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Streszczenie

Glioblastoma (GBM) jest najcze$ciej wystepujagcym nowotworem pierwotnym
o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) o najwyzszym, IV stopniu ztosliwosci histologicznej
wg klasyfikacji WHO. Standardowe leczenie w przypadku ztos§liwego glejaka oparte jest
na leczeniu operacyjnym, radioterapii oraz chemioterapii. Rozlany charakter wzrostu
uniemozliwia catkowitg resekcje chirurgiczng zmiany nowotworowej i prowadzi do szybkiej
wznowy. Pomimo rozwoju nowoczesnych technik stosowanych w diagnostyce i leczeniu
glejakow, prognoza kliniczna dla pacjentow ze zdiagnozowanym GBM pozostaje niekorzystna,
a $rednie przezycie na ogdt nie przekracza 16 miesigcy. Wprowadzony do leczenia glejakow
chemioterapeutyk, jakim jest temozolomid, pozwala na wydtuzenie czasu przezycia pacjentow
zaledwie o kilka miesigcy. Prowadzone sg wiec intensywne badania nad rozwojem
nowoczesnych metod leczenia, w tym immunoterapii, terapii antyangiogennych oraz
eksperymentalnych terapii genowych.

Znaczaca role w progresji ztosliwych glejakow oraz opornosci komorek
nowotworowych na leczenie odgrywa wysoki poziom niedotlenienia tkanki nowotworowej.
W warunkach niewystarczajagcego zaopatrzenia w tlen, w komorkach nowotworowych
dochodzi do szeregu niekorzystnych zmian metabolicznych, nasilenia angiogenezy oraz
zaburzenia procesu apoptozy. Glownym czynnikiem transkrypcyjnym, zaangazowanym
w regulacje procesoOw adaptacyjnych, jest czynnik indukowany hipoksja HIF-1 (ang. hypoxia
inducible factor 1), zbudowany z dwoch podjednostek: a i f. Poziom podjednostki a (HIF-1a)
wykazuje scista zalezno$¢ od poziomu natlenowania komorek.

Jedng z atrakcyjnych metod uzyskania poprawy stanu natlenowania tkanki
nowotworowej oraz zahamowania aktywnosci biatka HIF-10 wydaje si¢ by¢ hiperbaria tlenowa
(HBO). Podawanie tlenu pod zwigkszonym cisnieniem pozwolitoby na wydtuzenie dystansu
dyfuzji i dotarcia Oz do glgbszych, czesto Zle ukrwionych partii guza. Nalezy spodziewac sie,
ze lepiej natlenowana tkanka nowotworowa stanie si¢ bardziej podatna na stosowane formy
terapii. Tlen hiperbaryczny jest powszechnie wykorzystywany w leczeniu m.in. trudno
gojacych si¢ ran, choroby dekompresyjnej oraz zatru¢ tlenkiem wegla. Hiperbari¢ tlenowa
probowano rowniez stosowa¢ w onkologii, szczegdlnie w polgczeniu z innymi, dotychczas
stosowanymi formami terapii: radioterapia, chemioterapig, terapig fotodynamiczng oraz

leczeniem operacyjnym. Niektore z tych badan doprowadzono do fazy badan klinicznych,



jednakze nie udato si¢ opracowac procedury medycznej, ktora mogtaby by¢ powszechnie
stosowana w leczeniu pacjentéw z chorobg nowotworowa.

