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1. WPROWADZENIE 

 

1.1. Charakterystyka glejaka wielopostaciowego (GBM) 

Jednym z największych wyzwań współczesnej medycyny są choroby nowotworowe 

ze względu na powszechność ich występowania, niedoskonałość profilaktyki oraz 

trudności w procesie leczenia. Zgodnie z szacunkami Międzynarodowej Agencji Badań 

nad Rakiem (ang. International Agency for Research on Cancer, IACR) z 2022 roku, 

odnotowano blisko 20 milionów przypadków zachorowań na nowotwory oraz około 9,7 

miliona spowodowanych przez nie zgonów. Poszczególne rodzaje nowotworów różnią 

się od siebie częstością występowania oraz wskaźnikami przeżywalności pacjentów. 

Jednym z najbardziej śmiertelnych typów są nowotwory mózgu oraz ośrodkowego 

układu nerwowego (OUN), które były przyczyną około 250 tysięcy zgonów przy 320 

tysiącach stwierdzonych nowych przypadków (1). Ze względu na pełnioną funkcję, OUN 

jest częściowo izolowany od reszty organizmu przez tzw. uprzywilejowanie 

immunologiczne, m.in. dzięki obecności bariery krew-mózg (ang. blood-brain barrier, 

BBB) (2, 3). Ogranicza ona kontakt komórek nerwowych ze środowiskiem zewnętrznym 

przy jednoczesnym zapewnieniu im optymalnych warunków do funkcjonowania, lecz 

stanowi również barierę dla ponad 98% stosowanych terapeutyków, w tym wielu leków 

stosowanych w terapii przeciwnowotworowej (4). 

Najczęściej występującym złośliwym nowotworem mózgu o medianie 

przeżywalności wynoszącej 14-15 miesięcy jest glejak (ang. glioblastoma, GBM) (5). 

Około 90% przypadków stanowią nowotwory pierwotne, czyli rozwijające się de novo ze 

zdrowych komórek glejowych – rozwój guza w ich przypadku jest bardzo szybki oraz 

szybko prowadzi do zgonu. Występowanie pierwotnego GBM obserwuje się głównie u 

osób starszych o medianie wieku wynoszącej 65 lat, w odróżnieniu od rzadziej 

występujących wtórnych GBM, które zazwyczaj rozwijają się stopniowo z glejaków o 

niskim stopniu złośliwości, występują u młodszych pacjentów niż w przypadku 

pierwotnych GBM (mediana wieku 39 lat) i charakteryzują się większą przeżywalnością 

(6-8). Trudności w leczeniu pierwotnych GBM wynikają również z dużej 

heterogeniczności guza oraz obecności komórek glejowych o właściwościach komórek 

macierzystych (ang. glial stem-like cells, GSCs), które pełnią ważną rolę w procesach 

wzrostu guza oraz nabywania oporności na leki i promieniowanie dzięki swojej zdolności 

do różnicowania oraz naprawy uszkodzonego DNA (9, 10). Dodatkowym czynnikiem 
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utrudniającym opracowanie skutecznej terapii jest obecność BBB, która uniemożliwia 

zastosowanie wielu potencjalnie skutecznych leków. Aktualny standard leczenia polega 

na bezpiecznej resekcji guza, po której pacjent poddany zostaje zlokalizowanej 

radioterapii połączonej z jednoczesnym przyjmowaniem adiuwantu w postaci 

temozolomidu. Efektem terapii jest nieznaczne wydłużenie czasu przeżycia pacjentów, 

lecz wciąż poszukiwane są skuteczniejsze metody walki z GBM w oparciu o najnowsze 

odkrycia genetyki molekularnej. 

 

1.2. Znaczenie żelaza w rozwoju GBM 

Żelazo jest pierwiastkiem odgrywającym bardzo istotną rolę w funkcjonowaniu 

organizmu człowieka, stanowiąc integralny element budowy blisko 400 białek, w których 

występuje jako kofaktor w formie wolnych jonów żelaza, hemu lub centrów żelazowo-

siarkowych (11). Fizykochemiczne właściwości tego metalu pozwalają mu na swobodną 

wymianę elektronów poprzez reakcje redoks, dzięki którym enzymy wykorzystujące 

żelazo mogą brać udział m.in. w transporcie i magazynowaniu tlenu, replikacji DNA, 

regulacji ekspresji genów oraz transferze elektronów w ramach łańcucha oddechowego 

(12). Ze względu na rozległe zastosowanie w wielu kluczowych procesach 

metabolicznych, niedobór żelaza w mikrośrodowisku komórki prowadzi do zaburzenia 

homeostazy uniemożliwiającego jej prawidłowy rozwój. Pomimo dużej zawartości 

żelaza w przyrodzie, w większości występuje ono w biologicznie niedostępnej postaci 

trójwartościowej (Fe3+), dlatego na drodze ewolucji powstały liczne mechanizmy 

przyswajania żelaza z otoczenia oraz jego wewnętrznego odzyskiwania. W przypadku 

łatwej dostępności tego pierwiastka istnieje jednak ryzyko nadmiernej akumulacji żelaza, 

której skutkiem jest powstanie stresu oksydacyjnego. Jednym z produktów reakcji redoks 

zachodzących z udziałem żelaza, nazywanej reakcją Fentona, jest rodnik hydroksylowy 

(·OH) będący jedną z reaktywnych form tlenu (RFT) (13). Wysokie stężenie RFT 

prowadzi do uszkodzenia białek, kwasów nukleinowych oraz peroksydacji lipidów, 

zwiększa ryzyko wystąpienia mutacji prowadzących do transformacji nowotworowej, a 

w skrajnych przypadkach może prowadzić do śmierci komórki na drodze ferroptozy. 

Utrzymanie homeostazy żelaza w komórce stanowi zatem wyzwanie polegające na 

kontrolowaniu ilości uwolnionych jonów żelaza, magazynowaniu nadmiaru jonów 

poprzez związanie z uniemożliwiającą zachodzenie reakcji redoks ferrytyną oraz 

ochronie przed stresem oksydacyjnym (14). 
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Badania prowadzone na komórkach GBM wskazują na zwiększone zapotrzebowanie 

na żelazo w porównaniu ze zdrowymi komórkami glejowymi. Jednym z aspektów jest 

zwiększona proliferacja charakterystyczna dla wszystkich rodzajów nowotworów, która 

w celu szybszego przeprowadzania podziałów komórkowych wymaga większej ilości 

wszystkich potrzebnych substratów. Enzymy zależne od żelaza biorą również istotny 

udział w procesach replikacji DNA oraz regulacji cyklu komórkowego, dodatkowo 

zwiększając ilość potrzebnego labilnego żelaza wewnątrz GBM (15). Oprócz tego duże 

znaczenie ma intensywność procesów metabolicznych w komórkach GSC, które nadają 

guzowi agresywnego charakteru wzrostu oraz uczestniczą w procesie nabywania 

oporności na leczenie dzięki swojej zdolności do samoodnowy oraz różnicowania. 

Schonberg i in. (16) wykazali, wykorzystując metodę znakowania radioaktywnego, że 

komórki GSC pobierają więcej żelaza niż komórki glejaka pozbawione właściwości 

komórek macierzystych. Większa zawartość jonów żelaza w komórkach GBM może być 

wykorzystana jako cel terapeutyczny. Zastosowanie chelatorów pozbawia komórkę 

biodostępnego żelaza, przez co procesy metaboliczne zależne od tego kofaktora zostają 

zaburzone. Na szczególną uwagę zasługują związki z grupy tiosemikarbazonu, które 

charakteryzują się zachowaniem zdolności skompleksowanego żelaza do uczestnictwa w 

reakcjach redoks (17). Potencjalnie skuteczne może być również zwiększone podawanie 

żelaza celem doprowadzenia do przeładowania komórek oraz powiązanego wzrostu 

poziomu RFT w komórkach guza. Badania przeprowadzone na modelu in vitro przez 

Trujillo-Alonso i in. udowodniły, że podanie nanocząstek tlenku żelaza wywołuje stres 

oksydacyjny i prowadzi do śmierci komórkowej (18).  

 

1.3. Znaczenie białka IGF1R oraz jego mutacji w rozwoju GBM 

Znaczenie receptorowych kinaz tyrozynowych w regulacji różnych procesów 

komórkowych, takich jak wzrost i proliferacja komórek, jest zagadnieniem bardzo 

złożonym i pomimo znajomości mechanizmów związanych z poszczególnymi ścieżkami 

sygnałowymi pełne zrozumienie interakcji między ligandami, ich receptorami i białkami 

modulowanymi przez te receptory wciąż wymaga głębszego poznania (19). Jednym z 

ważniejszych białek należących do tej grupy jest receptor insulinopodobnego czynnika 

wzrostu 1 (ang. insulin-like growth factor-1 receptor, IGF1R), występujący na 

powierzchni komórki w formie dimeru zdolnego wiązać się z insulinopodobnymi 

czynnikami wzrostu 1 i 2 oraz w mniejszym stopniu z insuliną. Jest to receptor blisko 



9 
 

spokrewniony z receptorem insuliny (IR), z którym posiada około 70% wspólnej 

sekwencji oraz możliwość wiązania tych samych ligandów, a także obserwuje się 

częściowe oddziaływanie krzyżowe regulowanego sygnału. W związku z tym IGF1R jest 

w stanie dokonywać transdukcji sygnału w wielu ścieżkach sygnałowych, lecz przede 

wszystkim odpowiada on za regulację szlaku MAPK/ERK poprzez aktywację białka Ras, 

a także wykazuje wpływ na ścieżkę PI3K/AKT/mTOR (20, 21). 

