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1. Imig¢ i nazwisko:
Katarzyna Gach-Janczak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe (z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytutu rozprawy doktorskiej):

2010 Stopien naukowy doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej
Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny w Lodzi
Tytut pracy doktorskiej: ,,Synteza nowych analogdéw morficeptyny oraz badanie
ich wtasciwosci przeciwbolowych oraz wplywu na System opioidowy
w wybranych nowotworowych liniach komérkowych”
Promotor: prof. dr hab. n med. Anna Janecka

2005 Tytut zawodowy magister farmacji
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lodzi
Tytut pracy magisterskiej: ,, Ekspresja genu MDR1 w przewlekiej biataczce
limfatycznej”
Promotor: prof. dr hab. n. farm. Marek Mirowski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1.08.2010 - obecnie Adiunkt ze stopniem doktora
Zaktad Chemii Biomolekularne;j,
Migdzywydziatowa Katedra Chemii 1 Biochemii Medycznej
Wydziat Lekarski
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

13.11.2008 — 31.07.2010  Asystent
Zaktad Chemii Biomolekularne;,
Katedra Chemii i Biochemii Medycznej
Wydzial Lekarski
Uniwersytet Medyczny w Lodzi
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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) Tytul osiagniecia naukowego:
Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej nowych syntetycznych zwigzkéow

heterocyklicznych o budowie opartej na zwigzkach naturalnych.

b) Spis publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe zgloszone jako podstawa do
przewodu habilitacyjnego (autor/autorzy, tytub/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa
wydawnictwa):

Podstawe osiagniecia naukowego stanowi monotematyczny cykl pigciu publikacji
oryginalnych oraz trzech artykutow pogladowych wspotautorstwa habilitantki.

Publikacje oryginalne

H1. Gach K, Szymanski J, Pomorska D, Dlugosz A, Modranka J, Michalak M, Janecki T,
Janecka A. Anticancer properties of novel 4-methylene-1,2-diphenylpyrazolidin-3-ones.
Chem Biol Drug Des. 2015, 86: 961-968.

(IF2015 = 2.802, MNiSW = 25)

H2. Gach K, Szymanski J, Pomorska D, Dlugosz A, Modraka J, Janecki T, Janecka A.
Combined effects of anti-cancer drugs and new synthetic a-methylene-6-lactones on
MCEF-7 cells. Tumor Biology, 2015, 36: 5971-5977.

(IF2015 = 2.926, MNiSW= 30)

H3. Gach K, Gradzka I, Wasyk I, Meczynska-Wielgosz S, Iwanenko T, Szymanski J,
Koszuk J, Janecki T, Kruszewski M, Janecka A. Anticancer activity and
radiosensitization effect of methyleneisoxazolidin-5-ones in hepatocellular carcinoma
HepG2 cells. Chem Biol Interact. 2016, 248: 68-73.

(IF2016 = 2.618, MNiSW= 30)

H4. Wyrebska A*, Pawlowska Z*, Gach K*, Komorowski P, Protas A, Walkowiak B,
Janecka A. Proteomic analysis of proteins engaged in a-methylene-3-lactone cytotoxic
Effects in hormone-independent breast cancer MDA-MB-231 cells. Chem Biol Drug
Des. 2014, 84: 300-306. * réwny udzial autorow
(IF2014 = 2.485, MNiSW = 25)

H5. Gach K*, Modranka J*, Szymanski J, Pomorska D, Krajewska U, Mirowski M, Janecki
T, Janecka A. Anticancer properties of new synthetic hybrid molecules combining
naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione or benzo[f]lindole-4,9-dione motif with phosphonate
subunit. Eur J Med Chem. 2016, 120: 51-63. * réwny udziat autorow
(IF2016 = 3.902, MNiSW = 40)
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Artvkuly pogladowe

H6. Gach K, Janecka A. a-Methylene-y-lactones as a novel class of anti-leukemic agents.
Anticancer Agents Med Chem. 2014, 14: 688-694.
(IF2014 = 2.469, MNiISW= 35)

H7. Gach K, Dhlugosz A, Janecka A. The role of oxidative stress in anticancer activity of
sesquiterpene lactones. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2015, 388: 477-486.
(IF2015 = 2.376, MNiISW= 25)

H8. Wyrebska A*, Gach K*, Janecka A. Combined effect of parthenolide and various anti-
cancer drugs or anti-cancer candidate substances on malignant cells in vitro and in vivo.
Mini Rev Med Chem. 2014, 14: 222-228. * rowny udziat autorow
(IF2014 = 2.903, MNiSW = 25)

Wspoélezynnik impact factor prac umieszczonych w dysertacji:

5 publikacji oryginalnych o wspotczynniku IF = 14.733
3 publikacje pogladowe o wspotczynniku IF = 7.748
Sumaryczny wspoélczynnik IF = 22.481

c) Oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz
z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

I. WPROWADZENIE Il MOTYWACJA BADAN

Walka z chorobami nowotworowymi jest jednym z najwazniejszych wyzwan
medycyny w krajach wysokorozwinigetych. Poszukujagc nowych $rodkéw o dzialaniu
przeciwnowotworowym naukowcy czesto zwracaja uwage na zwiagzki pochodzenia
naturalnego. Szacuje si¢, ze az 60% preparatdéw przeciwnowotworowych zakwalifikowanych
do badan klinicznych stanowig zwigzki pochodzenia roslinnego. Przyktadem takich substanc;ji
sg paklitaksel, alkaloidy barwinka rézyczkowego (winblastyna i winkrystyna), kamptotecyna
1 etopozyd (1). Zwigzki izolowane z ros$lin moga by¢ uzywane bezposrednio lub tez moga
stanowi¢ punkt wyjscia do modyfikacji chemicznych, prowadzacych niekiedy do bardziej
aktywnych analogéw o lepszym profilu farmakologicznym.

W ostatniej dekadzie coraz wigksze zainteresowanie wsrdod naukowcow budzg zwigzki
heterocykliczne pochodzenia naturalnego zwierajace w swej strukturze motyw wigzania egzo-

metylenowego sprzgzonego z grupg karbonylowa (2) (Rys. 1).
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Rys. 1. Motyw strukturalny wigzania egzo-metylenowego sprzezonego z grupa

karbonylowa.

Zwigzki takie wystepuja w lisciach i kwiatach ro$lin z rodziny Asteraceae
(Compositae) i charakteryzuja si¢ réznorodnymi wiasciwosciami biologicznymi. Dziataja
przeciwbakteryjnie, przeciwzapalnie, przeciwgrzybiczo i antywirusowo. Najwicksze nadzieje
budzi ich aktywno$¢ przeciwnowotworowa (3.,4). Najbardziej rozpowszechniong grupa
zwigzkow z takim ugrupowaniem sa o-metyleno-y-laktony 1 (2). Do roku 2009 opisano
ponad 5000 naturalnych a-metyleno-y-laktonéw. Lacznie z syntetycznymi analogami obecnie
znanych jest ponad 14000 zwigzkéw zawierajacych ugrupowanie a-metyleno- i a-alkilideno-
y-laktonowe (2). Poza a-metyleno-y-laktonami, w przyrodzie spotykane sg rowniez, choé
znacznie rzadziej, a-metyleno-o-laktony 2, a-metyleno-y-laktamy 3 i a-metyleno-6-laktamy 4
(Rys. 2), ktore w ostatnich latach staty si¢ czestym celem badan biologicznych oraz syntez

I modyfikacji chemicznych.
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Rys. 2. Struktura a-metyleno-y- i 5-laktondw i -laktamow.

Najszerzej przebadanym przedstawicielem zwigzkow zwierajacych w swej strukturze
motyw wigzania egzo-metylenowego sprzezonego z grupg karbonylowa jest, wyizolowany
z lisci ztocienia (wrotycza) maruna Tanacetum parthenium, partenolid. Zwigzek ten wykazuje
silne dziatanie cytotoksyczne na wielu liniach komérkowych, a jego lepiej rozpuszczalna
pochodna, dimetyloaminopartenolid (DMAPT), znajduje si¢ obecnie w Wielkiej Brytanii

w fazie badan klinicznych jako lek na biataczke (5).
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Partenolid 1 inne zwigzki zawierajgce ugrupowanie egzo-metylenowe sprzezone
z grupa karbonylowa wchodzg w reakcje typu Michaela z biologicznie waznymi nukleofilami
komorkowymi. Reaguja migdzy innymi z resztami cysteiny w enzymach, z wolnym
wewnatrzkomorkowym glutationem oraz z innymi biatkami funkcjonalnymi zawierajgcymi
grupy merkaptylowe (-SH). Konsekwencja tego jest powstawanie kowalencyjnych
adduktow (6) (Rys. 3).

bialko bialko

O

Rys. 3. Mechanizm dziatania zwigzkoéw zawierajace ugrupowanie egzo-metylenowe
sprzgzone z grupg karbonylowa

W wyniku alkilowania komérkowych tioli dochodzi do zakldcenia wielu waznych
procesow komorkowych, co moze prowadzi¢ do zahamowania proliferacji, indukcji apoptozy
lub uwrazliwi¢ komoérki nowotworowe na dziatanie lekow przeciwnowotworowych.

