych trzustki [191]. Pozostate

wyniki badan zostang zaprezentowane w kolejnych publikacjach.

Strategia koniugacji dwoch lekow w jeden zwigzek chemiczny niesie za sobg Szereg
potencjalnych korzysci. Po pierwsze, umozliwia jednoczesne dostarczanie do komorki
nowotworowej zarowno nukleozydowego analogu dziatajacego cytotoksycznie
(gemcytabiny), jak i modulatora mikrosrodowiska nowotworu, co sprzyja uzyskaniu
synergistycznego efektu biologicznego. Po drugie, utworzenie koniugatu moze dziata¢ na
zasadzie proleku — formy mniej aktywnej po podaniu ogodlnoustrojowym, ulegajacej
aktywacji dopiero w komodrkach docelowych, co pozwala ograniczy¢ toksycznosc
systemowa. Po trzecie, modyfikacja wiasciwosci fizykochemicznych czasteczki moze
poprawic jej przenikanie przez blony komorkowe, wydluzy¢ czas retencji w komorkach
nowotworowych oraz wptyna¢ pozytywnie na farmakokinetyke. Ponadto, synteza jednego
koniugatu zamiast podawania mieszaniny dwoch lekow upraszcza  profil
farmakokinetyczny oraz zapewnia jednoczesne i bardziej przewidywalne stgzenie

w miejscu docelowym. Co wigcej, wykorzystanie komorek lub nanono$nikow (np. MSC,
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liposomdw, nanoczastek) jako systemow dostarczania lekdw, moze by¢ bardziej efektywne
w przypadku stabilnego koniugatu niz mieszaniny dwoch roznych terapeutykow [192,193].
Najbardziej praktycznymi sposobami uzyskania koniugatow gemcytabiny z NLPZ s3
syntezy prowadzace do powstania wigzan estrowych oraz amidowych. Kazde z tych

rozwigzan posiada specyficzne zalety, ale wigze si¢ rowniez z okreslonymi wyzwaniami.

Zwiazki estrowe sa prostsze w syntezie 1 charakteryzuja si¢ zwigkszong
lipofilno$cia, co moze sprzyja¢ lepszemu przenikaniu do komoérek nowotworowych.
Wigzanie estrowe jest podatne na hydrolize enzymatyczng, co umozliwia traktowanie
takich koniugatow jak prolekow [45]. Dzigki obecnosci esteraz w komorkach
nowotworowych i w mikro$rodowisku guza, mozliwe jest stosunkowo szybkie
i kontrolowane uwalnianie aktywnych sktadnikoéw, np. gemcytabiny i NLPZ. Jednoczes$nie,
istotnym ograniczeniem koniugatéw estrowych jest ich niestabilno$¢. Hydroliza estrow
zachodzi nie tylko w §rodowisku nowotworowym, ale réwniez w osoczu krwi, co prowadzi
do przedwczesnego rozpadu i uwalniania wolnych lekéw, niweczac czes$¢ zalet zwigzanych
z ideg proleku [194]. Estrowe pochodne bywajg takze wrazliwe na wilgo¢ i mogg ulegac
czeSciowej degradacji juz na etapie oczyszczania oraz podczas przechowywania, co
komplikuje prace laboratoryjne. Z tego powodu estrowe koniugaty wymagaja

szczegdlowych badan stabilno$ci oraz optymalizacji warunkéw syntezy 1 formulacji.