 Receptorowe kinazy tyrozynowe często ulegają zmianom w komórkach 

nowotworowych, które w efekcie prowadzą do przyspieszenia proliferacji, angiogenezy 

oraz nabywania oporności na stosowaną terapię. Przykładowo, w wyniku mutacji 

możliwe jest zwiększenie powinowactwa do ligandu lub wzrost aktywności domeny 

kinazy tyrozynowej (22). W przypadku białka IGF1R często obserwuje się jego 

nadekspresję w komórkach GSC, gdzie odpowiada ono za proces autoodnowy oraz 

poprzez fosforylację białka Akt chroni komórki guza przed wejściem na ścieżkę 

apoptotyczną (23).  

Obecnie, stosowanie inhibitorów kinaz tyrozynowych wzbudza coraz większe 

zainteresowanie badaczy ze względu na obiecujące wyniki badań przedklinicznych 

pokazujących ich skuteczność przeciwko komórkom nowotworowym, w tym GBM. 

Zmniejszenie ekspresji oraz zatrzymanie aktywności receptorów takich jak IGF1R 

stanowią jedną z metod ukierunkowanego oddziaływania na guza przy zachowaniu 

bezpieczeństwa zdrowych komórek (24). 

 

1.4. Cel pracy 

Wykorzystanie chelatorów żelaza w terapii celowanej przeciwko GBM wciąż jest 

niedostatecznie zbadanym zagadnieniem. Aktualnie dostępne wyniki badań na modelu in 

vitro oraz badań klinicznych (25, 26) wskazują na duży potencjał ich zastosowania, 

szczególnie przy równoczesnym oddziaływaniu na inne cele molekularne. Pomysł 

zaprojektowania chelatorów żelaza z domeną wykazującą powinowactwo do białek 

receptorowych, czego efektem byłoby wielokierunkowe oddziaływanie na szlaki 

metaboliczne, stanowi innowacyjne podejście do postawionego problemu. Celem 

niniejszej pracy było zweryfikowanie słuszności tego założenia poprzez: 
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− sprawdzenie aktywności przeciwnowotworowej trzech grup związków zdolnych 

do chelatacji jonów żelaza i dokonanie selekcji najbardziej efektywnych spośród 

nich, 

− analizę interakcji badanych związków z jonami żelaza oraz zdolność do inhibicji 

wybranych kinaz tyrozynowych,  

− ocenę wpływu chelatorów na przebieg cyklu komórkowego, generowanie stresu 

oksydacyjnego oraz zdolność indukcji apoptozy, 

− określenie molekularnego mechanizmu działania aktywnych związków w oparciu 

o analizę ekspresji białek oraz genów związanych z metabolizmem żelaza, 

stanowiących część istotnych ścieżek sygnałowych oraz odpowiedzialnych za 

inicjację procesu apoptozy. 

Przedstawione poniżej wyniki otrzymano podczas badań prowadzonych w ramach 

projektu Narodowego Centrum Nauki PRELUDIUM BIS 2 (2020/39/O/NZ5/02342) pod 

kierownictwem dr hab. Anny Mrozek-Wilczkiewicz, prof. UŚ, którego byłem 

wykonawcą. 

 

1.5. Materiały i metody 

Wszystkie przedstawione w tej pracy badania zostały wykonane w Zespole Biofizyki 

Farmaceutycznej w Instytucie Fizyki im. Augusta Chełkowskiego Uniwersytetu 

Śląskiego w Katowicach, pod kierownictwem dr hab. Anny Mrozek-Wilczkiewicz, prof. 

UŚ. Promotorem pomocniczym niniejszej pracy jest dr Katarzyna Malarz, prof. UŚ. 

 

1.5.1. Synteza badanych związków 

Związki, których właściwości były określane podczas badań zostały 

zaprojektowane i otrzymane we współpracy z następującymi badaczami: 

− synteza bis(terpirydyn) (BC) (Rys. 1A) - dr hab. Dawid Zych, prof. UO 

(Wydział Chemii Uniwersytetu Opolskiego),  

− synteza tiosemikarbazonów (TSC) (Rys. 1B) - dr hab. Mateusz Korzec oraz 

dr hab. inż. Maciej Serda, prof. UŚ (Instytut Chemii Uniwersytetu Śląskiego)  

− synteza styrylochinolin (SQ) (Rys. 1C) - prof. dr hab. Robert Musioł (Instytut 

Chemii Uniwersytetu Śląskiego). 
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Rys. 1. Struktury badanych związków: (A) bis(terpirydyn), (B) tiosemikarbazonów, (C) 

styrylochinolin 

 

1.5.2. Hodowla komórek w warunkach in vitro 

Podczas prac badawczych wykorzystano następujące ludzkie linie komórkowe: 

pięć linii glejaka wielopostaciowego LN-18, LN-229, T98G, U-87 MG, U-251; linię 

gruczolakoraka płuca PC-9; linię gruczolakoraka piersi MCF-7; linię gruczolakoraka 

trzustki PANC-1 oraz linię prawidłowych fibroblastów NHDF. Linia komórkowa U-251 

została udostępniona przez prof. Gabrielę Kramer-Marek (Institute of Cancer Research, 

Londyn, Wielka Brytania), linię NHDF zakupiono w PromoCell, podczas gdy pozostałe 

linie komórkowe nabyto w American Type Culture Collection (ATCC). 
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Hodowlę wszystkich linii komórkowych prowadzono w butelkach o objętości 75 

cm3 (Nunc) w standardowych warunkach – w temperaturze 37°C, w atmosferze 

wysyconej parą wodną zawierającej 5% CO2. Linie glejaka hodowano na pożywce 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementowanej 10% v/v płodową 

surowicą bydlęcą (FBS), natomiast dla linii NHDF stosowano rekomendowaną przez 

producenta pożywkę Fibroblast Growth Medium (FGM) wraz z suplementem. Obydwie 

pożywki zostały dodatkowo wzbogacone mieszaniną antybiotyków penicyliny i 

streptomycyny – 1% v/v w przypadku pożywki DMEM oraz 0,5% v/v dla pożywki FGM. 

Linie komórkowe poddawano regularnym testom pod kątem potencjalnej kontaminacji 

bakteriami z rodzaju Mycoplasma przy użyciu techniki PCR z zastosowaniem starterów 

specyficznych wobec genu kodującego 16S rRNA. 

 

1.5.3. Badania cytotoksyczności 

Cytotoksyczność na dwuwymiarowym modelu hodowli in vitro oznaczano dla 

wszystkich grup związków przy użyciu testu kolorymetrycznego MTS. Zasada działania 

tego testu polega na redukcji soli tetrazolowej do barwnego formazanu przez 

dehydrogenazy znajdujące się w metabolicznie aktywnych komórkach. Ilość produktu 

reakcji enzymatycznej można oznaczyć ilościowo poprzez pomiar absorbancji. 

 Komórki wysiano na płytkach 96-dołkowych (Nunc) w ilości 5 × 103 komórek na 

dołek w objętości 100 µL, za wyjątkiem linii NHDF, której komórki wysiano w ilości 4 

× 103 na dołek. Przygotowane w ten sposób płytki inkubowano przez 24 godziny w 

standardowych warunkach, a następnie podano 200 µL pożywki zawierającej badane 

związki w różnych stężeniach na okres 72 godzin. Po upłynięciu tego czasu wymieniono 

pożywkę DMEM na 100 µL świeżej, pozbawionej czerwieni fenolowej oraz 20 µL 

odczynnika CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega). Po trwającej 1 godzinę 

inkubacji zmierzono absorbancję dla długości fali λ = 490 nm z użyciem czytnika płytek 

wielodołkowych (Varioskan LUX, Thermo Scientific). Każdy pomiar został wykonany 

w duplikacie oraz powtórzony minimum trzykrotnie, znormalizowany do nietraktowanej 

kontroli, a uzyskane wyniki wykorzystano do obliczenia wartości IC50 – stężenia 

substancji, dla którego proliferacja populacji komórek zostaje spowolniona o 50%. 

Wartości te obliczono w programie GraphPad Prism 9. 
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 Dodatkowo dla grupy związków TSC sprawdzano cytotoksyczność na 

trójwymiarowym modelu hodowli sferoidów in vitro z użyciem testu CellTiter-Glo® 3D 

Cell Viability Assay. W wyniku działania odczynnika komórki ulegają lizie, po 

zakończeniu której uwolnione zostaje znajdujące się w komórkach ATP. Zawarta w 

odczynniku lucyferaza wchodzi z nim w kontakt i generuje sygnał luminescencyjny, 

którego wartość można określić przy użyciu spektroskopu.  

W badaniach cytotoksyczności na wspomnianym wcześniej modelu 

wykorzystano wyłącznie komórki glejakowe. Komórki wysiano na nieadherentnych 

płytkach 96-dołkowych o U-kształtnym dnie (Sarstedt) w ilości 4 × 103 na dołek w 

objętości 200 µL, a następnie inkubowano je przez 96 godzin w standardowych 

warunkach. Po zakończeniu procesu formowania sferoidów z dołków ostrożnie usunięto 

100 µL pożywki oraz dodano 100 µL pożywki zawierającej badane związki w różnych 

stężeniach – roztwory przygotowano w stężeniu dwukrotnie wyższym, aby po 

wymieszaniu z obecnym w dołku medium uzyskać roztwory o oczekiwanym stężeniu. 

Płytki inkubowano ze związkami przez 72 godziny, a następnie umieszczono w 

temperaturze pokojowej na około 1 godzinę w celu wyrównania temperatury. Z dołków 

ponownie usunięto 100 µL pożywki, dodano taką samą objętość odczynnika CellTiter-

Glo® 3D Cell Viability Assay Reagent, po czym płytkę wymieszano (600 obrotów na 

minutę, 5 minut) oraz inkubowano w temperaturze pokojowej kolejne 25 minut. 

Następnie 100 µL płynu znajdującego się w dołkach przeniesiono do białej, 

nieprzezroczystej płytki 96-dołkowej i zmierzono luminescencję. Wyniki 

znormalizowano do nietraktowanej kontroli, które następnie posłużyły do wyznaczenia 

wartości IC50. 

