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Podstawy proponowanych badan. W ramach poszukiwan potencjalnych lekow przeciwnowotworowych
otrzymaliSmy w naszym laboratorium nowa grup¢ zwigzkow o strukturze niesymetrycznych bisakrydyn
(UAs). Wykazaly one wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczng i przeciwnowotworowa, szczegoélnie wobec
eksperymentalnych nowotworow litych, jak nowotwory piersi i jelita grubego oraz rak trzustki. Aktualnie
przedmiotem badan naszej grupy jest poznanie molekularnego mechanizmu dziatania tych zwigzkdéw. Wstepne
wyniki wskazaly, ze UAs sg stabo podatne na przemiany metaboliczne wobec enzymdéw metabolizujacych
leki, DMESs, z rodziny cytochromu P450 i UDP-glukuronylotransferazy, UGT. Wykazalismy rowniez, ze w
odréznieniu od wczesniej badanych pochodnych akrydyny, zwigzki o strukturze dimeru nie interkaluja do
podwdjnej nici DNA, chociaz w jaki$ sposob z nig oddziatuja.

Powyzsze wyniki bardzo nas zaintrygowaly, poniewaz nie spodziewaliSmy si¢, ze przejscie od struktury
monomeru do dimeru nie tylko zachowa wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowa, ale rowniez da nowe,
nicopisane dla monomerow wilasciwosci fizykochemiczne i biologiczne. W planowaniu niniejszych badan
wziclisSmy pod uwage powyzsze fakty, ale rowniez dane literaturowe mowigce, ze ekspresja enzymow
metabolizujacych z rodziny P450 i UGT, kontrolowana jest w komorce przez czynniki transkrypcyjne
receptorow jadrowych takich jak receptor-X-pregnanu, PXR, konstytutywny receptor androstanu, CAR, i
prawdopodobnie kilku innych. Co wigcej, sa doniesienia wskazujace, ze aktywnos$¢ receptoréw jadrowych
PXR i CAR moze indukowa¢ $mier¢ komorek na drodze apoptozy. Zainteresowato nas rowniez, co dzieje si¢
z naszymi zwigzkami po podaniu ich zwierzgtom.

Hipoteza badawcza. Na powyzszych podstawach postawiliSmy hipoteze, ze wysoka aktywnosé
przeciwnowotworowa UAs moze wynika¢ z ich oddziatywan, z innymi niz podwojna helisa, formami DNA.
Zwiazki te mogg tez mie¢ wpltyw na procesy transkrypcji waznych funkcjonalnie biatek. Uwzgledniamy tez
fakt iz receptory jadrowe prawdopodobnie majg zdolnos¢ modulacji ekspresji wybranych biatek bioracych
udziat w szeroko pojetej odpowiedzi komorkowej, np. apoptozie.

Proponowany zakres badan

Dla zweryfikowania powyzszej hipotezy proponujemy realizacj¢ nastepujacych zadan badawczych:

1. Okreslenie struktur 3D dla zwigzkéw UAs w roztworach wodnych oraz opis molekularnych oddziatywan
tych zwigzkow z G-kwadrupleksami z zastosowaniem zaawansowanych technik spektroskopii CD i
dwuwymiarowego (2D) NMR.

2. Wplyw UAs na efekty transkrypcji. Okreslenie waznych funkcjonalnie genow i szlakow (enzymoéw P450,
UGT i receptorow jadrowych) poprzez badanie ekspresji miRNA-mRNA i metylacji DNA.

3. Okreslenie czy badane zwigzki sg substratami i/lub modulatorami pomp blonowych z rodziny
transporterow ABC.

4. Metabolizm zwigzkéw UAs w komoérkach nowotworowych HepG2, LS180. Ich wptyw na modulacje
aktywno$ci enzymatycznej w komorkach nowotworowych oraz na poziom ekspresji wybranych
izoenzyméw P450 i UGT. Wobec pozytywnych wynikéw w tym zakresie z punktu 2 dalsze badania
ekspresji 1 poziomu biatek wybranych receptorow jadrowych.

5. Zalezno$¢ pomiegdzy ekspresja receptorow jadrowych i biatek zaangazowanych w progresje cyklu
komorkowego i apoptoze w komorkach HepG2, LS180, H460 i DU-145, po ich inkubacji z badanymi
zwigzkami.

6. Kinetyka metabolitow dwoch wybranych zwigzkow UAs okreslona na podstawie ich analizy we krwi i
moczu u myszy.

Metodyka badan. Dla realizacji powyzszych zadan zastosujemy w pierwszym etapie, do badania oddzialywan
lekow z DNA i na poziomie transportu przez blony, bezkomoérkowe ukltady eksperymentalne i wysoko
zaawansowane metody instrumentalne. Przedmiotem dalszych badaniach bgda wymienione powyzej linie
komoérek nowotworowych o wysokiej i normalnej ekspresji enzyméw metabolizujacych, ktérych hodowlg od
wielu lat prowadzimy w naszym laboratorium. Otrzymane po inkubacji ekstrakty komorkowe i pozywka z
hodowli beda badane pod katem zawarto$ci metabolitow metodami HPLC. Wplyw lekow na ekspresje
enzymow P450 i UGT oraz na aktywnos$¢ i ekspresj¢ receptorow jadrowych, m.in. PXR i CAR analizowane
bedzie stosujac procedury Western-blot oraz RT-PCR.

Znaczenie projektu. Proponowane badania poszerza nasza wiedz¢ o mechanizmach molekularnych, ktore
moga by¢ odpowiedzialne za wyjatkowe, wspomniane powyzej wiasciwosci biologiczne nowych, silnie
aktywnych pochodnych bisakrydyny, ktore zostaty opatentowane (patenty EU and USA, US10,202349 B2,
Feb.12, 2019). Badania roéwniez ujawnig wlasciwosci farmakologiczne tych zwigzkoéw poszerzajac wiedze o
ich metabolizmie i1 potencjalnym mechanizmie dziatania na poziomie komoérkowym. Realizacja projektu
wplynie wigc zard6wno na rozwdj farmakologii jak i biologii nowotworow, poprawiajac w ten sposob warunki
zycia spoteczenstwa i poziom cywilizacji.



