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Wstep WynikKi

Rak piersi to jedna z najczestszych przyczyn zgonow U kobiet. Wyniki  przeprowadzonych eksperymentow dla testu MTT oraz analiza interakcji
Diagnostyka raka piersi obejmuje badania fizykalne, laboratoryjne i obrazowe (mammografie, USG farmakodynamicznych. Analize statystyczng otrzymanych wynikéw przeprowadzono z
piersi, MRI). wykorzystaniem programow: STATISTICA oraz GraphPad Prism 8.
Strategia leczenia zmian nowotworowych obejmuje: leczenie chirurgiczne, chemioterapig, P
radioterapie, hormonoterapi¢ oraz terapi¢ celowang. ool [ .

Potrojnie receptorowo negatywny nowotwor piersi (TNBC) charakteryzuje sie wysoka Rk Z cear | gL H l RPN |
inwazyjnoscig oraz opornoscia na leczenie. L = '2;} I 1 ‘h |If BV 1l T |i I I
Na powierzchni komoérek nie wykazano ekspresji receptoréw: estrogenowego, progesteronowego oraz ------- S _----- M . - ;,;1 ;

receptora dla naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER?2).
TNBC czesto rozpoznawany jest u chorych:

* ponizej 50. roku zycia,

* ze zdiagnozowang mutacjg BRCAL

Zwigzek X |
Efekty :

* niewielki (< 40%),

* kobiet rasy afroamerykanskiej e 650
Najczesciej w leczeniu chorych na potrojnie negatywnego raka piersi stosowane sg nastgpujace grupy i | Gt omergiam
lekéW: - = Symecgizn CI=1 addycja

* antracykliny s

°1n h | b Ito I’y Wwrzeciona m |t0ty02n990 Rycina 1, Zestawienie wynikow graficznych i interakcji farmakodynamicznych badanych polaczen zwiazku A i lekow.

* antymetabolity
e leki alkilujace

Tabela 1. Podsumowanie wynikéw testu MTT oraz analiza interakcji farmakodynamicznych badanych zwigzkow.

W przypadku podania Dla kombinacji zwigzku Y i zwigzku A | Zastosowanie schematu Podanie konkurencyjne zwigzku A i
konkurencyjnego zwigzku A i zwigzku | w przypadku obu schematdéw konkurencyjnego i sekwencyjnego zwigzku Q charakteryzowato
Lt " " 1 . t . 4 X zaobserwowano dziatanie podania zwigzkdéw wykazano dla podania zwigzku A i zwigzku Z dziatanie antagonistyczne, ktérego
Coraz CZ@SCIQ} pOSZUKIW_ane SQ S_Chematy pOI Iterapl I’ ma-] ch na Cel_u CllmlpaC]@ komorek addytywne i antagonistyczne dziatanie antagonistyczne i odznacza synergizmem. Efekt dla efekty zostaty zaliczone do grupy:
nOWOtworowyCh 4 Ol"gan IZMu paCJenta, ktére Cechowalyby S]@ Ogranlczonyml dzialaniami zwigzkdéw. Dla podania w tym addytywne. W zaleznosci od tego dziatania klasyfikowany jest to efektow posrednich (53-61%) oraz
. . . . . - , schemacie wykazano silny efekt schematu podania wymienione grupy efektéw silnych (66-92%). silnych (74%). W przypadku podania
nlepozqdanyml oraz Wykazywah’ d21alanle ChemoprewenCYJ ne w stosun ku do komorek (okoto 90%) oraz niewielki efekt (do | wczesniej dziatania rdéznity sie sekwencyjnego zaobserwowano
prawidlowych. 40%) dziatania kombinacji. Podanie rodzajem wywieranego efektu. W dziatanie addytywne i synergistyczne
zwigzku X i zwigzku A w schemacie podaniu konkurencyjnym addycje badanego pofaczenia zwigzku A i
sekwencyjnym charakteryzuja cechowat efekt posredni (60%) zwigzku Q, dla ktérych efekty
oddziatywania antagonistyczne natomiast antagonizm klasyfikowane do grupy efektéw
Ce I e p racy osiggajace efekty (do 30%) i charakteryzowat efekt silny (74%). silnych (69--90%).
) ] N ] . _ ) ) _ synergistyczne o efektach Podanie w schemacie sekwencyjnym
1. Zbadanie interakcji farmakodynamicznych oraz opisanie wiasciwosci przeciwnowotworowych klasyfikowanych do grupy efektow | dla dziatania antagonistycznego
. , ; .. . . . . posrednich (50-60%). obejmowato efekt posredni (51%), a
chemioterapeutykow stosowanych w schematach politerapii: zwiazku X, zwiazku Y, zwiazku Z | w stosunku do dziatania