Progresja nowotworéow prowadzi do wyksztalcenia mechanizméw opornosci
na leczenie. Z tego wzgledu zachodzi konieczno$¢ opracowywania nowatorskich terapii
z zastosowaniem bardziej efektywnych chemioterapeutykow. Nowag, obiecujacg grupe
zwigzkow cytotoksycznych stanowia heterocykliczne pochodne izotiomocznika, szczegdlnie
S-benzylopochodne - tzw. pentabromo-benzyloizotiomoczniki, w skrocie ZKKs. Zwiazki tej
grupy byly przedmiotem badan in vitro, w ktorych potwierdzono ich dziatanie proapoptotyczne
i cytotoksyczne wzgledem réznych komorek nowotworowych, w tym linii komorkowe;j
glioblastoma. Budowa strukturalna ZKKs zblizona jest do zwiazkéw z grupy benzotriazoli
(TBB) i benzimidazoli (TBI, DMAT), ktére sa znanymi inhibitorami kinazy kazeinowej
2 (CK2). Wzmozona aktywno$¢ tej kinazy zwigksza potencjat czynnikéw onkogennych
i sprzyja transformacji nowotworowej. Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do znanych
inhibitorow CK2 oczekiwano, ze ZKKs réwniez bedg efektywnie hamowaty aktywno$c¢ tej
kinazy. Jednak badania na szerokim panelu kinaz bialkowych wykazaty, ze ZKK-3
(N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznik) stabo hamuje CK2, posiada
natomiast zdolno$¢ do specyficznej inhibicji innych kinaz, w tym kinazy biatkowej D1 (PKD1).
Kinaza ta odpowiada za regulacje detoksykacji reaktywnych form tlenu i azotu, powstajacych
w mitochondriach i chroni komorki przed stresem oksydacyjnym. Zaburzenia ekspresji PKDI
sprzyjaja rozwojowi licznych proceséw patologicznych, w tym takze chorob nowotworowych.
Mozna przypuszczac, ze poprzez regulacje poziomu PKD1, mozna byloby wplywa¢ na rozwdj

procesOw nowotworowych.

Celem prowadzonych badan byla ocena wplywu réznych warunkow tlenowych,
W tym natleniania hiperbarycznego, na potencjal przeciwnowotworowy wybranej pochodnej
izotiomocznika — ZKK-3 wobec komoérek nowotworowych linii zlosliwego glejaka T98G
in vitro.
Cele szczegdtowe obejmowaly:
1) Porownanie proliferacji oraz zywotnosci komorek nowotworowych linii T98G
W rdéznych warunkach tlenowych: normoksji, anoksji oraz hipoksji.
2) Ocen¢ wplywu natleniania hiperbarycznego na proces proliferacji oraz zywotnosc¢
komoérek nowotworowych linii T98G.
3) Ocene wptywu HBO na poziom ekspresji biatka HIF-1a w komoérkach nowotworowych
linii T98G.



4) Ocene efektu cytotoksycznego pochodnej izotiomocznika ZKK-3 w réznych
warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania hiperbarycznego.

5) Ocene wptywu ZKK-3 na poziom ekspresji kinazy biatkowej PKD1 oraz poziom jej
form ufosforylowanych: pPKDI (Ser 916) i pPKDI1 (Ser 744/748) w roznych
warunkach tlenowych oraz przy zastosowaniu natleniania hiperbarycznego.

Przyjeta hipoteza badawcza zakladata, ze podawanie tlenu hiperbarycznego pozwoli
na obnizenie stopnia niedotlenienia komodrek glioblastoma linii T98G, uwrazliwiajac je tym
samym na dziatanie wybranej pochodnej izotiomocznika, co mogtoby stanowi¢ potencjalnie
skuteczng lini¢ dziatania w terapii przeciwnowotworowej. Mozna bylo przypuszczad,
ze hamowanie aktywnos$ci kinazy PKDI1 przez ZKK-3 moze spotegowac stres oksydacyjny

i w zwiazku z tym nasili¢ efekt antyproliferacyjny proponowanego potaczenia ZKK-3/HBO.

Doswiadczenia prowadzono na ludzkiej linii komoérkowej zto§liwego nowotworu
glejopochodnego - glioblastoma T98G (American Type Culture Collection) o IV-tym stopniu
ztosliwosci histologicznej wg klasyfikacji WHO (WHO GIV).

Do badan efektu cytotoksycznego uzyto modyfikowanej pochodnej izotiomocznika —
N,N’-dimetylo-S-(2,3,4,5,6-pentabromobenzylo)izotiomocznika (ZKK-3), stosowanej
w stezeniach 10 uM, 25 uM 1 50 uM.