 

1.5.4. Zestawienie związków wyselekcjonowanych do dalszych badań 

Na podstawie wyników testów cytotoksyczności na obydwu modelach 

komórkowych wybrano najbardziej aktywne związki do dalszych analiz. Wybrane 

związki, stosowane stężenia oraz przeprowadzone testy zestawiono w Tabeli 1. 
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Tabela 1. Zestawienie związków wybranych do dalszych badań oraz wykorzystywanych stężeń 

Nazwa 

związku 

Stosowane stężenie 

związku 
Badania z użyciem związku 

MS165 (TSC) 2,5 µM 
analiza spektroskopowa, generowanie RFT, inhibicja 

kinaz, indukcja apoptozy, analiza ekspresji białek 

MS179 (TSC) 5 µM 
analiza spektroskopowa, generowanie RFT, inhibicja 

kinaz, indukcja apoptozy, analiza ekspresji białek 

MR5K3 (TSC) 1 µM 

analiza spektroskopowa, generowanie RFT, inhibicja 

kinaz, termoforeza mikroskalowa, dokowanie 

molekularne, indukcja apoptozy, analiza ekspresji 

białek 

MS168 (TSC) 65 µM 

analiza spektroskopowa, generowanie RFT, inhibicja 

kinaz, termoforeza mikroskalowa, dokowanie 

molekularne, indukcja apoptozy, analiza ekspresji 

białek, test przenikalności przez BBB 

BC2 (BC) 5,1 µM, 10,2 µM, 16,8 µM 

zatrzymanie cyklu komórkowego, indukcja apoptozy, 

generowanie RFT, analiza ekspresji genów, analiza 

ekspresji białek 

ES2B, ES20B, 

ES25A, ES25B, 

ES26B, ES28B, 

ES29B, ES45A, 

ES45B, ES58 

(SQ) 

1 µM inhibicja kinaz, dokowanie molekularne 

 

1.5.5. Zatrzymanie cyklu komórkowego 

Komórki wysiano na płytkach 6-dołkowych (Nunc) w ilości 2 × 105 na dołek w 

objętości 1 mL, które następnie inkubowano przez 24 godziny w standardowych 

warunkach. Po tym czasie podano świeżo przygotowane roztwory wybranych związków 

w tej samej objętości i inkubowano przez 24 godziny. Określenie zatrzymania cyklu 

komórkowego przeprowadzono z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Muse Cell 

Cycle Kit (Millipore) zgodnie z protokołem producenta. Komórki zebrano przy użyciu 

0,05% roztworu trypsyny-EDTA, zneutralizowano i zwirowano (300 × g, 5 min.). 

Następnie pellet komórkowy przemyto buforem PBS, ponownie zwirowano, zawieszono 

w 1 mL zmrożonego 70% etanolu i umieszczono w temperaturze -20°C na 24 godziny. 

Następnego dnia utrwalone komórki zwirowano, pellet przemyto PBS, ponownie 

zwirowano i zawieszono w 200 µL odczynnika Muse Cell Cycle Reagent. Próbki 
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inkubowano w temperaturze 25°C w ciemności przez 30 minut, po zakończeniu których 

wykonano pomiary z użyciem cytometru przepływowego Muse Cell Analyzer 

(Millipore). Eksperymenty wykonano przynajmniej w czterokrotnym powtórzeniu. 

 

1.5.6. Pomiar indukcji apoptozy 

Komórki wykorzystane w publikacji [P1] wysiano na płytkach 6-dołkowych 

(Nunc) zgodnie z protokołem stosowanym podczas badania zatrzymania cyklu 

komórkowego, a następnie inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach. 

W publikacji [P2] komórki wysiano na nieadherentnych płytkach 96-dołkowych o U-

kształtnym dnie (Sarstedt) w ilości 4 × 103 na dołek w objętości 200 µL, a następnie 

inkubowano je przez 96 godzin w standardowych warunkach. Świeżo przygotowane 

roztwory wybranych związków podano, a płytki inkubowano przez 48 godzin. Do 

sprawdzenia żywotności populacji traktowanych komórek wykorzystano komercyjny 

zestaw Muse Annexin V & Dead Cell Kit (Millipore) zgodnie z dostarczonym 

protokołem. Komórki hodowane na płytkach 6-dołkowych zebrano przy użyciu 0,05% 

roztworu trypsyny-EDTA, który następnie zneutralizowano i zwirowano (300 × g, 5 

min.), natomiast sferoidy hodowane na płytkach 96-dołkowych dysocjowano do 

pojedynczych komórek z wykorzystaniem roztworu akutazy. Otrzymany pellet przemyto 

buforem PBS, ponownie zwirowano oraz zawieszono w mieszaninie składającej się z 100 

µL odczynnika Annexin V Binding Buffer oraz po 5 µL roztworów barwników: aneksyny 

V oraz 7-AAD. Po łagodnym wymieszaniu probówki inkubowano w temperaturze 25°C 

w ciemności przez 15 minut. Próbki bezpośrednio przed pomiarem rozcieńczono 200 µL 

odczynnika Annexin V Binding Buffer, a następnie przeanalizowano z użyciem 

cytometru przepływowego Muse Cell Analyzer (Millipore). Eksperymenty wykonano 

przynajmniej w czterokrotnym powtórzeniu. 

 

1.5.7. Analiza profilu ekspresji genów 

Komórki wysiano na płytkach 6-dołkowych (Nunc) w ilości 5 × 105 na dołek w 

objętości 1 mL, po czym płytki inkubowano przez 24 godziny w standardowych 

warunkach. Następnego dnia podano świeżo przygotowane roztwory i kontynuowano 

inkubację w tych samych warunkach przez kolejne 24 godziny. RNA zostało 

wyizolowane z komórek metodą Chomczyńskiego przy użyciu odczynnika TRIzol 
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(Ambion). Lizaty komórkowe przeniesiono do probówek zawierających 200 µL 

chloroformu, a następnie inkubowano w temperaturze 25°C przez 3 minuty i odwirowano 

(12 000 × g, 20 min, 4 °C). Do nowych probówek przeniesiono fazę wodną i dodano 500 

µL izopropanolu, po wymieszaniu probówki inkubowano w temperaturze 25°C przez 10 

minut i ponownie odwirowano (12 000 × g, 10 min, 4 °C). Otrzymany osad RNA 

przemyto trzykrotnie 1 mL 75% etanolu, po każdym płukaniu wirując (7 500 × g, 5 min, 

4 °C). Na końcu pellet RNA suszono do momentu odparowania etanolu w temperaturze 

25 °C i zawieszono w 20 μL wody z dodatkiem dietylopirowęglanu (ddH2O-DEPC). 

Stężenie otrzymanego RNA oraz jego czystość zmierzono spektrofotometrem NanoDrop 

2000 (Thermo Scientific™), po czym przeprowadzono syntezę cDNA z wykorzystaniem 

zestawu ProtoScript II First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs). 

Mieszanina reakcyjna składała się z 1 μg wyizolowanego RNA i 1 μL startera d(T)23VN 

uzupełnionych do objętości 8 μL wodą pozbawioną nukleaz, którą po przygotowaniu 

inkubowano w temperaturze 70 °C przez 5 minut i natychmiast schłodzono na lodzie 

przez kolejne 5 minut. Do przygotowanych probówek dodano 10 μL gotowych mieszanin 

M-MuLV Reaction Mix oraz 2 μL M-MuLV Enzyme Mix. Reakcję odwrotnej 

transkrypcji prowadzono w termocyklerze SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo 

Scientific™) w temperaturze 42 °C przez 1 godzinę, po czym probówki umieszczono na 

5 minut w temperaturze 80 °C celem inaktywacji enzymu. Mieszaninę reakcyjną 

rozcieńczono ddH2O-DEPC do objętości 50 μL i przechowywano w temperaturze -80 °C.  

Ilościowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) wykonywana była z 

użyciem termocyklera CTX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). W 

skład mieszaniny reakcyjnej wchodziły: cDNA, 1 μL mieszaniny starterów 

specyficznych dla poszczególnych genów oraz 10 μL Luna® Universal qPCR Master 

Mix (New England BioLabs), którą uzupełniono do objętości 20 μL wodą pozbawioną 

nukleaz. Reakcja przebiegała następująco: wstępna denaturacja (95 °C, 60 s), następnie 

40 cykli: denaturacja (95 °C, 15 s), przyłączanie starterów (60 °C, 30 s), wydłużanie (72 

°C, 30 s), odczyt płytki. Po zakończeniu wszystkich cykli przeprowadzana była 

trzystopniowa ocena temperatury topnienia produktów (95 °C, 15 s; 60 °C, 60 s; 95 °C, 

15 s). Otrzymane wyniki znormalizowano do genu referencyjnego GAPDH z użyciem 

metody Livaka i Schmittgena (metoda 2-ΔΔCT). Każdy eksperyment wykonano w 

tryplikacie w trzech niezależnych powtórzeniach. Analizę ekspresji genów 

przeprowadzono z użyciem oprogramowania Bio-Rad CFX Manager 3.1. 
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 Sekwencje mRNA badanych genów pozyskano z bazy National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). Startery dla poszczególnych sekwencji zostały 

zaprojektowane z użyciem narzędzia Primer-BLAST (NCBI). Syntezę starterów oraz ich 

oczyszczanie zlecono firmie Sigma-Aldrich. 

 

1.5.8. Analiza profilu ekspresji białek 

Podczas badań użyto komórek hodowanych w dwóch modelach: dwuwymiarowej 

hodowli jednowarstwowej oraz trójwymiarowej hodowli sferoidowej. Komórki wysiano 

odpowiednio na płytki 6-dołkowe (Nunc) w ilości 5 × 105 na dołek lub na nieadherentne 

szalki Petriego o średnicy 3 cm (Nunc) w ilości 2 × 105 komórek w objętości 2 mL, po 

czym płytki inkubowano przez odpowiednio 24 godziny lub 10 dni w standardowych 

warunkach. W przypadku hodowli sferoidów po upływie 5 dni dolano do szalek 

dodatkowy 1 mL świeżej pożywki. Po zakończonej inkubacji wymieniono pożywkę na 

roztwory badanych związków, po czym wznowiono inkubację przez kolejne 24 godziny. 