Na poziomie molekularnym cytotoksyczne dziatanie partenolidu obejmuje rdzne
mechanizmy oraz $ciezki sygnalowe i wigze si¢ z obnizeniem poziomu zredukowanego
glutationu (GSH), indukcja stresu oksydacyjnego, zaburzeniami potencjatu btonowego
mitochondrium, aktywacjg biatka p53, zmianami epigenetycznymi oraz hamowaniem
sygnalizacji szlaku MAP (3,4). Bardzo waznym mechanizmem jego dzialania jest rowniez
hamowanie aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang. nuclear factor «B) (7).
Konstytutywna aktywno$¢ tego czynnika w wielu typach nowotwordéw badz jego aktywacja
w wyniku stosowanej terapii (8,9), jest prawdopodobnie jedng z gldéwnych przyczyn rozwoju
lekoopornosci 1 nieskutecznos$ci stosowanych chemioterapeutykéw.

Zwiazki zawierajgce ugrupowanie egzo-metylenowe sprz¢zone z grupa karbonylowa
wplywajac na rozne $ciezki sygnatowe oraz hamujac aktywnos¢ NF-kB, moga kierowaé
komorki nowotworowe na droge apoptozy, badz uwrazliwia¢ je na dziatanie chemio-

i radioterapii (10-13).
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Ukazato si¢ wiele prac na temat aktywnos$ci przeciwnowotworowej tych zwigzkow,
zar6wno na liniach komorkowych jak i modelach zwierzecych. Jak do tej pory tylko
pochodna arglabiny - dimetyloaminoarglabina, zostata zarejestrowana i wprowadzona do
lecznictwa w  Kazachstanie, Rosji i USA  (Georgia) jako  substancja

przeciwnowotworowa (14).

Inng interesujgcg grupa zwigzkow pochodzenia naturalnego, wykazujacg szerokie
spektrum aktywnoS$ci biologicznej, sg zwigzki zawierajace ugrupowanie 1,4-naftalenodionu
(naftochinonu), zwykle skondensowane w pozycji orto z jednym lub dwoma ptaskimi
pierscieniami (Rys. 4). Naturalne 1,4-naftochinony, izolowane z surowcow roslinnych, takie
jak plumbagina czy lapachol, od lat badane byly pod katem ich wlasciwosci
przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybicznych, przeciwpasozytniczych, a takze

przeciwnowotworowych (15,16).
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Rys. 4. Uktad 1,4-naftalenodionu (naftochinonu)

Do najbardziej znanych pochodnych 1,4-naftochinonéw nalezg antybiotyki
antracyklinowe: daunorubicyna i doksorubicyna, izolowane z hodowli Streptomyces
peucetius. Oba zwigzki uzywane Sa jako leki przeciwnowotworowe i wykorzystywane
w terapii wielu typdw nowotworow, a zwlaszcza biataczek (17). Otrzymano tez liczne
syntetyczne analogi 1,4-naftochinondéw i wiele z nich w badaniach in vitro wykazywato
wysokg aktywnos¢ cytotoksyczng wzgledem réznych linii komorkowych (16,18).

Mechanizm przeciwnowotworowego dzialania chinonow jest do$¢ zlozony. Ze
wzgledu na swoja budowe chinony uczestniczg w procesach redoks. Moga one ulega¢ jedno
lub dwu-elektronowej redukcji, co prowadzi do tworzenia si¢ reaktywnych form tlenu (ROS),
takich jak rodnik ponadtlenkowy, nadtlenek wodoru, a ostatecznie rodnik hydroksylowy (19).
ROS odgrywaja istotng rolg¢ w regulacji procesow komodrkowych, takich jak ekspresja genéw,
metabolizm, réznicowanie i podzial komorek oraz apoptoza. Ich nadmiar moze prowadzi¢
jednak do stresu oksydacyjnego wskutek utleniania makroczasteczek komdrkowych, takich
jak lipidy, biatka i DNA. Wysokie stezenie ROS jest niebezpieczne i indukuje $mier¢

komorek poprzez rdzne Sciezki sygnatowe (20).
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Chinony sg rowniez akceptorami w reakcji Michaela i mogg powodowac¢ uszkodzenie
komorek poprzez alkilowanie kluczowych biatek komorkowych i/lub DNA (19).
Generowanie stresu oksydacyjnego w komorce oraz uszkodzen struktur komorkowych
powoduje zahamowanie proliferacji, zatrzymanie cyklu komorkowego i indukcje apoptozy.
Zwiazki, ktore tak jak 1,4-naftochinony moduluja rownowage redoks w komorkach
nowotworowych sg potencjalnymi kandydatami na leki przeciwnowotworowe.