Hodowle komoérkowe poddane byty dzialaniu r6znych warunkow tlenowych:
1/ normoksja (21% O2/ 5% CO2/ 74% N>) - 24-godzinna inkubacja po podaniu ZKK-3
2/ anoksja (5% CO2/ 95% N) — 24-godzinna inkubacja po podaniu ZKK-3
3/ hipoksja (1% O2/ 5% CO2/ 94% N) — 24-godzinna inkubacja po podaniu ZKK-3
4/ hiperbaria tlenowa (HBO, 97,5% O/ 2,5% CO., cisnienie 2 ATA) — 1-godzinna inkubacja
po podaniu ZKK-3, a nastepnie 23-godzinna inkubacja w warunkach normoksyjnych
5/ hipoksja/hipoksja (podwoéjna hipoksja) — 24-godzinna preinkubacja w warunkach
hipoksyjnych przed podaniem ZKK-3, nastgpnie przedtuzenie hipoksji przez kolejne
24 godziny
6/ hipoksja/hiperbaria tlenowa — 24-godzinna preinkubacja w warunkach hipoksyjnych przed
podaniem ZKK-3, nastgpnie analogicznie jak w pkt 4.

Oceniano proliferacje oraz zywotno$¢ komorek glioblastoma linii T98G, traktowanych
ZKK-3 w warunkach standardowych (normoksja), niedoboru tlenu (anoksja, hipoksja) oraz
hiperbarii tlenowej (HBO). Oceny proliferacji dokonywano po 24 godzinach inkubacji

z ZKK-3 w liczniku Multisizer 3 Coulter Counter (Beckman Coulter). Zywotno$é komérek



okreslano po 24 i 48 godzinach inkubacji z ZKK-3, postugujac si¢ zmodyfikowanym testem
cytotoksycznosci MTS z wykorzystaniem odczynnika CellTiter 96®AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega). Badano rowniez wpltyw HBO na poprawg¢ stopnia natlenowania
komorek nowotworowych poprzez oznaczenie poziomu ekspresji biatka HIF-1o w lizatach
komorkowych metodg testu ELISA. Ekspresje kinazy PKDI oraz poziom jej form
ufosforylowanych, pPKD1 (Ser 916) i pPKD1 (Ser 744/748), w komorkach glioblastoma

oceniano przy uzyciu techniki Western Blot.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze w warunkach normoksji nastgpuje istotne statystycznie
obnizenie proliferacji komorek ludzkiej linii glioblastoma T98G traktowanych ZKK-3
W stezeniach 25 uM 1 50 uM. Wraz ze wzrostem stezenia badanej pochodnej izotiomocznika
istotnie maleje takze zywotno$¢ komorek linii T98G po 24 1 48 godzinach inkubacji.

W warunkach beztlenowych liczba komorek glejaka rowniez ulega znaczacemu
obnizeniu po podaniu ZKK-3, jednak spadek ten jest mniej gwaltowny niz w warunkach
standardowych. Co wiecej, sama anoksja powoduje istotne spowolnienie proliferacji nawet bez
dodatku ZKK-3 w poréwnaniu do normoksji. Jednakze zywotno$¢ komorek w anoksji jest
zdecydowanie wyzsza niz w warunkach standardowych, zarowno w grupach kontrolnych, jak
I doswiadczalnych po 24 i 48 godzinach inkubacji z ZKK-3 w stezeniu 10 pM i 25 pM.
Znaczacy efekt cytotoksyczny testowanego zwigzku w warunkach anoksji obserwowany jest
dopiero przy wyzszych stgzeniach 1 przedtuzonej ekspozycji na dziatanie ZKK-3.