addytywnego zaobserwowany efekt

zwigzku Q w polaczeniu z pochodna sulforafanu - zwigzkiem A. el dlleh (e

2. Badanie zmian integralnosci blony komoérkowej 1 asymetrii fosfolipidow blonowych z

wykorzystaniem barwienia jodkiem propidyny oraz FITC-aneksyna V (badania apoptozy). Badania mikroskopowe, wykonano dla kombinacji wykazujacych istotne dziatanie

cytotoksyczne w stosunku do badanej linii komorkowej. Obserwacje w mikroskopie konfokalnym z

Materialy i metody uzyciem barwnikoéw fluorescencyjnych wykazaty obecnos¢ komorek apoptotycznych w dwoch
W badaniu wykorzystano nastepujace materiaty: fazach wczesnej (dajace zielong fluorescencje) oraz pdznej (wykazujace zielong oraz czerwong
Zwi3zki pochodzenia naturalnego 1 leka. Linia komorkowa potrdjnie receptorowo fluorescencye).
negatywnego I’aka plerS| MDA MB 231 Tabela 2. Zestawienie wynikow zmiany integralnosci btony komérkowej i asymetrii fosfolipidow btonowych z wykorzystaniem
\ W /.,_,,;_/ # barwienia jodkiem propidyny oraz FITC-aneksyna V.

Zwiazek A: pochodna sulforafanu — zwigzek

pochodzenia naturalnego W‘“ | “ = / o 7.54 Wyniki wskazujg, ze typem Smierci komorek = Wystgpienie komorek o zwiekszonych W kombinacji zwigzku A i zwigzku X oraz
: o , IR % X G '*‘“ indukowanej przez analizowane kombinacje | rozmiarach dla podania pojedynczego i zwigzku A i zwigzku Y oraz podan
Zwiazek X : przedstawiciel grupy inhibitoréw proteasomu . ‘ _}'\ ‘ f : lekdw jest apoptoza. Komorki apoptotyczne | kombinacji zwigzku A i zwigzku Z oraz pojedynczych substancji zaobserwowano
g charakteryzuje okragty ksztatt oraz zwigzku A i zwigzku Q mogg sugerowa, ze najwieksze zmniejszenie gestosci komorek
_ . _ . R g ST obkurczona cytoplazma. w badanych komdrkach doszto do po inkubacji zwigzkdéw w czasie 24h.
Zwiazek Y: antybiotyk przeciwnowotworowy nalezacy do N wystapienia zjawiska katastrofy
grupy antracyklin e : mitotyczne;j.
iazek Z: lek nalezacy d ksand hj ot : L , :
olade szeciond seoialomay (SN WYNOIIEY v o] - Na podstawie obserwacji mikroskopowych komorek wybarwionych FITC-ancksyng V oraz
: oo jodkiem propidyny, dla wszystkich czaséw inkubacji po podaniach pojedynczych | kombinacji
Zwigzek Q: cytostatyk zaliczany do grupy antymetabolitow o 5 zwiazkOw, wystapito zaburzenie integralnosci blony komodrkowej oraz asymetria fosfolipidow
S N btonowych, co jest charakterystyczne dla komoérek znajdujacych sie W poznej fazie apoptozy.
Metody Wyniki oceny apoptozy komorkach linit MDA-MB-231 po inkubacji A) zwigzku A | zwigzku Z B)
W celu oceny cytotoksycznosci substancji badanych wykonano test MTT. Mierzy on zywotnos¢ zwigzku A I zwigzku Q.
komorek za pomoca testu redukcji soli tetrazolowej (MTT — substratu rozpuszczalnego w wodzie, 0 A