Alternatywa sa koniugaty amidowe, ktore charakteryzuja si¢ znacznie wigksza
stabilno$cig chemiczng 1 metaboliczng niz estry. Wigzanie amidowe jest odporne na
hydrolize w osoczu, co oznacza dluzsza trwato$¢ koniugatu w krwiobiegu i lepsza
farmakokinetyke [195]. W konsekwencji, amidowe pochodne gemcytabiny i NLPZ moga
potencjalnie pozwoli¢ na uzyskanie stabilnego zwigzku o przedtuzonym dziataniu
i bardziej przewidywalnym profilu farmakodynamicznym. Co wigcej, koniugaty amidowe
mozna funkcjonalizowa¢ za pomocg linkeréw takich jak sekwencje peptydowe, ktore
pozwalaja na kontrolowane, specyficzne uwalnianie aktywnych sktadnikow w warunkach
obecnych w nowotworze (np. w odpowiedzi na pH, obecnos¢ enzymoéw, czynniki
redukujace) [58,196]. Jednak zastosowanie koniugatow amidowych jest bardziej
problematycznie z powodu trudniejszego uwalniania aktywnych sktadnikow. Jes§li amid
jest zbyt stabilny, koniugat moze nie rozpa$¢ si¢ w komodrkach 1 nie wykazywac

oczekiwanej aktywnos$ci biologicznej. Inng trudnos$cig jest mozliwos¢ utraty aktywnosci
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gemcytabiny, jesli modyfikacja dotyczy grupy niezbednej do jej aktywacji metabolicznej

(np. fosforylacji przez kinazy).

Koniugaty gemcytabiny z NLPZ — zaré6wno estrowe, jak i amidowe — majg
potencjat, by sta¢ si¢ nowag klasg prolekow o podwodjnej aktywnosci
przeciwnowotworowej. Ich najwigkszym atutem jest mozliwo$¢ polaczenia efektu
cytotoksycznego gemcytabiny z modulacja mikrosrodowiska guza 1 dziataniem
proapoptotycznym NLPZ. W praktyce moze to prowadzi¢ do zwigkszonej
cytotoksycznosci  wobec komorek nowotworowych, redukcji chemioopornosci,
zmniejszenia procesOwW zapalnych 1 angiogenezy, a takze do poprawy odpowiedzi
immunologicznej organizmu wobec guza. Jednocze$nie synteza i zastosowanie takich
koniugatoéw niosg za soba pewne wyzwania. W przypadku estrow nalezy rozwigzaé
problem niestabilnosci 1 przedwczesnej hydrolizy, natomiast w przypadku amidoéw —
trudno$ci z uwalnianiem aktywnych skladnikow. Oba typy koniugatdéw wymagaja
doglebnej charakteryzacji  fizykochemicznej, badan stabilnosci w  warunkach
fizjologicznych oraz testow biologicznych in vitro i in vivo w poréwnaniu do zastosowania

czystej gemcytabiny.

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze otrzymywanie chlorkéw kwasowych
wybranych NLPZ (aspiryny, ibuprofenu, flurbiprofenu, ketoprofenu i naproksenu)
z wykorzystaniem chlorku tionylu w polu mikrofalowym stanowi efektywna metode
aktywacji grupy karboksylowej. Zastosowane warunki reakcji pozwolity ograniczy¢ czas
syntezy i degradacj¢ substratow, a uzyskane wysokie wydajnosci (81-90%) oraz czyste
widma NMR potwierdzity skuteczno$¢ procedury. Zaobserwowano nietrwato$¢ chlorkow
w kontakcie z wilgocia, a wigc jest konieczne szybkie wykorzystanie ich w dalszych
reakcjach (estryfikacja, amidacja), co jest zgodne z literaturowymi doniesieniami

o labilnosci chlorkow kwasowych.

Ze wzgledow praktycznych i ekonomicznych, w pierwszym etapie badan jako
modelowy nukleozyd wykorzystano cytydyne, ktéra jest znacznie tanszym i latwiej
dostepnym substratem niz gemcytabina. Pozwolito to na opracowanie i przetestowanie
warunkéw reakcji sprzegania z NLPZ przy jednoczesnym ograniczeniu kosztow

eksperymentoéw. Uzyskane doswiadczenia z cytydyna stanowity punkt wyjscia do dalszych
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syntez z udzialem gemcytabiny, ktorych celem bylo otrzymanie koniugatow