Zarbwno zwigzki zawierajgce ugrupowanie egzo-metylenowe sprz¢zone z grupg
karbonylows, jak i zwigzki zawierajagce uklad 1,4-naftalenodionu maja duzy potencjat
farmakologiczny. Wiele z nich wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Réznice w ich
dziataniu wynikajg z obecnosci dodatkowych pierScieni lub/i innych podstawnikéw, ktore
zmieniajg lipofilowos¢, geometri¢ czgsteczki oraz maja wptyw na efekty elektronowe.

W wielu laboratoriach na $wiecie z duzg intensywno$cig prowadzone sg badania
majgce na celu zoptymalizowanie wybranych struktur w celu otrzymania analogow

0 zwigkszonej aktywno$ci biologicznej i zmniejszonej toksycznosci.

W Zaktadzie Chemii Biomolekularnej od szeregu lat zajmujemy si¢ badaniem
wlasciwosci przeciwnowotworowych oraz zalezno$ci pomigdzy struktura a aktywnos$cig
biologiczna zwiazkow heterocyklicznych, syntetyzowanych w Instytucie Chemii Organicznej
Politechniki Lodzkie;.

W niniejszym autoreferacie przedstawiam moje badania dotyczace aktywnoSci
przeciwnowotworowej oraz molekularnych mechanizméw dziatania nowych zwigzkow
heterocyklicznych zawierajacych wigzanie egzo-metylenowe sprzezone z grupa karbonylowa
(struktury I-111) lub ugrupowanie 1,4-naftalenodionu (struktura 1V). Zwiazki te mozna
zaliczy¢ do kilku grup:

e a-metyleno-y-laktony zawierajace dodatkowy atom azotu w pierscieniu |

(4-metylenoizoksazolidyn-5-ony)

e o-metyleno-3-laktony 11 (3-metylenochroman-2-ony)
e o-metyleno-y-laktamy zawierajace dodatkowy atom azotu w pierscieniu 111

(4- metylenopirazolidyn-3-ony)

e hybrydy zawierajace motyw naftalenodionu w potaczeniu z grupa fosfonianowa (1V)
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II. CEL PRACY I ZAKRES BADAN:

Celem niniejszej pracy bylo:

1.

Zbadanie aktywno$ci cytotoksycznej nowych heterocyklicznych analogéw na
wybranych ludzkich nowotworowych liniach komorkowych:

e raka piersi MCF-7

e biataczki promielocytowej HL-60

e raka watroby HepG2

oraz dla wybranych zwigzkow na komorkach dwdéch ludzkich linii nie-nowotworowych:
e nabtonka gruczolu mlekowego MCF-10A

e $rodbtonka naczyniowego zyty pepowinowej HUVEC

Wyselekcjonowanie zwigzkow o najwickszej cytotoksycznosci.

Okreslenie mechanizmu dziatania badanych zwigzkéw poprzez zbadanie ich wyplywu
na:

e proliferacje komorek nowotworowych

e cykl komérkowy

e proces apoptozy

e zdolnos$¢ do generowania uszkodzen DNA

e zmiany potencjatu blonowego mitochondrium

¢ zdolnos¢ do indukcji stresu oksydacyjnego

Okreslenie synergistycznego dzialania wybranych zwiazkéw w polaczeniu ze znanymi
lekami przeciwnowotworowymi o réznych molekularnych mechanizmach dzialania.
Przeprowadzenie analizy proteomicznej bialek zaangazowanych w aktywno$é

cytotoksyczng.

10
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III. OMOWIENIE GLOWNYCH WYNIKOW PUBLIKACJI WLACZONYCH DO
ROZPRAWY HABILITACYJNEJ:

W pierwszej kolejnosci zajmowatam si¢ zwigzkami zawierajgcymi ugrupowanie egzo-
metylenowe sprzezone z grupg karbonylowg (struktury I-111). W trzech kolejnych pracach
omowionych ponizej (H1-H3) opisatam wptyw wybranych analogdéw na wymienione
powyzej procesy, mogace indukowac $mier¢ komoérek nowotworowych.

Waznym aspektem tych prac bylo rowniez badanie ewentualnego synergistycznego
dziatania tych analogow w potaczeniu ze znanymi chemioterapeutykami lub
Z promieniowaniem jonizujacym.

Stosowana obecnie terapia przeciwnowotworowa oparta jest w duzej mierze na lekach
cytotoksycznych. Duza toksycznos¢ tych lekdw oraz ich liczne dziatania niepozadane, a takze
wrodzona lub nabyta oporno$¢ komorek nowotworowych na stosowane zwigzki, przyczyniaja
si¢ do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych. Obecnie coraz wigcksze nadzieje
poktada si¢ w zastosowaniu terapii skojarzonej, opartej na tagczeniu réznych typow terapii, np.
chemioterapii z radioterapig lub jednoczesnym podawaniu co najmniej dwoch zwigzkow
0 roznym mechanizmie dzialania. Zastosowanie zwigzkéw o réznych punktach uchwytu
w komorce jest szczegolnie wazne w przypadku wrodzonej badz nabytej opornosci komorek
nowotworowych na stosowane leki. Taka laczona terapia znacznie zwigksza skutecznosé
leczenia oraz zmniejsza dziatania niepozadane.