Zastosowanie samej hipoksji, jak rowniez potaczonej z podaniem ZKK-3 w stezeniu
10 uM nie powoduje znaczacych réznic w proliferacji komoérek linii T98G w poroéwnaniu
do warunkow normoksji. Dopiero podanie wyzszych stezen ZKK-3 wywoluje istotny
statystycznie spadek liczby komorek, niezaleznie od warunkéw tlenowych. Ponadto,
po zastosowaniu 50 pM ZKK-3 liczba komorek w warunkach obnizonego st¢zenia tlenu jest
istotnie wyzsza niz w warunkach standardowych. Sama hipoksja znaczaco obniza natomiast
zywotnos¢ komorek GBM in vitro w poroéwnaniu do normoksji zarowno po 24, jak
i 48 godzinach. W warunkach niedotlenienia tylko przy stezeniu 50 uM badany zwigzek
wywotuje spadek zywotnosci komorek linii T98G w sposob istotny statystycznie, zar6wno
po jedno-, jak i dwudniowej ekspozycji. Co wigce], po 48 godzinach inkubacji z badang
pochodng izotiomocznika w stezeniu 10 uM 1 25 pM zZywotnos¢ komorek jest wyzsza
w warunkach obnizonego stezenia tlenu niz w warunkach standardowych.

Hiperbaria tlenowa podawana samodzielnie nie zmienia proliferacji oraz zywotnosci

komorek linii T98G, zardwno w porownaniu do warunkow standardowych, jak i niedotlenienia.



Jednoczesne stosowanie HBO i ZKK-3 w stezeniu 50 uM skutkuje istotnie statystycznie
wigkszym obnizeniem liczby komorek glioblastoma in vitro, niz w warunkach normoks;i.
Zywotno$¢ komorek linii T98G traktowanych testowang pochodng izotiomocznika réwniez
ulega zmniejszeniu pod wptywem natleniania hiperbarycznego. Po 24-godzinnej inkubacji
z ZKK-3, spadek liczby zywych komorek w warunkach HBO jest znaczaco wigkszy
w porownaniu do normoksji jedynie po podaniu badanego zwigzku w stgzeniu 50 uM. Jednak
po 48 godzinach istotne statystycznie réznice pomiedzy warunkami HBO 1 normoksji
obserwuje si¢ takze przy nizszych stezeniach ZKK-3.

Bezposrednie porownanie proliferacji komorek glejaka in vitro w warunkach hiperbarii
tlenowej 1 hipoksji pokazuje, ze w obu warunkach tlenowych wzrost komorek linii T98G jest
znaczaco spowolniony po podaniu ZKK-3 w stezeniach 25 uM i 50 uM. Jednakze istotnie
statystycznie silniejszy efekt cytotoksyczny badanej pochodnej izotiomocznika uzyskuje si¢
po potaczeniu z HBO. Co wigcej, pod wplywem tlenu hiperbarycznego ZKK-3 znaczaco
redukuje zywotno$¢ komoérek nowotworowych juz przy stezeniu 10 uM. Wrazliwos¢ komorek
na dzialanie testowanego zwiazku jest zdecydowanie wyzsza w warunkach HBO niz
w przypadku hipoksji, niezaleznie od czasu ekspozycji na dziatanie ZKK-3. Jedynie po podaniu
ZKK-3 w stezeniu 50 uM, niezaleznie od warunkow tlenowych oraz czasu inkubacji, nie
obserwuje si¢ roznic istotnych statystycznie.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze poziom biatka HIF-lo w komorkach linii
T98G S$cisle zalezy od warunkéw tlenowych w jakich s3 one hodowane. W komorkach
utrzymywanych w hipoksji ekspresja HIF-la jest znaczaco wyzsza w pordéwnaniu
do warunkow standardowych. Wydtuzenie czasu niedotlenienia (preinkubacja w warunkach
hipoksji przed podaniem ZKK-3) sprawia, ze wzrost poziomu HIF-1a jest jeszcze wigkszy.
Z drugiej strony, ekspozycja na dziatanie HBO nie powoduje istotnych zmian w poziomie
HIF-lo w porownaniu do normoksji. Wyjatek stanowig lizaty z grupy hipoksja/HBO
traktowane wyzszymi stezeniami ZKK-3, w ktorych odnotowuje si¢ znaczace obnizenie
poziomu badanego biatka. Co wigcej, bezposrednie poréwnanie ekspresji HIF-1a w grupach
preinkubowanych w analogicznych warunkach tlenowych pokazuje, ze podawanie HBO
prowadzi do znacznego zahamowania aktywnos$ci badanego biatka w stosunku do hipoksji.