0 potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

Na podstawie wynikow pierwszych prob sprzegania cytydyny z NLPZ mozna
stwierdzi¢, ze koniugacja z kwasem acetylosalicylowym jest mozliwa, jednak zachodzi
z umiarkowang wydajnos$cig (41-52%) oraz problemami z czystoscig produktow. Zaréwno
metoda z wykorzystaniem chlorku acetylosalicylowego w obecno$ci pirydyny, jak
i podejscia z DCC/HOSu i DCC/DMAP prowadzily do powstawania produktow
o zréznicowanej czystosci — od krystalicznych ciat staltych po lepkie mieszaniny, w ktorych
obserwowano obecno$¢ produktéw ubocznych, m.in. DCU. Wystepowaly bardzo duze
trudnosci z oczyszczaniem zwigzkow. Widma NMR potwierdzity estryfikacje cytydyny
w pozycji C-5°, jednak ich interpretacja byta utrudniona z powodu obecnosci Sygnatow
pochodzacych od produktow ubocznych. W przypadku préb z naproksenem, ketoprofenem
1 flurbiprofenem syntezy konczyly si¢ bardzo niskimi wydajno$ciami i/lub degradacja

produktow.

W dalszym etapie badan skupiono si¢ na sprzgganiu gemcytabiny z NLPZ lub
chlorkami kwasowymi NLPZ. Ze wzgledu na obecnos¢ dwoch reaktywnych grup
hydroksylowych w pozycji C-3° i C-5’ w pierScieniu rybozy, otrzymano zar6wno mono-,
jak i diestrowe pochodne. Zastosowanie metod aktywacji karboksylu z wykorzystaniem
DCC/DMAP prowadzito do powstawania mieszaniny obejmujacej wolng gemcytabing,
monoestrowe oraz diestrowe produkty. Analizy TLC konsekwentnie wskazywatly na
obecnos¢ kilku plamek o zblizonej polarnosci, a widma NMR potwierdzaty naktadajace si¢
sygnaly odpowiadajace rdéznym stopniom estryfikacji. W widmach "C-NMR
obserwowano sygnaty estrowych grup karbonylowych w zakresie & 175-176 ppm,
charakterystyczne zaréwno dla monoestrow, jak i diestrow. Jednoczes$nie brak sygnatow
odpowiadajacych wolnym grupom karboksylowym NLPZ potwierdzal efektywne zajscie
reakcji estryfikacji. Otrzymane mieszaniny produktow byly trudne do rozdzielenia
klasycznymi metodami chromatograficznymi ze wzgledu na zblizong polarnosé
koniugatow. Produkty reakcji czesto mialy forme oleistych, trudno krystalizujacych

substancji, co dodatkowo komplikowato ich peing charakterystyke.

W procesie syntezy gemcytabiny z uzyciem chlorku kwasowego ibuprofenu

otrzymano monoestrowy koniugat gemcytabiny. W widmie '*C-NMR zaobserwowano
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obecnos$¢ pojedynczego sygnatu karbonylowego pochodzacaego z grupy estrowej oraz
brak sygnatéw dla wolnych grup karboksylowych. Cho¢ uzyskane produkty
charakteryzowaty si¢ umiarkowang wydajnos$cia i problemami z izolacjg czystych frakcji,
to widma NMR i analiza TLC wskazuja na otrzymanie oczekiwanych koniugatow

estrowych.

W dalszych planach badawczych przewidywana jest izolacja czystych pochodnych
1 przeprowadzenie dalszych badan biologicznych otrzymanych koniugatéw, zaréwno

z wykorzystaniem BM-MSC jako no$nikow, jak i w bezposrednim podaniu.

7. WniosKi

Analiza uzyskanych wynikow pozwolita na wyciagnigcie kilku istotnych

wnioskoOw:

1. Przeprowadzone badania in vitro dostarczyly nowych danych dotyczacych
potencjalnych mozliwosci zastosowania gemcytabiny w potaczeniu z NLPZ (kwasu
acetylosalicylowego, ibuprofenu oraz flurbiprofenu) w terapii
przeciwnowotworowej raka trzustki.