Naukowcy 1 lekarze stale podejmuja proby taczenia znanych chemioterapeutykow
z nowymi zwigzkami w nadziei na pokonanie lekoopornos$ci. Jak dotad niewiele jest prac na
temat synergistycznego dzialania zwigzkéw zawierajacych a,f-nienasycone ugrupowanie
karbonylowe stosowanych w skojarzeniu z lekami przeciwnowotworowymi. Synergistyczne
dziatanie przeciwnowotworowe partenolidu w potaczeniu np. z paklitakselem,
5-fluorouracylem czy geldanamycyna wykazano w badaniach in vitro jak i na kilku modelach
zwierzecych (11).

Wiaczajac si¢ w nurt poszukiwan nowych strategii leczenia choréob nowotworowych,
w oOpisanych ponizej pracach badatam, czy wybrane syntetyczne metylenolaktony
I metylenolaktamy moga nasilac in vitro przeciwnowotworowe dzialanie znanych
chemioterapeutykow.

Na podstawie literatury wybratam chemioterapeutyki o réznych molekularnych
mechanizmach dziatania: 5-fluorouracyl (antymetabolit), paklitaksel (zwiazek o dziataniu
antymitotycznym) i oksaliplatyne (zwiazek alkilujacy). Zwiazki te, mimo licznych dziatan

niepozadanych, stosowane sg jako leki z wyboru w leczeniu wielu typow nowotworow.

11
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Pomimo poczatkowej wrazliwosci na wyzej wymienione leki, zwykle dochodzi do

rozwini¢cia opornosci, gdy sg one stosowane w monoterapii.

e H1. Gach K, Szymanski J, Pomorska D, Dtugosz A, Modranka J, Michalak M, Janecki T,
Janecka A. Anticancer properties of novel 4-methylene-1,2-diphenylpyrazolidin-3-ones.
Chem Biol Drug Des. 2015, 86:961-968.

Celem tej pracy byta ocena aktywnosci przeciwnowotworowej nowych syntetycznych
4-metylenopirazolidyn-3-onéw, czyli a-metyleno-y-laktamow zawierajgcych dodatkowy atom
azotu w pierscieniu y—laktamu. a-Metyleno-y-laktamy czgsto uwazane sg za mniej toksyczne
w stosunku do zdrowych komorek niz y-laktony, ale przewaznie sg tez znacznie mniej od nich
aktywne. Spos$réd duzej serii zwigzkéw wybratam dwa: 5-winylo-1,2-difenylo-4-
metylenopirazolidyn-3-on (2a) i 5-fenylo-1,2-difenylo-4-metylenopirazolidyn-3-on (2b),
ktore wykazywaty wyjatkowo silng aktywno$¢ cytotoksyczna wzgledem komoérek MCF-7
(wartosci ICso ponizej SuM po 24h inkubacji).

— Ph
Ph” \N (@) N @)

| Ph
Ph Ph
2a 2b

Zwiazki te poddalam bardziej szczegétowym badaniom. Oba analogi hamowatly
proliferacje, powodowaty zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie subGO0/G1, indukowaty
uszkodzenia DNA 1 apoptoz¢ w komoérkach MCF-7. Zwiazek 2a, ktéry wykazywal znacznie
silniejsze dziatanie, testowatam rowniez w eksperymentach skojarzonych, w polaczeniu ze
znanymi chemioterapeutykami. Efekt synergistyczny obserwowatam, gdy zwigzek 2a
stosowany byt w kombinacji z 5-fluorouracylem lub oksaliplatyng. W pracy oceniatam
rowniez efekt terapii skojarzonej na wewngtrzkomoérkows produkcje ROS. Zastosowanie
zwigzku 2a i oksaliplatyny powodowato znaczny wzrost poziomu ROS w komorce, co
w konsekwencji moze prowadzi¢ do indukcji wewnetrznej $ciezki apoptozy.