Traktowane komórki następnie zebrano, zwirowano (2 000 × rpm, 5 min.) i zawieszono 

w 300 μL świeżo przygotowanego buforu do radioimmunoprecypitacji (RIPA), 

zawierającego mieszaniny inhibitorów proteaz i fosfataz oraz kwas wersenowy (EDTA). 

Probówki umieszczono w łaźni lodowej, następnie inkubowano na kołysce przez 20 

minut, zawartość sonikowano przez 15 sekund, po czym uzyskane lizaty ponownie 

wirowano (10 000 × rpm, 10 min., 4 °C). Otrzymany supernatant przeniesiono do nowych 

probówek i przechowywano w temperaturze -80 °C. Przed każdą analizą wykonywano 

pomiar stężenia białka metodą Smitha, z wykorzystaniem komercyjnego zestawu Micro 

BCA™ Protein Assay Kit (Thermo Scientific™). Test Western Blot, w wyniku którego 

wykrywano obecność specyficznych białek składa się z następujących etapów: 

elektroforeza poliakrylamidowa (125 V, 90 min.), transfer białek z żelu na membranę 

nitrocelulozową (15 V, 90 min.), blokowanie membrany przy użyciu 5% roztworu 

odtłuszczonego mleka w buforze soli fizjologicznej buforowanej Tris z dodatkiem Tween 

20 (TTBS) (60 min.), inkubacja fragmentów membran w roztworach przeciwciał 

pierwszorzędowych do następnego dnia, płukanie w buforze TTBS (3 razy po 5 min.), 

inkubacja w roztworach przeciwciał drugorzędowych (60 min.), ponowne płukanie w 

buforze TTBS (3 razy po 5 min.), inkubacja w substracie chemiluminescencyjnym 

SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific™) oraz 
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detekcja sygnału przy użyciu transiluminatora ChemiDoc™ XRS + System (Biorad). 

Przeciwciała wykorzystane podczas badań zebrano w Tabeli 2. 

 

Tabela 2. Zestawienie przeciwciał wykrywanych podczas analizy ekspresji białek oraz 

publikacji, w których je wykorzystano 

Wykrywane białko Numer katalogowy przeciwciała Lista publikacji 

4F2hc #47213 [P2] 

Akt #9272 [P1], [P2] 

phospho-Akt (Ser473) #4060 [P1] 

BID #2002 [P1] 

cdc2 #9116 [P1] 

cdc25c #4688 [P1] 

cyclin A2 #4656 [P1] 

cyclin B1 #4138 [P1] 

FECH sc-377377 [P1], [P2] 

FXN STJ113368 [P2] 

GPX4 #52455 [P2] 

HIF-1α #14179 [P1] 

HO-1 #5853 [P1], [P2] 

IDH1 #8137 [P1] 

IRP1 #20272 [P2] 

IRP2 #37135 [P2] 

Mitoferrin 1 26469-1-AP [P1] 

Nrf2 #12721 [P1] 

p21Waf1/Cip1 #2947 [P1] 

p27Kip1 #3688 [P1], [P2] 

p44/42 MAPK #9102 [P2] 

phospho-p44/42 MAPK #9101 [P2] 

p70 S6 Kinase #2708 [P1], [P2] 

RAS ab52939 [P2] 

 

1.5.9. Wykrywanie reaktywnych form tlenu (RFT) 

Podczas badań użyto komórek hodowanych w dwóch modelach: dwuwymiarowej 

hodowli jednowarstwowej oraz trójwymiarowej hodowli sferoidowej. Komórki wysiano 

odpowiednio na płytki 96-dołkowe (Nunc) w ilości 9 × 103 na dołek w objętości 100 μL 

lub na nieadherentne płytki 96-dołkowe o U-kształtnym dnie (Sarstedt) w ilości 4 × 103 
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na dołek, po czym płytki inkubowano przez kolejno 24 godziny lub 96 godzin w 

standardowych warunkach. Po tym czasie podawano badane związki kilkuetapowo, tak 

aby w momencie odczytu czasy inkubacji wynosiły kolejno 3, 6, 9, 12 oraz 24 godziny, 

a następnie do wszystkich dołków dodano barwnik fluorescencyjny reagujący z RFT 

(CellROX® Green Reagent, Molecular Probes) w stężeniu 5 µM. Tak przygotowaną 

płytkę inkubowano przez 30 minut w standardowych warunkach. Wszystkie dołki 

następnie płukano trzykrotnie buforem PBS, dodano 100 µL pozbawionej czerwieni 

fenolowej pożywki DMEM i zmierzono fluorescencję przy długości fali ekscytacji λ = 

485 nm. 

W celu normalizacji wyników pomiarów fluorescencji barwnika CellROX® 

Green Reagent, podczas pomiarów na modelu dwuwymiarowym dodano barwnik 

wiążący się z DNA (Hoechst 33342, Molecular Probes) w stężeniu 4 µg/mL 10 min. przed 

końcem inkubacji, natomiast po zakończeniu pomiarów na modelu trójwymiarowym 

wykonano pomiar stężenia białka metodą Smitha opisaną w sekcji 1.4.7. 

Wszystkie eksperymenty mierzono w duplikacie, pomiary powtórzono 

trzykrotnie, a ich wyniki przedstawiono jako poziom RFT w odniesieniu do kontroli 

negatywnej wyrażony w procentach. 

 

1.5.10. Pomiar stopnia inhibicji kinaz tyrozynowych 

Stopień inhibicji wybranych kinaz tyrozynowych przez wyselekcjonowane 

związki określono z wykorzystaniem dwóch komercyjnie dostępnych zestawów: Kinase 

Selectivity Profiling System oraz ADP-Glo Kinase Assay (Promega) zgodnie z 

protokołem dostarczonym przez producenta. Roztwory wyjściowe związków 

przygotowano w DMSO w stężeniu 100 μM, które następnie rozcieńczono do stężenia 1 

μM. Testy przeprowadzano w 384-dołkowej białej płytce przystosowanej do pomiarów 

luminescencji (Corning). Eksperymenty powtórzono trzykrotnie, a uzyskane wyniki 

przedstawiono jako procent inhibicji kinazy tyrozynowej po inkubacji ze związkiem. 

 

1.5.11. Termoforeza mikroskalowa 

Wszystkie pomiary termoforezy mikroskalowej wykonano przy użyciu sprzętu 

Monolith NT.115 Blue/Red (NanoTemper Technologies). Technika ta wykorzystuje 

zmiany w fluorescencji wyznakowanych cząsteczek wynikające z interakcji z ligandem 
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oraz ze zjawiska termoforezy, czyli ukierunkowanego ruchu cząsteczek w środowisku o 

zmiennej temperaturze. W wyniku kontaktu kinazy tyrozynowej z badanym związkiem 

dochodzi do zmiany otoczki solwatacyjnej wokół białka, która wpływa na jego szybkość 

ruchu w gradiencie temperatury. Różnice w intensywności fluorescencji wynikające z 

szybkości przemieszczania się białka inkubowanego w różnych stężeniach ligandu są 

mierzone i analizowane, w efekcie czego określona zostaje stała powinowactwa (KD). 

 

1.5.12. Pomiary chelatacji jonów żelaza 

Zdolność badanych związków do chelatowania jonów żelaza (III) oceniano 

poprzez analizę spektroskopową UV-Vis. Przygotowano roztwory wyjściowe w DMSO 

o stężeniu 8,358 mM, następnie roztwory rozcieńczano wodą do stężenia 100 μM. Do 

dołków płytki 96-dołkowej z przezroczystym dnem (Nunc) wprowadzano 100 μL 

przygotowanego roztworu oraz 100 μL roztworów o stopniowo zwiększanym stężeniu 

jonów żelaza (III) w zakresie 0–100 μM, które po wymieszaniu dawały mieszaninę 

związku o stężeniu 50 μM i jonów żelaza o stężeniach 0-50 μM. Po 4 godzinach inkubacji 

w temperaturze pokojowej rejestrowano widma absorpcyjne przy użyciu czytnika 

mikropłytek Varioskan LUX (ThermoFisher) w przedziale 275–800 nm, z krokiem co 5 

nm. Uzyskane dane przedstawiono graficznie oraz poddano analizie z wykorzystaniem 

programu OriginPro (OriginLab Corporation). 

 

1.5.13. Analiza statystyczna 

Wyniki przedstawiono w formie średniej arytmetycznej ± odchylenie 

standardowe (SD), obliczone na podstawie co najmniej trzech niezależnych 

eksperymentów. Analizy statystyczne wykonano z wykorzystaniem programu GraphPad 

Prism 9 (GraphPad Software), stosując analizę wariancji (ANOVA) oraz test post-hoc 

Tukeya. Za istotne statystycznie uznawano różnice przy poziomie p < 0,05.   
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2. WYNIKI I DYSKUSJA 

 

2.1. Cytotoksyczność analizowanych związków 

Badania rozpoczęto od oceny aktywności przeciwnowotworowej wszystkich 

zaprojektowanych chelatorów w celu znalezienia związków najsilniej spowalniających 

proliferację komórek GBM, prowadząc do ich śmierci komórkowej. Selekcja substancji 

o najsilniejszym efekcie cytotoksycznym do dalszych badań jest istotna, ponieważ 

związki nieaktywne w warunkach hodowli in vitro nie mogą stanowić podstawy 

skutecznego leczenia nowotworu występującego u pacjenta. 