2. Kombinacje zwigzkow zastosowanych samodzielnie w formulacjach, jak
I zastosowanie dodatkowo mezenchymalnych komoérek macierzystych i ich
metabolitow, prowadza do nasilonego efektu cytotoksycznego wobec badanych
linii komorkowych nowotworu trzustki, przewyzszajac dziatanie samej
gemcytabiny.

3. W testach zywotnos$ci, badaniach apoptozy i nekrozy oraz cyklu komoérkowego
zaobserwowano, ze wszystkie trzy zastosowane NLPZ zwigkszaja wrazliwo$¢
komorek nowotworowych na dziatanie gemcytabiny, jednak efekt ten byt
zréznicowany w zaleznosci od linii komorkowe;.

4. Najbardziej intensywny efekt cytotoksyczny zaobserwowano dla potgczenia
gemcytabiny i flurbiprofenu, co moze wskazywac¢ na wptyw strukturalnych réznic
pomiedzy poszczegdlnymi NLPZ na ich potencjal oraz mechanizm dziatania
Z gemcytabing.
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10.

11.

12.

13.

Komoérki BM-MSC zachowujg wysokg opornos¢ na dziatanie gemcytabiny i NLPZ,
co czyni je atrakcyjnymi kandydatami do wykorzystania w systemach dostarczania
lekow.

Zastosowanie CM-GEM moze wplywaé na zmniejszenie zywotnosci komorek
nowotworowych trzustki oraz indukowac¢ mechanizmy apoptotyczne i nekrotyczne,
jednak nie zaobserwowanego istotnego wptywu dodatku NLPZ na te wtasciwosci.
Zastosowanie CM istotnie wptywalo na wzrost komodrek nowotworowych linii
ASPC-1, co potwierdza wlasciwosci promujace wzrost komorek nowotworowych
przez BM-MSC zalezne od linii komorkowej, jednak obecno$s¢ GEM ogranicza ten
efekt.

Badania kokultury BM-MSC oraz PCC wykazaty, ze BM-MSC poddane dziataniu
lekow przeciwnowotworowych moga shuzy¢é jako potencjalne wektory
terapeutyczne wspierajace cytotoksycznosé lekow.

Wykazano réznice w aktywacji szlakow apoptozy w wybranych liniach PCC
w badaniach Western blottingu. Réznice te moga wskazywaé na specyficzne
mechanizmy opornosci oraz na odmienng skuteczno$¢ potencjalnej terapii
w r6znych typach nowotwordéw trzustki.

Koniugaty gemcytabiny z NLPZ majg potencjal, by sta¢ si¢ nowg klasg prolekow
o podwojnej aktywnosci przeciwnowotworowej. Ich najwigkszym atutem jest
mozliwos¢ potaczenia efektu cytotoksycznego gemcytabiny z modulacja
mikrosrodowiska nowotworu i1 dziataniem proapoptotycznym NLPZ.
Otrzymywanie chlorkow kwasowych wybranych NLPZ z wykorzystaniem chlorku
tionylu w polu mikrofalowym stanowi efektywna metode aktywacji grupy
karboksylowej. Otrzymane produkty mozna wykorzysta¢ w reakcjach sprzegania
w kolejnych etapach syntezy.

W reakcjach estryfikacji cytydyny z kwasem acetylosalicylowym z zastosowaniem
DCC/HOSu oraz DCC/DMAP, a takze cytydyny z ibuprofenem przy uzyciu
EDC/HOBt, mozliwe jest uzyskanie nowych koniugatow. W trakcie syntezy
powstaje wiele produktéw ubocznych.