W pracy tej wykazatam, ze a-metyleno-y-laktamy stanowig ciekawg grupe zwigzkow
o szerokim spektrum aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Dodatkowo zwiazki te moga by¢
rozwazane jako czynniki uwrazliwiajagce komorki nowotworowe na dziatanie

chemioterapeutykow.
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e H2. Gach K, Szymanski J, Pomorska D, Dlugosz A, Modranka J, Janecki T, Janecka A.
Combined effects of anti-cancer drugs and new synthetic a-methylene-d-lactones on MCF-7
cells. Tumor Biology, 2015, 36: 5971-5977.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie potencjalnego synergistycznego dziatania
przeciwnowotworowego w komérkach raka piersi MCF-7 nowych syntetycznych a-metyleno-
d-laktonow w polaczeniu ze znanymi chemioterapeutykami. Do badan wybralam dwa
a-metyleno-6-laktony: 1-isopropylo-2-metylo-1,2-dihydrobenzochromen-3-on (DL-3) i jego
analog, 4-isopropylo-7-metoksy-3-metylenochroman-2-on, (DL-5), ktore we wczesniejszych
badaniach prowadzonych w naszym Zespole charakteryzowatly si¢ wysoka aktywnos$cia
przeciwnowotworowa. Zwiagzki te byly silnie cytotoksyczne w stosunku do ro6znych
nowotworowych linii komérkowych. Bardziej szczegélowe badania wykazaly, ze indukowaty
one wewngetrzna Sciezke apoptozy, a takze hamowaly migracje 1 inwazyjno$¢ komorek

nowotworowych raka piersi linit MCF-7 i MDA-MB-231 (21).

(0] () @)
DL-3 DL-5

W pracy tej badalam, czy a-metyleno-o-laktony mogg uwrazliwia¢é komorki
nowotworowe na dzialanie wybranych chemioterapeutykow: 5-fluorouracylu, taksolu
i oksaliplatyny. Stosujac wyznakowane fluorochromami przeciwciata oceniatam, przy uzyciu
cytometrii przeptywowej, wptyw syntetycznych o&-laktonéw oraz ich polgczen z lekami
przeciwnowotworowymi na proliferacje, generowanie uszkodzeh DNA 1 zdolno$ci do
indukcji apoptozy w komorkach MCF-7. Partenolid, naturalny a-metyleno-y-lakton,
uzywatam jako zwigzek referencyjny. Oba syntetyczne analogi, jak 1 partenolid w stgeZeniu
ICso 1 2xICsp hamowaly proliferacje komoérek oraz powodowaly uszkodzenia DNA
I indukowaty apoptozg. Dziatanie DL-3 i DL-5 byto podobne.

Testy skojarzone wykazaty, ze zaden z badanych syntetycznych analogéw nie nasilat
efektow wywotywanych przez taksol. Silny efekt synergistyczny obserwowalam natomiast
w przypadku polaczenia analogu DL-5 z oksaliplantyng oraz S-fluorouracylem. Inkubacja
komorek MCF-7 z DL-5 i 5-fluorouracylem powodowata bardzo silne hamowanie
proliferacji, a takze indukowanie uszkodzeh DNA. W przypadku uszkodzen DNA

obserwowany efekt byl az 8 razy silniejszy niz w przypadku samego 5-fluorouracylu.
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Inhibicja proliferacji komorek, a takze indukcja apoptozy spowodowane przez oksaliplatyng
byly synergistycznie wzmocnione poprzez oba syntetyczne analogi, DL-3 oraz DL-5.

W pracy tej wykazalam, ze stosunkowo tatwe do syntezy o-laktony moga nasila¢
przeciwnowotworowe dzialanic znanych chemioterapeutykow, jak 5-fluorouracyl

I oksaliplantyna.

e H3. Gach K, Gradzka I, Wasyk I, M¢czynska-Wielgosz S, Iwanenko T, Szymanski J,
Koszuk J, Janecki T, Kruszewski M, Janecka A. Anticancer activity and radiosensitization
effect of methyleneisoxazolidin-5-ones in hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Chem Biol
Interact. 2016, 248: 68-73.

Celem tej pracy byta ocena cytotoksycznosci 1 potencjalnego przeciwnowotworowego
dziatania nowych syntetycznych 4-metylenoizoksazolidyn-5-onéw, czyli a-metyleno-y-
laktonéw zawierajgcych dodatkowy atom azotu w pierscieniu, w komdrkach ludzkiego raka
watroby HepG2. BadaliSmy rowniez, czy zwiazki te moga uwrazliwia¢ komorki HepG2 na
dziatanie promieniowania jonizujacego.

Wecezedniejsze  badania  prowadzone przez nasz Zespdl wykazaly, zZe
4-metylenoizoksazolidyn-5-ony charakteryzuja si¢ wysoka cytotoksycznosciag w komorkach
raka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231) i komoérkach biataczkowych (HL-60
i NALM-6) (22,23). Do badan wybralam dwa zwigzki 3-isopropylo-2-metylo-4-

metylenoisoksazolidyn-5-on  (MZ-6) i jego analog 2-metylo-4-metyleno-3-(4-
metylofenylo)isoksazolidyn-5-on (MZ-14). Jako zwigzek referencyjny stosowalismy
partenolid.