Badania cytotoksyczności wykonano kolejno na dwóch modelach badawczych: 

hodowli dwuwymiarowej oraz trójwymiarowej in vitro. Wyniki z modelu 

dwuwymiarowego opisane w publikacjach [P1-3] zestawiono w Tabeli 3, natomiast 

wyniki z modelu trójwymiarowego zastosowanego w publikacji [P2] przedstawiono w 

Tabeli 4. Na tej podstawie można zaobserwować, że aktywność antyproliferacyjna 

badanych pochodnych na modelu dwuwymiarowym jest bardzo zróżnicowana i zależna 

od rodzaju obecnych grup funkcyjnych lub skompleksowanych jonów. Oprócz tego 

każda z badanych linii komórkowych wykazywała się różnym stopniem wrażliwości na 

chelatory – największą opornością wykazała się linia T98G, natomiast najbardziej 

podatna zazwyczaj była linia U-251. Należy jednak zaznaczyć, że nie zaobserwowano 

takiej zależności dla związków referencyjnych: erlotinibu i osimertinibu, które 

wykazywały się brakiem albo słabym efektem cytotoksycznym na wszystkich badanych 

liniach. Badania cytotoksyczności wykonano także na prawidłowej linii fibroblastów 

NHDF, dzięki którym możliwe było określenie selektywności chelatorów wobec 

komórek zdrowych. Większość związków nie oddziaływała w żadnym lub wpływała w 

znikomym stopniu na zahamowanie proliferacji linii NHDF. W pojedynczych 

przypadkach obserwowano istotny efekt cytotoksyczny uniemożliwiający bezpieczne 

zastosowanie chelatora w terapii.  

Kompleksy BC różniły się między sobą rodzajem skompleksowanego jonu metalu, 

który bierze aktywny udział w procesie transferu elektronów w reakcji rodnikowej. 

Spośród wszystkich badanych pochodnych terpirydyny najniższą wartość IC50 

odnotowano dla pochodnej BC5 z jonami Cu2+ wynoszącą 0,36 µM w przypadku linii 
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komórkowej PC-9 (rak płuc). Związek ten wykazał najwyższą aktywność we wszystkich 

badanych liniach, gdzie wartość IC50 wynosiła poniżej 2 µM dla czterech badanych linii 

komórkowych (PC-9, U-251 (GBM), MCF-7).  

W przypadku związków TSC, przedstawionych w publikacji [P2], kluczowy wpływ 

na hamowanie proliferacji komórek nowotworowych miała struktura wiodąca chinoliny 

(Rysunek 1, B) połączona z fragmentem tiosemikarbazonu. W pracy tej zebrano 

najbardziej aktywne pochodne syntezowane przez zespół na przestrzeni lat. Z wcześniej 

przeprowadzonej analizy struktura-aktywność wynika, iż podstawienie pierścienia 

chinoliny grupą hydroksylową wpływa pozytywnie na aktywność całej molekuły, 

prawdopodobnie wpływając na jej lipofilowość, Ponadto fragmenty piperazyny oraz 

morfoliny przyłączone do części tiosemikarbazonowej wytypowano jako potencjalne 

farmakofory wpływające pozytywnie na aktywność związku.  

Dla grupy związków SQ, istotny wpływ na aktywność przeciwnowotworową miała 

obecność dwóch podstawników chlorowych w pozycjach 5 oraz 7 pierścienia 

chinolinowego - chelatory je posiadające wykazywały się większym efektem 

cytotoksycznym. W przypadku par związków różniących się podstawnikiem w pozycji 

8, obecność grupy hydroksylowej również korelowała z większą aktywnością 

biologiczną. Kolejnym czynnikiem determinującym skuteczność badanych 

styrylochinolin była ilość oraz pozycja grup nitrowych na pierścieniu fenylowym. 

Najbardziej aktywne związki posiadały dwa takie podstawniki w pozycjach orto oraz 

para, podczas gdy obecność jednego podstawnika najczęściej skutkowała przeciętnym 

efektem cytotoksycznym. 

Porównując wartości parametru IC50 pomiędzy modelem dwu- oraz trójwymiarowym 

przedstawione w publikacji [P2], zaobserwować można zwiększenie oporności komórek 

uformowanych w sferoidy na działanie badanych związków, co wynika z utrudnionego 

dostępu chelatorów do wnętrza sferoidu. Różnice te są skutkiem innej organizacji 

przestrzennej – w modelu dwuwymiarowym, wszystkie komórki mają identyczny dostęp 

do składników odżywczych oraz tlenu, podczas gdy w modelu trójwymiarowym 

pojawiają się gradienty tych czynników, będące efektem wydłużonego procesu dyfuzji 

substancji, w tym badanych związków, do wnętrza sferoidu. Model trójwymiarowy 

również wierniej odwzorowuje interakcje międzykomórkowe, takich jak występowanie 

efektu Warburga, tj. wykorzystywania procesu fermentacji mlekowej zamiast oddychania 
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tlenowego w celu pozyskiwania energii z glukozy pomimo obecności tlenu w 

mikrośrodowisku guza oraz zwiększona tolerancja na niedobór składników odżywczych 

(27). Wyjątkiem była linia T98G, gdzie w większości związków zauważono odwrotny 

trend zwiększonej wrażliwości na działanie TSC w sferoidach glejakowych. Pomiędzy 

poszczególnymi liniami komórkowymi GBM występują różnice w odpowiedzi na stres 

oksydacyjny. Spośród wybranych linii, T98G charakteryzuje się nadekspresją genów 

biorących udział w regulacji obrony antyoksydacyjnej, która z uwagi na prezentowane w 

dalszej części pracy znaczenie generowania RFT przez badane chelatory podczas 

traktowania, może tłumaczyć występowanie tych znaczących różnic w efekcie 

cytotoksycznym (28). Drugą niespodziewaną zależnością był znaczący spadek 

aktywności związków MS168 oraz MS181 w tym modelu. Obie badane pochodne 

posiadają grupę hydroksylową w pierścieniu chinolinowym. Obliczone współczynniki 

lipofilowości tych dwóch związków różnią się znacząco od pozostałych, co może 

wpływać na ich zdolność penetracji sferoidów. 

Ostatnim etapem badań toksyczności związków było wykorzystanie w publikacji [P2] 

modelu badawczego in vivo w postaci ksenoprzeszczepów linii LN-229 i zarodków danio 

pręgowanego (Danio rerio), których celem było potwierdzenie selektywności wybranych 

TSC wobec komórek nowotworowych oraz zachowanie aktywności antyproliferacyjnej 

w modelu lepiej odwzorowującym rzeczywiste warunki występujące w guzie. Otrzymane 

wartości stężenia śmiertelnego LC50 dla związków MS165, MS168 i MS181 

(odpowiednio 6,221, 6,772 i 8,341 µM) były wielokrotnie wyższe w porównaniu z 

wartościami IC50 otrzymanymi na modelu dwuwymiarowym in vitro. W dalszych 

badaniach, sprawdzano zdolność TSC podawanych w bezpiecznych dla zarodków 

stężeniach od 0,5, 1 i 2,5 µM do zmniejszenia wielkości ksenoprzeszczepów. 

Stwierdzono zauważalne zmniejszenie guza, jednakże efekt terapeutyczny był 

ograniczony. Potencjalne przyczyny mogą wynikać z większej złożoności stosowanego 

modelu lub konieczności wydłużenia czasu terapii. 

Otrzymane wyniki badań cytotoksyczności w modelach in vitro, zestawione w 

Tabelach 3-4, wykorzystano podczas selekcji najbardziej aktywnych związków, które 

poddano dalszym analizom, a także określenia wartości stężeń stosowanych podczas 

inkubacji w badaniach biologicznych. 
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Tabela 3. Zestawienie wyników cytotoksyczności na modelu dwuwymiarowym in vitro komórek 

wybranych linii GBM oraz linii prawidłowej NHDF z publikacji [P1-3], kursywą zaznaczono 

związki stanowiące kontrolę pozytywną 

Lp. 
Nazwa 

[publikacja] 

Aktywność antyproliferacyjna IC50 [µM] 