Testowana pochodna pentabromobenzyloizotiomocznika nie wplywa znaczaco
na ekspresje kinazy biatkowej D1 (PKD1) w komorkach glioblastoma in vitro. Inkubacja
z ZKK-3 w stezeniu 50 uM skutkuje natomiast istotnym statystycznie spadkiem poziomu
pPKDI (Ser 916), niezaleznym od stosowanych warunkéw tlenowych, jak rdwniez znaczacym

wzrostem poziomu pPKDL1 (Ser 744/748) w warunkach standardowych, hipoksji oraz HBO.



Wysoce prawdopodobnym wydaje si¢ zatem, ze podawanie wysokiego stezenia ZKK-3

zapobiega fosforylacji PKD1 wiasnie na reszcie Ser 916.

Ekspresja PKD1 w komorkach linii T98G nie ulega istotnym zmianom pod wptywem réznych

warunkow tlenowych, w tym natleniania hiperbarycznego, zar6wno w grupie kontrolnej jak

i grupach traktowanych ZKK-3. W hodowlach, ktorym nie podano zwigzku cytotoksycznego,

nastepuje znaczacy spadek poziomu pPKDI (Ser 916) w hipoksji, HBO oraz podwdjnej

hipoksji. Z kolei w przypadku pPKD1 (Ser 744/748) jedynie w grupie kontrolnej dochodzi

do znaczacego wzrostu aktywno$ci w warunkach hipoksja/HBO w stosunku do normoksji.

Whioski

Brak tlenu (anoksja) oraz warunki obnizonego poziomu tlenu (hipoksja) ostabiajg efekt
cytotoksyczny pochodnej izotiomocznika ZKK-3 i sprzyjaja lepszej przezywalnosci
komorek glioblastoma w warunkach in vitro.

Podanie tlenu hiperbarycznego istotnie obniza proliferacj¢ komorek linii zto§liwego
glejaka T98G oraz zwigksza ich wrazliwo$¢ na testowang pochodng izotiomocznika —
ZKK-3. Korzystny efekt cytotoksyczny ZKK-3/HBO mozna uzyskaé przy nizszych
stezeniach badanego zwigzku oraz po krotszym czasie ekspozyciji.

Poziom biatka HIF-la w komoérkach linii T98G wzrasta w warunkach hipoksji,
natomiast ulega obnizeniu pod wplywem natleniania hiperbarycznego. Moze
to sugerowac, ze HBO zmniejszajac niedotlenienie i poziom markerow hipoksji, obnizy
opornos¢ komorek nowotworowych na dzialanie cytostatykow.

Spadek poziomu pPKDL1 (Ser 916) po podaniu ZKK-3 wskazuje, ze badana pochodna
pentabrombenzyloizotiomocznika wykazuje wlasciwosci inhibitora wzgledem tej
formy kinazy biatkowej D1.

Brak znaczacych roznic w poziomie PKD1 i jej ufosforylowanych form w komorkach
glioblastoma poddawanych dziataniu ZKK-3 w réznych warunkach tlenowych, w tym
natleniania hiperbarycznego, sugeruje, ze hamowanie aktywnosci kinazy biatkowej D1
nie jest wiodgcym mechanizmem dziatania cytotoksycznego ZKK-3/HBO.

Potaczenie pochodnej izotiomocznika ZKK-3 1 natleniania hiperbarycznego mozna
rozwaza¢ jako obiecujace podejscie terapeutyczne W leczeniu nowotworéw mozgu

0 najwyzszym stopniu zto§liwosci histologiczne;j.