zabarwieniu bialym lub zoittym) do nierozpuszczalnego formazanu (o zabarwieniu ciemno-
niebieskim). Ilos¢ barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywnosci oksydacyjnej
mitochondriéw komorki, a w Scisle okreslonych warunkach doswiadczalnych do liczby aktywnych
metabolicznie(zywych) komoérek w populacii.
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; Komorki kontrolne Inkubacja 24h
Komdrki kontrolne Inkubacja 24h J

N . !
| e “\ f/J Inkubacja 48h Inkubacja 72h Inkubacja 48h Inkubacja 72h

« W przeprowadzonym badaniu zastosowano dwa schematy podania substancji badanych:
schemat konkurencyjny oraz sekwencyjny.

* Schemat konkurencyjny

WhiosKi

 Najbardziej  obiecujace  wyniki  obserwowano dla  potaczenia  zwigzku Z
| zwigzku A. Niezaleznie od schematu podania zaobserwowano synergizm oddziatywania
ZW13zKOow.

 Dla podan sekwencyjnych zwigzku X ze zwigzkiem A 1| zwigzku Q ze zwigzkiem A
obserwowano synergizm, w przypadkach gdy, potaczenie cechowato sie silnym efektem
obnizenia liczby komoérek zywych.

« Antagonizm zaobserwowano dla podania konkurencyjnego zwiazku Q, zwigzku Y W polaczeniu
Z badanym zwiazkiem A.

 Dla schematu sekwencyjnego podania badanych lekow 1 zwigzku A, wykazano silniejsze
dziatanie cytotoksyczne oraz korzystniejszy typ oddzialywania W poréwnaniu do schematu

* Schemat sekwencyjny 24h
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Wykonana zostata réwniez analiza interakcji farmakodynamicznych (synergizmu, antagonizmu,

addycji) zwigzkow w oparciu 0 metode Chou I Talalay’a ACLLIESMEL,
. , : . , . , .. . o,  Badania mikroskopowe dostarczyly dowodow, ze apoptotyczna  Smieré komorki byla
W dalszej czesci pracy zbadano zmiany integralnosci btony komoérkowej 1 asymetrii fosfolipidow ) : ) :
konsekwencjg podania zwigzku A w potaczeniu

btonowych z wykorzystaniem barwienia jodkiem propidyny oraz FITC-aneksyng V (badania
apoptozy) przy uzyciu metody mikroskopii konfokalnej. Badanie apoptozy oceniano w 3 interwatach
czasowych po 24h, 48h oraz 72h inkubacji z badanymi zwigzkami lub ich potaczeniami.

Z kazdym z badanych lekow.

« Zamieszczone w pracy wyniki badan dotyczace dzialania zwiazku A W polaczeniu ze
zwigzkiem Z, zwiazkiem Q lub zwigzkiem X stanowig podstawe do rozpatrywania uzycia ich
jako potencjalne elementy nowych schematéw terapeutycznych w celu eliminacji wysoce

i el B Lakddad  todtybochols Inwazyjnego I opornego na leczenie trojnegatywnego raka piersi.

&

s . e Zaprezentowane w pracy wyniki stanowily podstawe do wykonania badan na modelu
.~ Sfingomielina . . . .
zwierzecym | opracowania procedury patentowej wynalazku.

Komorka zywa Komorka martwa