Zastosowanie metod aktywacji karboksylu z wykorzystaniem DCC w reakcjach
gemcytabiny z NLPZ prowadzitlo do powstawania mieszaniny produktow,

obejmujacej wolng gemcytabing oraz monoestrowe oraz diestrowe pochodne.
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14. Zastosowanie chlorkéw kwasowych ibuprofenu oraz pola mikrofalowego pozwala
uzyska¢ wigkszg selektywno$¢ reakcji w kierunku monoestrowego produktu oraz
wydajno$¢, ponadto wpisuje si¢ w kanony zielonej chemii.

15. Otrzymane mieszaniny produktow byly trudne do rozdzielenia klasycznymi
metodami chromatograficznymi ze wzgledu na zblizong polarno$¢ koniugatow,
co istotnie utrudniato izolacj¢ czystych zwigzkow. Zastosowano chromatograficzne

metody oczyszczania typu Flash z wykorzystaniem kolumny RediSep GOLD C18.
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Staz BIOSTART oraz wolontariat w NIO-PIB w Centrum Badan Translacyjnych 1
Biologii Molekularnej Nowotworéw. Opiekunowie: dr hab. Aleksandra Rusin oraz
dr Joanna Jazowiecka-Rakus.
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Opiekun naukowy pracy licencjackiej oraz pracy inzynierskiej realizowanej na
Uniwersytecie Slaskim w Katowicach.

Opiekun naukowy dwoch prac magisterskich realizowanych na Politechnice
Slaskiej w Gliwicach we wspotpracy z NIO-PIB.
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Ukonczenie szkolenia na asystenta badan klinicznych (Clinical Trial Assistant).
Zdobycie I nagrody i mozliwo$¢ publikacji badan w International Journal of
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Naukowych (29-30.05.2020) pt. ,,Przydatnos¢ mezenchymalnych komorek
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macierzystych jako nosnika wirusa myksomatozy w onkolitycznej wiroterapii w
mysim raku trzustki.”

12. Zdobycie 1 nagrody za najlepsze wystgpienie konferencyjne na zdjezdzie
InterTechDoc 2024 (20-21.05.2024) pt. ,Nowe pochodne gemcytabiny z
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi jako alternatywa celowanego leczenia
nowotworu trzustki”.

Konferencje naukowe
Konferencje miedzynarodowe:

14-17.04.2024 50th Annual Meeting of the EBMT. Glasgow, Scotland

Prezentacja plakatu

Iwona Mitrus, Marcin Wilkiewicz, Agata Kawulok, Wojciech Fidyk, Matgorzata
Sobczyk-Kruszelnicka, Sebastian Giebel. “The impact of transportation time on stem
hematopoietic cell viability after cryopreservation”.

23-26.04.2023. 49th Annual Meeting of the EBMT. Paris, France.

Prezentacja plakatu

Iwona Mitrus, Marcin Wilkiewicz, Wojciech Fidyk, Agata Hadrys$, Agnieszka Ciomber,
Andrzej Smagur, Paulina Borzdzitowska, Agata Chwieduk, Magdalena Gtowala-Kosinska,
Sebastian Giebel. “Preclinical evaluation of different solutions for washing out DMSO
from peripheral blood stem cell grafts after thawing ™.

19-21.10.2023. The 8th Congress on Controversies in Stem Cell Transplantation and
Cellular Therapies (COSTEM), Berlin, Germany.

Prezentacja plakatu

Agata Chwieduk, Andrzej Smagur, Magdalena Glowala-Kosinska, Paulina Borzdzitowska,
Wojciech Fidyk, lwona Mitrus, Marcin Wilkiewicz, Agata Hadrys, Alexander Cortez,
Sebastian Giebel. “Circulating innate lymphoid cell subpopulations in different
advancement of nodal and extranodal DLBCL”

18-19.11.2022; XXVIth Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, Poland.