LN-18 LN-229 T98G U-87 MG U-251 NHDF 

1. BC1 [P1] nb nb nb 18,22 ± 2,43 9,09 ± 0,56 >25 

2. BC2 [P1] nb nb nb 1,57 ± 0,18  0,61 ± 0,07 >25 

3. BC3 [P1] nb nb nb 2,35 ± 0,27 0,84 ± 0,05 >25 

4. BC4 [P1] nb nb nb 3,27 ± 0,59 0,74 ± 0,19 >25 

5. BC5 [P1] nb nb nb 2,16 ± 0,24 0,36 ± 0,10 6,27 ± 1,03 

6. BC6 [P1] nb nb nb >25 >25 >25 

7. MS2 [P2] 0,257 ± 0,043 0,035 ± 0,008 6,914 ± 1,179 nb 0,040 ± 0,004 10,58 ± 4,07 

8. MS139 [P2] 0,581 ± 0,070 0,328 ± 0,044 >25 nb 0,069 ± 0,007 14,49 ± 2,25 

9. MS165 [P2] 1,774 ± 0,556 0,160 ± 0,015  >25 nb 0,040 ± 0,014 
0,033 ± 

0,007 

10. MS179 [P2] 1,643 ± 0,243 0,395 ± 0,112 6,883 ± 0,881 nb 0,489 ± 0,186 
9,440 ± 

3,840 

11. MR5K3 [P2] 3,760 ± 0,579 0,096 ± 0,033 >25 nb 0,104 ± 0,019 
0,143 ± 

0,021 

12. MR96 [P2] 0,160 ± 0,062 0,073 ± 0,014 15,56 ± 1,46 nb 0,091 ± 0,004 16,66 ± 5,57 

13. MR12K [P2] 11,74 ± 1,42 0,250 ± 0,068 18,49 ± 0,52 nb 0,341 ± 0,098 22,34 ± 1,36 

14. MS168 [P2] 0,103 ± 0,016 0,021 ± 0,004 >25 nb 0,003 ± 0,001 10,64 ± 3,48 

15. MS181 [P2] 9,399 ± 0,957 0,087 ± 0,009 >25 nb 0,046 ± 0,018 12,14 ± 3,58 

16. ES5 [P3] 4,107 ± 0,568 >25 >25 7,700 ± 0,906  >25 nb 

17. ES2B [P3] 6,659 ± 0,564 10,64 ± 0,705 >25 10,68 ± 0,470 18,08 ± 0,755 nb 

18. ES17B [P3] >25 >25 >25 16,04 ± 1,020  >25 nb 

19. ES18B [P3] >25 >25 >25 >25 >25 nb 

20. ES58 [P3] 12,91 ± 1,505 12,76 ± 2,125 >25 2,800 ± 0,547 10,71 ± 0,805 nb 

21. ES20A [P3] >25 >25 >25 16,10 ± 2,670 >25 nb 

22. ES20B [P3] 1,459 ± 0,458 >25 >25 6,983 ± 0,984 >25 nb 

23. ES24A [P3] >25 >25 >25 10,31 ± 1,199  >25 nb 

24. ES24B [P3] >25 >25 >25 3,293 ± 0,822  >25 nb 

25. ES29B [P3] 6,535 ± 1,094 11,43 ± 1,520 >25 1,713 ± 0,391 2,606 ± 0,815 nb 

26. ES28B [P3] 8,619 ± 1,038  >25 >25 3,925 ± 0,801 3,880 ± 0,639 nb 

27. ES25A [P3] 4,469 ± 0,566 9,102 ± 0,733 18,36 ± 1,850 1,210 ± 0,327 7,897 ± 0,726 nb 

28. ES25B [P3] 6,030 ± 0,786 >25 >25 2,931 ± 0,433 6,843 ± 0,820 nb 

29. ES26A [P3] 8,459 ± 0,474 9,818 ± 1,305 >25 8,768 ± 1,297 5,188 ± 0,732 nb 

30. ES26B [P3] 10,18 ± 1,567 10,82 ± 1,510 >25 11,66 ± 1,700 6,753 ± 1,224 nb 

31. ES27A [P3] 13,39 ± 2,380 13,82 ± 1,810 >25 14,65 ± 1,660 7,097 ± 0,331 nb 

32. ES27B [P3] 11,30 ± 0,455 9,327 ± 1,492 >25 7,972 ± 0,705 8,013 ± 1,807 nb 

33. ES45A [P3] 2,393 ± 0,645 13,42 ± 2,075 >25 2,444 ± 0,392 1,068 ± 0,472 nb 

34. ES45B [P3] 2,903 ± 0,860 7,526 ± 0,795 >25 1,130 ± 0,242 0,258 ± 0,065 nb 

35. ES55A [P3] >25 19,36 ± 1,585 >25 11,92 ± 1,245 8,320 ± 1,222 nb 

36. Erlotinib [P3] >25 >25 >25 >25 >25 nb 

37. 
Osimertinib 

[P1-2] 
7,353 ± 0,268  8,986 ± 0,367  7,314 ± 2,187  11,24 ± 0,46  20,13 ± 0,34 

6,269 ± 

0,375 

nb – nie badano 
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Tabela 4. Zestawienie wyników cytotoksyczności na modelu trójwymiarowym in vitro komórek 

wybranych linii GBM z publikacji [P2] oraz współczynnik lipofilowości badanych TSC, kursywą 

zaznaczono związek będący kontrolą pozytywną 

Lp. Nazwa 

Aktywność antyproliferacyjna IC50 [µM] Współczynnik 

lipofilowości 

(logP) 
LN-18 LN-229 T98G U-251 

1. MS2 0,908 ± 0,200 2,535 ± 0,965 31,33 ± 5,14 0,905 ± 0,215 2,02 ± 0,60 

2. MS139 5,162 ± 0,988 1,342 ± 0,405 4,355 ±0,883 0,738 ± 0,108 4,08 ± 0,60 

3. MS165 1,027 ± 0,235 2,974 ± 0,987 2,927 ± 0,221 2,472 ± 0,716 2,99 ± 0,66 

4. MS179 4,151 ± 0,539 22,49 ± 3,91 4,138 ± 1,236 4,175 ± 0,930 1,64 ± 0,69 

5. MR5K3 1,292 ± 0,316 2,927 ± 0,974 1,507 ± 0,610 0,691 ± 0,197 3,08 ± 0,98 

6. MR96 7,053 ± 1,091 0,790 ± 0,230 7,170 ± 1,217 0,333 ± 0,058 4,24 ± 0,68 

7. MR12K 7,664 ± 1,624 7,721 ± 1,794 0,855 ± 0,208 8,178 ± 1,270 5,12 ± 0,70 

8. MS168 177,4 ± 4,6 17,58 ± 3,01 >200 64,84 ± 8,98 1,03 ± 0,90 

9. MS181 28,76 ± 6,47 19,93 ± 2,76 65,13 ±11,13 45,07 ± 6,97 1,42 ± 0,97 

10. Osimertinib 45,06 ± 5,22 16,41 ± 4,31 29,75 ± 5,05 29,98 ± 6,53 3,30 ± 0,65 

 

2.2. Chelatacja jonów żelaza 

W celu wstępnej weryfikacji oddziaływania TSC na gospodarkę żelaza w komórce, 

w ramach publikacji [P2] przeprowadzono eksperymenty polegające na analizie widm 

absorpcji roztworów badanych związków oraz ich mieszanin w rosnącym stężeniu jonów 

Fe3+. Pomiary wykonano bezpośrednio po przygotowaniu roztworów oraz po 4-godzinnej 

inkubacji, w trakcie której dochodziło do ustalenia równowagi pomiędzy wolnymi 

ligandami TSC a ich kompleksami z jonami żelaza. Dla większości chelatorów 

maksimum pasma absorpcji wolnego związku obserwowano przy długości fali około 340 

nm, natomiast pasmo absorpcji kompleksu o rosnącej absorbancji wraz ze wzrostem 

stężenia jonów żelaza pojawiało się w okolicy 430 nm. Podobnie jak podczas badań 

cytotoksyczności, odmiennym zachowaniem wykazywały się związki MS168 oraz 

MS181, których pasmo absorpcji wykryto przy długości fali 305 nm. Pomiędzy pasmami 

formy wolnej oraz związanej z metalem zaobserwowano punkt izozbestyczny, natomiast 

wymienione wcześniej dwa związki posiadały dwa ukryte punkty izozbestyczne – 

zauważalne dopiero po normalizacji zmierzonych widm. Świadczy to o tym, że dla 

związków MS168 i MS181 mechanizm wiązania z jonami żelaza jest bardziej złożony, 

w trakcie którego mogą występować przejściowe stany równowagi oraz stopniowe 

tworzenie się kompleksów. Stechiometrię wiązania jonów metalu określono poprzez 

sporządzenie wykresów zależności absorbancji od stosunku molowego metal:ligand. Dla 

większości badanych TSC stwierdzono stechiometrię (L:M) 2:1, podczas gdy 

wyróżniające się MS168 i MS181 wykazują stechiometrię 1:1. 
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2.3. Inhibicja kinazy IGF1R 

Drugim potencjalnym celem molekularnym w planowanej terapii było zaburzenie 

aktywności białek receptorowych modulujących aktywność ścieżek sygnałowych 

regulujących metabolizm, wzrost i proliferację komórki. W publikacjach [P2] i [P3] 

sprawdziliśmy zdolność chelatorów do inhibicji panelu ośmiu receptorowych kinaz 

tyrozynowych: IGF1R, receptora insuliny (ang. insulin receptor, InsR), receptora 

naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor, EGFR), 

receptorów 2 i 4 ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu (ang. human epidermal 

growth factor receptor 2, HER2 oraz human epidermal growth factor receptor 4, HER4), 

receptora 2 naczyniowo-śródbłonkowego czynnika wzrostu (ang. kinase insert domain 

receptor, KDR) oraz receptorów alfa i beta płytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. 

platelet-derived growth factor receptor alpha, PDGFRa oraz platelet-derived growth 

factor receptor beta, PDGFRb). Wyniki pomiarów nie potwierdziły powinowactwa 

badanych związków do nich, z wyjątkiem kinazy IGF1R. Wobec tego białka, 

obserwowano szeroki zakres inhibicji od jej całkowitego braku do około 66 % 

zmniejszenia aktywności enzymatycznej (Tabela 5). W przypadku styrylochinolin 

analizowanych w publikacji [P3], zauważono istotny wpływ grup nitrowych obecnych w 

grupie styrylowej na powinowactwo do kinazy IGF1R, mogący wynikać ze 

specyficznego rozkładu ładunku w tym fragmencie cząsteczki. Aby potwierdzić wstępną 

hipotezę, przeprowadzono badania dokowania molekularnego, które wykazały 

możliwość tworzenia licznych, zróżnicowanych wiązań pomiędzy ligandami SQ a 

miejscem aktywnym IGF1R. Najsilniejsze inhibitory tworzyły liczne wiązania z 

aminokwasami Met1082 oraz Lys1033, co było główną różnicą pomiędzy nimi a 

słabszymi inhibitorami. W przypadku publikacji [P2] najsilniejsze powinowactwo do 

białka IGF1R odnotowano dla związków MS168 i MR5K3, dla których zmierzono przy 

użyciu termoforezy mikroskalowej stałe powinowactwa KD wynoszące kolejno 720 i 907 

nM, potwierdzające ich wysoką selektywność wobec analizowanego receptora. 

Dodatkowe informacje dotyczące charakteru wiązania ligandów z miejscem aktywnym 

dostarczyło dokowanie molekularne. Okazało się, że charakter interakcji wybranych TSC 

różnił się od siebie – w przypadku MR5K3 obserwowano przede wszystkim konformację 

skierowaną na zewnątrz centrum aktywnego oraz obecność wiązań wodorowych w kinase 

hinge region, w tym aminokwasu Met1082. MS168 tworzył wiązania w konformacji 
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skierowanej do wnętrza kieszeni enzymu, co skutkowało brakiem wiązań z resztą 

Met1082. Prawdopodobną przyczyną odmiennego zachowania MS168 jest obecność 

grupy hydroksylowej w pierścieniu chinolinowym, która istotnie zmienia rozkład 

ładunku w cząsteczce, zaobserwowany wcześniej w ramach badań chelatacji jonów 

żelaza. 