MZ-6 MZ-14

W tescie MTT wykonanym na komorkach raka watroby HepG2 zwigzki MZ-6
I MZ-14 okazaty si¢ umiarkowanie cytotoksyczne. Wartosci ICso po 24 godzinach inkubacji
wynosity 60uM i 33uM, odpowiednio dla zwigzku MZ-6 i MZ-14. W dalszych badaniach
wykazalam, Zze oba syntetyczne analogi generowaty ROS, powodowaty zaburzenia potencjatu
mitochondrium oraz indukowaty apoptoze. Zwiazki te w rdézny sposob dziataly na DNA

komorek. Pozwalajacy na analiz¢ poziomu uszkodzen DNA test kometowy wykazal, ze
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zwigzek MZ-14 powodowat silne uszkodzenia DNA juz po 2h inkubacji. Zwigzek MZ-6
W tym tescie byt zupehie nieaktywny nawet w wysokich stezeniach.

Kolejnym etapem pracy byto zbadanie przy uzyciu testu klonogennosci, czy zwiazki
MZ-6 i MZ-14 moga nasila¢ powodowany pod wplywem promieniowania jonizujgcego
spadek przezywalnosci komorek HepG2. Test klonogenno$ci pozwala oceni¢ jaki procent
komorek wystawionych na dziatanie badanych zwigzkéw zachowuje zdolnos¢ do dalszej
proliferacji oraz jest w stanie tworzy¢ kolonie.

Komorki traktowano przez 24 godziny badanymi zwigzkami w wyznaczonych
stezeniach, a nast¢gpnie poddawano je dziataniu promieniowania jonizujacego w réznych
dawkach (1, 2 lub 4Gy). Eksperymenty te wykazaty, ze komorki HepG2 preinkubowane
Z syntetycznymi analogami lub partenolidem byly znacznie bardziej podatne na dziatanie
promieniowania X niz komorki kontrolne. Najsilniejszy efekt synergistyczny obserwowany
byt w przypadku skojarzonego dziatania zwigzku MZ-6 i promieniowania X uzytego w dawce
4Gy. Przezywalno$¢ spadta o ponad 60% w poroéwnaniu z komoérkami, ktore byty tylko
naswietlane.

Promieniowanie rentgenowskie wywoluje w komorkach efekty zarowno bezposrednie
jak 1 posrednie. Efekty bezposrednie zwigzane s3 z indukowanymi promieniowaniem
uszkodzeniami DNA, podczas gdy do skutkow posrednich mozna zaliczy¢ powstawanie
w drodze radiolizy ROS. Uszkodzenia DNA i spowodowany nadmiarem ROS stres
oksydacyjny moga prowadzi¢ do dysfunkcji organelli komoérkowych, co powoduje
kierowanie komorki na drogg apoptozy. Zwiazki, ktére indukuja stres oksydacyjny 1 zaktocaja
wewnatrzkomorkowa rownowage redoks moga obniza¢ prog promieniowania, ktére indukuje
apoptoze.

W pracy tej wykazalismy, ze proste zwiazki zawierajace uktad o-metyleno-y-laktonu,
ktore same charakteryzuja si¢ tylko umiarkowana cytotoksyczno$cia w komoérkach HepG2

moga nasila¢ wrazliwos¢ tych komorek na dziatanie promieniowania jonizujacego.

e HA4. Wyrgbska A*, Pawlowska Z*, Gach K*, Komorowski P, Protas A, Walkowiak B,
Janecka A. Proteomic analysis of proteins engaged in a-methylene-3-lactone cytotoxic effects
in hormone-independent breast cancer MDA-MB-231 cells. Chem Biol Drug Des. 2014, 84:
300-306.

Celem niniejszej pracy byla analiza proteomiczna biatek zaangazowanych w ktywno$¢
cytotoksyczng syntetycznego a-metyleno-é-laktonu (1-isopropylo-2-metylo-1,2-
dihydrobenzochromen-3-onu, DL-3) w komorkach raka piersi MDA-MB-231. Wczes$niejsze
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badania prowadzone przez nasz Zespol wykazaly, ze aktywnos$¢ przeciwnowotworowa DL-3
zwigzana jest z indukcja apoptozy poprzez aktywacj¢ S$ciezki mitochondrialnej oraz
hamowaniem zdolnos$ci do przerzutowania komodrek nowotworowych poprzez zmniejszenie
wydzielania enzymow odpowiedzialnych za degradacje macierzy zewnatrzkomorkowej (21).
Jednak bardziej szczegbtowe mechanizmy i Sciezki, poprzez ktore DL-3 wywiera te efekty sg
nadal stabo poznane.