Prezentacja plakatow

Agata Hadry$, Marlena Pazdzior, Aleksandra Swietlicka, Andrzej Bak, Violetta Kozik.
“Novel cytidine derivatives with non-steroidal anti-inflammatory drugs for pancreatic
cancer treatment”

Magdalena Glowala-Kosinska, Paulina Borzdzitowska, Agata Chwieduk, Wojciech Fidyk,
Andrzej Smagur, lwona Mitrus, Agata Hadrys, Marcin Wilkiewicz, Matgorzata Sobczyk-
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Kruszelnicka, Sebastian Giebel. “T cell regeneration after allogeneic haematopoietic stem
cell transplantation from fully matched vs haploidentical donors”

20.10.2022; IV International Conference - Bioreactors in the fight for clean air,
Fkoinwentyka, Grzyboéw, Poland

Prezentacja plakatu
Agata Hadry$, Marlena Pazdzior, Aleksandra Swietlicka, Andrzej Bak, Violetta Kozik.

,New derivatives of cytidine with non-steroidal anti-inflammatory drugs for pancreatic
cancer treatment”

11-14.09.2022; Chemistry towards Biology 10 Instruct, Bratislava, Slovakia.

Prezentacja plakatow

Marlena Pazdzior, Aleksandra Swietlicka, Agata Hadrys$, Andrzej Bak, Violetta Kozik.
“Graphene oxide derivatives as potential drug nanocarriers”

Aleksandra Swietlicka, Marlena Pazdzior, Agata Hadrys, Violetta Kozik, Andrzej Bak.
“Diamides and dithioamides as compounds wit potential bioactivity

15-16.09.2021; The 6" Warsaw Conference on Perspective of Molecular Oncology:
Molecular Immunology of Cancer, Poland;

Prezentacja plakatu

Jazowiecka-Rakus J., Hadry$ A., Rahman MM., McFadden G., Fidyk W., Chmielik E.,
Pazdzior M., Grajek M., Kozik V., Sochanik A. “Myxoma virus expressing LIGHT
(TNFSF14) pre-loaded into adipose-derived mesenchymal stem cells is effective treatment
for murine pancreatic adenocarcinoma”

27.07.2021; 111 International Conference - Bioreactors in the fight for clean air (Il
Miedzynarodowa Konferencja - Bioreaktory w walce o czyste powietrze), Poland;

Prezentacja plakatu

Hadrys A., Sochanik A., Fidyk W., Grajek M., Pazdzior M., Rahman M.M., McFadden
G., Kozik V., Jazowiecka-Rakus J. “A novel strategy for treating pancreatic cancer: a
disease with many environmental risk factors”

05-09.07.2021; XXIII International Poxvirus, Asfarvirus, and lridovirus Conference,
Philadelphia, Pennsylvania, USA;

Prezentacja plakatu

Jazowiecka-Rakus J., Hadry$ A., Rahman MM., McFadden G., Fidyk W., Chmielik E.,
Pazdzior M., Grajek M., Kozik V., Sochanik A. “Myxoma virus expressing LIGHT
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(TNFSF14) pre-loaded into adipose-derived mesenchymal stem cells is effective treatment
for murine pancreatic adenocarcinoma”

20-21.11.2020; XXIV" Gliwice Scientific Meetings; Gliwice, Poland:

Prezentacja ustna

Hadrys$ A., Sochanik A., Fidyk W., Grajek M., Pazdzior M., Rahman M.M., McFadden
G., Kozik V., Jazowiecka-Rakus J. “Effectiveness of Light-encoding oncolytic myxoma
virus-loaded ADSCs to destroy murine pancreatic cancer cells”

Pazdzior M., Kozik V., Swietlicka A., Bak A., Sroda A., Hadrys A., Jazowiecka-Rakus J.,
Sochanik A. ,, Cytotoxicity of drug-loaded exosome carriers for melanoma cell cultures”

23-24.09.2020; The 5th Warsaw Conference on Perspective of Molecular Oncology:
Molecular Immunology of Cancer;

Prezentacja ustna

Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Hadry$ A., Fidyk W., Villa N., Rahman
MM., Chmielik E., Franco LS., McFadden G. “Myxoma virus-loaded mesenchymal stem
cells in experimental oncolytic therapy of murine pulmonary melanoma”