 

Tabela 5. Wartości stopnia inhibicji kinazy IGF1R przez związki (stężenie 1 µM) badane w 

publikacjach [P2] i [P3]. 

Lp. Nazwa związku 

[publikacja] 

Stopień inhibicji 

IGF1R [%] 

1. ES2B [P3] 62,95 

2. ES20B [P3] 18,66 

3. ES25A [P3] 8,25 

4. ES25B [P3] 6,35 

5. ES26B [P3] 9,31 

6. ES28B [P3] 11,17 

7. ES29B [P3] 18,08 

8. ES45A [P3] 61,56 

9. ES45B [P3] 51,59 

10. ES58 [P3] 58,00 

11. MS2 [P2] 9,00 

12. MS139 [P2] 29,77 

13. MS165 [P2] 0 

14. MS179 [P2] 8,50 

15. MR5K3 [P2] 61,90 

16. MR96 [P2] 39,00 

17. MR12K [P2] 18,56 

18. MS168 [P2] 65,85 

19. MS181 [P2] 1,20 

20. Osimertinib [P2] 57,11 
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2.4. Wpływ chelatorów na procesy zachodzące w komórkach 

Określenie stopnia aktywności antyproliferacyjnej oraz interakcji pomiędzy 

chelatorami a jonami metali i receptorowymi kinazami tyrozynowymi nie pozwala na 

pełne poznanie molekularnego mechanizmu działania badanych związków. Aby lepiej 

zrozumieć wpływ chelatorów na komórki GBM, w ramach publikacji [P1] i [P2] 

konieczne było wykonanie szeregu analiz efektów ich działania. 

W pierwszym etapie prac nad publikacją [P1] zdecydowaliśmy się na wykonanie 

badań cytometrii przepływowej w celu określenia, czy i na którym etapie dochodzi do 

zatrzymania cyklu komórkowego. Technika polegająca na oznakowaniu utrwalonych 

komórek barwnikiem fluorescencyjnym wiążącym się z DNA pozwala w łatwy sposób 

określić, na którym etapie cyklu komórkowego się one znajdowały. Badania prowadzone 

na komórkach linii U-251 traktowanych związkiem BC2 w różnych stężeniach wykazały 

zwiększenie procentowego udziału subpopulacji komórek w fazie G0/G1 z około 49% do 

około 56%, co wskazuje na zaburzenie przez ten związek procesów metabolicznych 

regulujących przejście komórki do fazy S. Wcześniejsze wyniki badań prowadzonych w 

ramach Zespołu Biofizyki Farmaceutycznej na związkach o podobnej budowie 

cząsteczkowej również wskazywały na występowanie zahamowania progresji cyklu 

komórkowego w tej fazie (29). Otrzymane wyniki następnie zweryfikowano podczas 

analizy ekspresji białek, opisanej w dalszej części pracy.  

W obydwu publikacjach przeprowadzono również badania indukcji apoptozy z 

wykorzystaniem cytometrii przepływowej. Barwienie populacji traktowanych komórek 

fluorescencyjnie oznakowaną aneksyną V skutkuje obecnością sygnału jedynie w tych 

komórkach, w których doszło do utraty integralności błony komórkowej w wyniku 

rozpoczęcia procesu apoptozy. Dodatkowe zastosowanie barwnika 7-AAD, 

wykazującego silne powinowactwo do DNA, lecz niezdolnego do przeniknięcia przez 

błonę komórkową, pozwala na odróżnienie komórek martwych od żywych. Uzyskane 

wyniki wskazały na obecność dużej subpopulacji komórek apoptotycznych. W wyniku 

traktowania związkiem BC2, w zależności od stężenia, ilość żywych komórek linii U-

251 spadła z około 91% do 41-64%, przy jednoczesnym zwiększeniu udziału komórek 

na wczesnym (około 7% w kontroli negatywnej, 21-54% w komórkach poddanych 

działaniu BC2) i późnym (około 2% w kontroli negatywnej, 9-15% w komórkach 

traktowanych BC2) etapie apoptozy. Podobny efekt wykazano podczas badania wpływu 

związków z grupy TSC na modelu sferoidowym, gdzie całkowita ilość komórek 
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apoptotycznych w kontroli negatywnej wynosiła około 35%, podczas gdy po zakończeniu 

traktowania wartości te wynosiły od około 55% dla związku MR5K3, do około 75% dla 

związku MS168. Zaobserwowano również korelację pomiędzy stężeniem stosowanym 

podczas inkubacji a wielkością wspomnianej subpopulacji. W publikacji [P1] 

zdecydowano się dokładniej zbadać ten aspekt działania związku BC2 poprzez analizę 

ekspresji genów oraz białek. 

Ze względu na udział jonów żelaza w reakcjach redoks, których produktem są RFT 

oraz możliwość dalszego przebiegu tych reakcji po skompleksowaniu jonów przez 

badane chelatory, istotne było wykonanie pomiaru ilości RFT w traktowanych 

komórkach. Wykorzystano w tym celu barwnik CellROX® Green Reagent, który w 

wyniku utlenienia po kontakcie z RFT generuje silny sygnał zielonej fluorescencji. 

Barwnik ten może swobodnie przenikać błony biologiczne, dzięki czemu stanowi dobry 

wskaźnik ilościowy RFT w komórce. Wyniki pomiarów fluorescencji udowodniły 

zdolność związku BC2 oraz wybranych TSC do wywoływania stresu oksydacyjnego 

odpowiednio w modelu dwu- i trójwymiarowym in vitro. Wraz z wydłużeniem czasu 

inkubacji z chelatorami rosła też ilość generowanych RFT, najlepiej obserwowana 

podczas inkubacji sferoidów linii U-251 ze związkami TSC. Dla związku MS165 

zaobserwowano najwyższy relatywny poziom RFT po upływie 24 godzin wynoszący 

około 126% względem kontroli negatywnej, podczas gdy pozostałe związki powodowały 

wzrost ilości RFT od 119 do 125%. Dodatkowo zdecydowano się wykonać obrazowanie 

przyżyciowe sferoidów linii U-251, które wykazało zwiększenie intensywności 

fluorescencji świadczące o wysokim stężeniu RFT będącym efektem działania 

chelatorów TSC, szczególnie w przypadku traktowania MS168, gdzie zanotowano 

najsilniejszy sygnał spośród wszystkich badanych związków. Wyniki obrazowania były 

zgodne z pomiarami ilościowymi i wskazują one na zdolność analizowanych chelatorów 

do zaburzania homeostazy redoks w komórkach GBM. 

Obydwie serie eksperymentów pokazały zdolność badanych chelatorów do 

generowania stresu oksydacyjnego w komórkach GBM w wyniku zaburzenia 

homeostazy żelaza. Zwiększone stężenie RFT w komórce prowadzi do zaburzenia wielu 

procesów zachodzących w komórce, czego efekty następnie zweryfikowano poprzez 

analizę ekspresji genów oraz białek biorących udział w regulacji ich przebiegu. 
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2.5. Wpływ wybranych związków na ekspresję genów i białek (PCR, WB) 

Wyniki przedstawione w poprzednich sekcjach pokazują, że wyselekcjonowane 

chelatory istotnie oddziałują na różne aspekty funkcjonowania komórek GBM. Pełne 

poznanie molekularnego mechanizmu ich działania wymaga jednak dokładniejszej 

analizy zmian zachodzących w komórkach. Dlatego ostatnim etapem badań było 

wybranie genów oraz białek biorących udział w przebiegu procesów metabolicznych 

zaburzanych przez badane związki, a następnie wykonanie analiz zmiany ich ekspresji 

przy użyciu technik qRT-PCR oraz Western Blot. 

W publikacji [P1] najpierw podjęto się analizy ekspresji czterech genów należących 

do systemu obrony antyoksydacyjnej – dysmutazy ponadtlenkowej 1 i 2 (SOD1 i SOD2), 

i katalazy (CAT), których funkcją jest neutralizacja anionów ponadtlenkowych i 

nadtlenku wodoru w celu zabezpieczenia struktur komórkowych przed uszkodzeniem, 

oraz tioredoksyny 2 (TXN2), będącej białkiem zdolnym do redukcji aminokwasów innych 

białek utlenionych w wyniku działania RFT. Zaobserwowano, że w wyniku traktowania 

związkiem BC2 następuje gwałtowny spadek ekspresji wszystkich wymienionych genów 

z wyjątkiem SOD2, który zwiększył ekspresję o około 250%. Sugeruje to, że działanie 

tego chelatora szczególnie silnie wpływa na działanie systemu opartego na działaniu 

tioredoksyn, którego pula dostępna w komórce zużywa się w wyniku kontaktu ze 

zwiększoną ilością RFT. System obrony antyoksydacyjnej został przeciążony w wyniku 

aktywności związku BC2, natomiast próbą odpowiedzi komórki na wzmożone działanie 

stresu oksydacyjnego jest nadekspresja SOD2, która ostatecznie nie jest w stanie go 

przezwyciężyć. Znaczące spadki ekspresji wykryto również dla genów PIK3CA i MAPK1 

odpowiadających za stymulację proliferacji oraz procesów wspierających przeżycie 

komórki, a także dla genu mTOR będącego regulatorem licznych procesów 

metabolicznych. Wyciszanie ścieżek sygnałowych związanych z tymi genami dobrze 

rokuje w kontekście potencjalnie skutecznej metody leczenia nowotworów. Dodatkową 

zaletą zmniejszenia ekspresji mTOR jest możliwość indukcji procesu autofagii komórki, 

którego zainicjowanie potwierdza nadekspresja genu LC3, jednego z ważniejszych 

markerów tego procesu. Rezultaty analizy ekspresji wszystkich opisanych powyżej 

genów są obiecujące i potwierdzają wcześniej zaobserwowane zmiany wywołane przez 

związek BC2. 