22-23.11.2019; XXI11" Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, Poland:

Prezentacja plakatow

Hadrys A., Sochanik A., Kramer-Marek G., Fidyk W., Rahman MM., McFadden G.,
Jazowiecka-Rakus J. "Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells as a carriers of
oncolytic myxoma virus therapy of murine pancreatic cancer"

Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Fidyk W., Ciomber A., Hadrys A., Rahman
MM., Villa N., Franco LS., McFadden G. ,, Myxoma virus-loaded mesenchymal stem cells
in experimental oncolytic therapy of murine pulmonary melanoma™

9-12.10.2019; 12 International Oncolytic Virus Conference, Rochester, Minnesota, USA:

Prezentacja plakatow

Sochanik A., Hadrys A., Kramer-Marek G., Fidyk W., Rahman MM., McFadden G.,
Jazowiecka-Rakus J. "Adipose tissue-derived mesenchymal stem cells as carrier of
oncolytic myxoma virus for pancreatic cancer therapy”

Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Fidyk W., Ciomber A., Hadrys A., Rahman
MM., Villa N., Franco LS., McFadden G. "Myxoma virus-loaded mesenchymal stem cells
in experimental oncolytic therapy of murine pulmonary melanoma™.

12-15.03.2019; 11" International Conference of Contemporary Oncology, Poznan, Poland:
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Prezentacja plakatu

Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Fidyk W., Ciomber A., Hadrys$ A.,
McFadden. "Oncolytic myxoma virus shielded by mesenchymal stem cells destroys
melanoma tumors”

16-17.11.2018; XX11™ Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, Poland:

Prezentacja plakatu
Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Fidyk W., Ciomber A., Hadry$ A., Rahman

MM., McFadden G. “Oncolytic myxoma virus shielded by mesenchymal stem cells destroys
melanoma tumors™

17-18.11.2017; XXI* Gliwice Scientific Meetings, Gliwice, Poland:;

Prezentacja plakatu
Jazowiecka-Rakus J., Sochanik A., Rusin A., Fidyk W., Ciomber A., Hadrys A., Ciepta J.,

McFadden G. "Mesenchymal stem cells transfer oncolytic myxoma virus into melanoma
cells"
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22-26.09.2025 67. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Wroclaw,
Polska

Prezentacja ustna

Kozik, V., Kawulok, A., Borzdzitowska, P., Gtowala-Kosinska, M., Fidyk, W., Smagur,
A., Lasut-Szyszka, B., Gdowicz-Klosok, A., Mitrus, 1., Wilkiewicz, M., Chwieduk, A.,
Burdalska, D., Korfanty, J., Giebel, S., Rojkiewicz, M., Bak, A. ,,Mezynchymalne komérki
macierzyste jako nosniki gemcytabiny oraz NLPZ i ich dzialanie na komorki
nowotworowe”’

16-19.09.2024. 66. Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego. Poznan, Polska

Prezentacja ustna

Kozik, V., Kawulok, A., Bgk A., Kowalska-Szojda, K., Kwandrans, D. ,, Nowe pochodne
gemcytabiny jako alternatywa celowanego leczenia nowotworu trzustki”

20-21.05.2024. InterTechDoc 2024. Ustron, Polska

Prezentacja ustna

Kawulok, A., Kwandrans, D., Kozik, V. ,, Nowe pochodne gemcytabiny z niesteroidowymi
lekami przeciwzapalnymi jako alternatywa celowanego leczenia nowotworu trzustki”
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21-22.05.2021; VIII™ Silesia Scientific Meetings, Gliwice, Poland:

Prezentacja ustna
Pazdzior M., Sochanik A., Jazowiecka-Rakus J., Swietlicka A., Hadry$ A., Kozik V.
., Exosomes with WP760 in malignant melanoma therapy researches” (,, Egzosomy z

WP760 w badaniach nad terapiq czerniaka ztosliwego™)

21.04.2021; Computational Oncology and Personalized Medicine, Gliwice, Poland;

Prezentacja ustna

Hadrys$ A., Sochanik A., Fidyk W., Grajek M., Pazdzior M., Rahman MM, McFadden G.,
Kozik V., Jazowiecka-Rakus J. "Myxoma virus and mesenchymal stem cells - a new
experimental strategy for the pancreatic cancer treatment” (,, Wirus myksomatozy i
mezenchymalne komorki macierzyste — nowa eksperymentalna strategia leczenia
nowotworu trzustki”)

Pazdzior M., Sochanik A., Hadry$§ A., Jazowiecka-Rakus J. ,, Cytotoxicity of a
bisanthracycline WP760 carried in exosomal carriers for the cells culture of malignant
melanoma” (,, Cytotoksycznos¢ bisantracykliny WP760 przenoszonej w nosnikach
egzosomowych dla hodowli komorek czerniaka ztosliwego”)

29-30.05.2020; VII" Silesia Scientific Meetings, Gliwice, Poland:

Prezentacja ustna

Hadrys A., Sochanik A., Kramer-Marek G., Fidyk W., Grajek M., Rahman MM,
McFadden G., Kozik V., Jazowiecka-Rakus J. "Usefulness of mesenchymal stem cells as a
carrier of myxoma virus in oncolytic virotherapy in murine pancreatic cancer"
(,, Przydatnos¢  mezenchymalnych komorek macierzystych jako nosnika wirusa
myksomatozy w onkolitycznej wirusoterapii mysiego nowotworu trzustki’’)

28-31.05.2015; IV™ Polish Conference of Young Scientists ., Arthropod 2015”, Katowice,
Poland;

Prezentacja plakatu

Karcz J., Kalandyk-Kotodziejczyk M., Kanturski M., Hadry$ A., Kempny M., Wasilewska
M. “The use of various microscopic techniques in morphological studies of polish
cochineal and aphids (Hemiptera, Sternorrhyncha)” (,,Zastosowanie roznych technik
mikroskopowych w  badaniach morfologicznych czerwcow i mszyc (Hemiptera,
Sternorrhyncha)”)

11.1.1. Osiagniecia naukowe, edukacyjne i popularyzujace nauke

1. Wyktady dla Akademickiego Kota Harcerskiego Politechniki Slaskiej pt.
»Szczepionki — najwigkszy wynalazek ludzkosci”
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Wspolprowadzenie warsztatow dla mtodziezy szkolnej na Uniwersytecie Slaskim
w Katowicach. Projekt pt. ,,Kreatywny odkrywca” realizowany we wspotpracy z
Miastem Katowice, Gming Pszczyna, Gming Ornontowice oraz Zespotem Szkoét i
Przedszkoli nr 3 w Tychach, wspotfinansowany przez Uni¢ Europejska w ramach
Europejskiego Funduszu Spotecznego, Program Operacyjny Wiedza Edukacja
Rozwoj, O$ priorytetowa: III. Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju.
Dziatanie: 3.1 Kompetencje w szkolnictwie wyzszym.

Organizacja V Slaskich Spotkan Naukowych, Bobolice, Polska.

Dziatalno$¢ w Biotechnologicznym Kole Naukowym; wspétorganizacja wydarzen
naukowych i popularnonaukowych na Politechnice Slaskiej w Gliwicach, m.in.
kampanii BioBus wsrod dzieci w wieku szkolnym w $lgskich szkotach.

Czynny uczestnik cotygodniowych seminariéw organizowanych w NIO-PIB.
Wygloszone prezentacje pt. ,,Nowe pochodne gemcytabiny w skojarzeniu z
onkolitycznym wirusem myksomatozy w eksperymentalnej terapii raka trzustki”
oraz ,, Mezenchymalne komorki macierzyste jako nosnik wirusow onkolitycznych w
terapii przeciwnowotworowej”.

Aktywny cztonek Akademickiego Chéru Politechniki Slaskie;j.

163