Wyniki analizy ekspresji białek przeprowadzonej w publikacji [P1] potwierdziły 

przypuszczenia wynikające z wcześniejszych eksperymentów. Zaobserwowane 
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zatrzymanie cyklu w fazie G0/G1 znajduje odzwierciedlenie w niemal całkowitym zaniku 

ekspresji białek regulujących progresję cyklu komórkowego dla najwyższych stężeń 

związku BC2 – cdc25c, cdc2 oraz cyklin A2 i B1. Dalsze poszlaki wskazujące na 

załamanie systemu obrony antyoksydacyjnej to zanik ekspresji białka Nrf2, będącego 

jego głównym regulatorem. W efekcie braku skuteczności mechanizmów usuwających 

RFT z komórki wzrasta również ekspresja białek HO-1 oraz HIF-1α ukazująca reakcję 

na wysoki stres oksydacyjny. Zauważalny jest również wpływ badanych związków na 

metabolizm żelaza w postaci spadku ekspresji mitoferryny 1 i ferrochelatazy (FECH), 

czyli białek biorących udział w transporcie żelaza i biosyntezie hemu, a także 

stopniowego zaniku ekspresji białka IDH1 odpowiadającego za syntezę NADPH 

potrzebnego do prawidłowego funkcjonowania systemów obrony antyoksydacyjnej. W 

rezultacie długotrwałego działania wysokiego poziomu RFT, zaobserwowano również 

zablokowanie fosforylacji białka Akt oraz pojawienie się produktów cięcia kinazy p70 

S6, które skutkowało inhibicją szlaku sygnałowego odpowiedzialnego za proliferację 

oraz inicjacją procesu apoptozy zależnego od kaspaz. Rozpoczęcie procesu 

programowanej śmierci komórki ostatecznie potwierdził wzrost ekspresji 

proapoptotycznego białka BID. Wyniki przedstawione w publikacji [P2] sugerują, że 

pomimo pewnych podobieństw, chelatory będące pochodnymi TSC oddziałują na 

komórki GBM w odmienny sposób. Nadekspresja HO-1 miała miejsce również dla tej 

grupy związków, lecz wzrost ekspresji tego białka był znacząco większy, sugerując 

wystąpienie silnego stresu oksydacyjnego. Spadki ekspresji białek regulujących 

mechanizmy obronne przed peroksydacją lipidów, GPX4 oraz 4F2hc, może wskazywać 

na zwiększone ryzyko utleniania cząsteczek lipidów budujących błony komórkowe przez 

RFT. Wzrost ekspresji HO-1 może również pośrednio wynikać z deficytu żelaza w 

komórce spowodowanego chelatacją przez badane TSC, na co wskazuje zwiększona 

zawartość białek IRP1 i IRP2, zazwyczaj aktywowanych w warunkach niedoboru jonów 

tego metalu. Kolejnym dowodem na istotne zaburzenie homeostazy żelaza jest spadek 

ekspresji FECH oraz frataksyny (FXN), czego efektem są zaburzenia biosyntezy hemu 

oraz centrów żelazowo-siarkowych mogące rzutować na poprawne funkcjonowanie 

mitochondriów. Oddziaływanie badanych TSC na receptorową kinazę IGF1R, do której 

powinowactwo wykazywała część z nich, można zauważyć w spadku poziomu białka 

Akt. Stanowi ono główny element jednego ze szlaków sygnałowych regulowanych przez 

IGF1R, co stanowi poszlakę w kwestii znaczenia inhibicji tej kinazy w terapii przeciwko 

komórkom GBM.  
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3. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

 

W niniejszej pracy podjęto się identyfikacji molekularnego mechanizmu działania 

pięciu spośród ponad 30 chelatorów żelaza należących do trzech grup: kompleksów 

bis(terpirydyny), pochodnych tiosemikarbazonu oraz pochodnych styrylochinoliny. 

Zastosowanym kryterium selekcji była wielkość efektu cytotoksycznego wywoływanego 

podczas traktowania komórek pięciu linii glejaka wielopostaciowego przy jednoczesnym 

braku cytotoksyczności wobec komórek prawidłowych, które spełnił jeden kompleks 

bis(terpirydyny) – BC2 oraz cztery pochodne tiosemikarbazonu – MS165, MS168, 

MS179 oraz MR5K3. 

Podstawowy mechanizm działania badanych związków oparty jest na zdolności do 

chelatowania jonów żelaza, w wyniku której biodostępna pula tego metalu w komórce 

ulega zmniejszeniu, wpływając na funkcjonowanie białek zależnych od żelaza. 

Obserwowany spadek ekspresji FECH wskazuje na zaburzenie mitochondrialnego 

metabolizmu żelaza oraz procesu syntezy hemu. Mechanizm działania chelatorów w 

mitochondriach różnił się: w przypadku związku BC2 odnotowano zanik mitoferryny 1 

wskazujący na zaburzenie transportu jonów żelaza, natomiast w przypadku pochodnych 

TSC nadekspresja IRP1 i IRP2 sugeruje większe znaczenie sekwestracji żelaza przez te 

związki. Kolejną konsekwencją procesu chelatacji jest zwiększenie poziomu RFT, które 

prowadzi do powstania stresu oksydacyjnego inicjującego systemy obrony przed 

rodnikami tlenowymi. Intensywny wzrost ekspresji białka HIF-1α w wyniku traktowania 

związkiem BC2 oraz białka HO-1 dla wszystkich analizowanych pochodnych, przy 

jednoczesnym spadku ekspresji białek pełniących funkcje ochronne (Nrf2 w przypadku 

BC2, GPX4 oraz 4F2hc w niektórych TSC) sugeruje, że pomimo próby reakcji komórek 

linii U-251 na stres oksydacyjny, system obrony antyoksydacyjnej został przeciążony. 

Dla obydwu rodzajów chelatorów obserwowano również oddziaływanie na ścieżki 

sygnałowe, szczególnie w przypadku pochodnych TSC oraz zbliżonych do nich 

strukturalnie styrylochinolin. Dla tych dwóch grup związków widoczny był szeroki 

zakres interakcji z kinazą receptorową IGF1R, potwierdzony za pomocą testów interakcji 

ligand-białko oraz dokowania molekularnego. Funkcją IGF1R jest odbieranie oraz 

przekazywanie sygnałów zewnątrzkomórkowych poprzez ścieżki sygnałowe, które w 

wyniku traktowania badanymi związkami ulegały zmianom ekspresji. W przypadku 

związku BC2 wykryto zaburzenie fosforylacji białka Akt, natomiast pochodne TSC 
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powodowały spadek ekspresji samego białka, co pośrednio może wskazywać na efekt 

inhibicji IGF1R. Obydwie grupy związków wpływały ostatecznie na indukcję apoptozy 

poprzez generowanie wzmożonego stresu oksydacyjnego. Związek BC2, poprzez 

oddziaływanie na białko BID oraz cięcie p70 S6 może prowadzić do aktywowania kaspaz 

i związanego z nimi mitochondrialnego szlaku apoptozy. W przypadku traktowania 

pochodnymi TSC istnieją przesłanki wskazujące na możliwość występowania ferroptozy, 

rodzaju śmierci komórkowej wywoływanego przez nadmierną akumulację żelaza i 

wynikającą z niego peroksydację lipidów. 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazują, że chelatory żelaza są związkami 

zdolnymi do wielokierunkowego oddziaływania na komórki glejaka wielopostaciowego, 

dzięki czemu mogą stanowić podstawę wciąż intensywnie poszukiwanej, skutecznej 

terapii przeciwko temu rodzajowi nowotworów. 
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4. PUBLIKACJE WCHODZĄCE W SKŁAD PRACY 

 

4.1. [P1]. Imbalance of redox homeostasis and altered cellular signaling induced by 

the metal complexes of terpyridine 

 

Autorzy: Malarz K., Zioła P., Zych D., Rurka P., Mrozek-Wilczkiewicz A. 

Referencja: Scientific Reports, 2024, 14, 26951 

Numer DOI: 10.1038/s41598-024-77575-4 

Impact Factor czasopisma: 3.9 (2024) 

Liczba punktów MNiSW czasopisma: 140 (2024) 

Mój udział w pracy polegał na wykonaniu badań: cytotoksyczności z dodatkiem jonów 

metali, indukcji apoptozy oraz zmiany ekspresji białek. 
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4.2. [P2]. The multifaceted mechanism of action of quinoline thiosemicarbazone 

based on disruption of iron homeostasis and selective IGF1R inhibition leading 

to oxidative stress induction 

 

Autorzy: Zioła P., Malarz K., Rawicka P., Korzec M., Serda M., Boguszewska-Czubara 

A., Pacholczyk M., Książek M., Mrozek-Wilczkiewicz A. 

Referencja: Biomedicine & Pharmacotherapy, 2025, 192, 118692 

Numer DOI: 10.1016/j.biopha.2025.118692 

Impact Factor czasopisma: 7.5 (2024) 

Liczba punktów MNiSW czasopisma: 100 (2026) 

Mój udział w pracy polegał na wykonaniu wszystkich badań biologicznych oraz badań 

chelatacji, analizie wyników badań oraz pisaniu manuskryptu. 
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4.3. [P3]. Styrylquinoline derivatives as IGF1R inhibitors 

 

Autorzy: Zioła P., Malarz K., Pacholczyk M., Cieślik W., Rawicka P., Musioł R., 

Mrozek-Wilczkiewicz A. 

Referencja: ACS Medicinal Chemistry Letters, 2026, 17(2), 351-357 

Numer DOI: 10.1021/acsmedchemlett.5c00526 

Impact Factor czasopisma: 4 (2024) 

Liczba punktów MNiSW czasopisma: 140 (2026) 

Mój udział w pracy polegał na opracowaniu metodologii, wykonaniu badań 

cytotoksyczności oraz pisaniu manuskryptu. 
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