W tej pracy, przy uzyciu dwuwymiarowej roznicowej elektroforezy zelowej 2D-DIGE
badalismy zmiany w ekspresji bialek, jakie zachodza w komorkach MDA-MB-231
traktowanych zwigzkiem DL-3. WyodrebniliSmy osiem biatek, ktorych ekspresja zmienita si¢
w poréwnaniu z kontrolg. Sze$¢ z nich ulegto nadekspresji, poziom dwdch biatek obnizyt sie.
Biatka te zostaly nastepnie zidentyfikowane za pomocag spektrometrii mas (MALDI-TOF-
TOF/MS). Niektore ze zidentyfikowanych bialek zostaly wczes$niej opisane w komodrkach
nowotworowych i wiadomo, ze zaangazowane sg one w utrzymanie struktury i integralno$ci
komorkowej oraz regulacje podstawowych proceséw zachodzacych w komorkach, takich jak:
cykl komérkowy, cytokineza, modulacja transkrypcji, apoptoza i sygnalizacja komérkowa.
Pozostate sg nadal stabo poznane, a ich funkcja nie jest do konca wyjasniona.

Wedlug naszej najlepszej wiedzy w pracy tej po raz pierwszy przedstawiono analize
proteomiczng zmian zachodzacych w komoérkach raka piersi pod wplywem syntetycznych
d-laktoné6w. Mamy nadzieje, ze rozwijajacy si¢ poziom wiedzy na temat roli opisanych
w pracy biatek pozwoli na lepsze zrozumienie mechanizmoéw dzialania zwigzkow

cytotoksycznych.

e H5. Gach K, Modranka J, Szymanski J, Pomorska D, Krajewska U, Mirowski M, Janecki
T, Janecka A. Anticancer properties of new synthetic hybrid molecules combining
naphtho[2,3-b]furan-4,9-dione or benzo[f]indole-4,9-dione motif with phosphonate subunit.
Eur J Med Chem. 2016, 120: 51-63.

Celem tej pracy byla synteza oraz zbadanie aktywnosci przeciwnowotworowej Serii
podstawionych 3-dietoksyfosforylonafto[2,3-b]furano-4,9-dionéw 13 oraz serii
3-dietoksyfosforylobenzo[f]indolo-4,9-diondw 18, taczacych ugrupowanie 1,4-naftalenodionu
z grupg fosfonianowa.

Zwiazki zawierajace w swej Strukturze naftofurano-4,9-diony i benzoindolo-4,9-diony
wystepuja w naturze i1 maja ciekawe wlasciwosci biologiczne. Przykladem moze by¢

wyizolowana ze Streptomyces albus utamycyna B (24). Syntetyczne analogi utamycyny
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zawierajgce W pozycji 3 ugrupowanie estrowe byly badane na wielu nowotworowych liniach

komorkowych i niektore z nich wykazywaty silne wtasciwosci cytotoksyczne (25) (Rys. 5).

i 0 COOEt
| N | N—oH
N
H N\
OH O o) R
Utamycyna a, R'= cykloheksyl

b, R'= 3,4-dimetylofenyl

Rys. 5. Struktury utamycyny B i jej syntetycznych analogow (a,b), zawierajacych

ugrupowanie estrowe w pozycji 3.

Kontynuujac poszukiwanie nowych zwiazkéw heterocyklicznych o potencjalnych
wlasciwosciach  przeciwnowotworowych wspolpracujagca z nami  grupa chemikow
Politechniki L.odzkiej otrzymata seri¢ fosforylowanych oksa- i aza-heterocykli zawierajacych
grupe fosfonianowa zamiast grupy karboksylowej w pozycji 3. Grupa fosfonianowa moze
nasladowac tetraedryczne zwiazki przejsciowe, ktore tworza si¢ w reakcjach enzymatycznych
zaangazowanych w metabolizm grupy karboksylowej (26-28). Takie rozumowanie
doprowadzito do otrzymania w przesztosci niektérych waznych lekoéw, jak na przyktad kwas
N-fosfonoacetylo-L-asparaginowy  (PALA), ktory  wykazuje duzg  aktywno$¢
przeciwnowotworowa (29).

Nasze nowe zwigzki hybrydowe byly testowane in vitro pod katem ich
cytotoksycznosci na dwdch liniach biataczkowych HL-60 i NALM-6 oraz linii komoérkowej
raka piersi MCF-7. Eksperymenty przesiewowe wykazaly, ze naftofurano-4,9-diony 13a-f
charakteryzowaty si¢ silnig aktywnoscia cytotoksyczna (ICso ponizej 10uM) na wszystkich
trzech badanych liniach komorkowych. Przy czym zwiazki te byty 2-3 razy bardziej aktywne
w stosunku do komdrek raka piersi MCF-7 niz w komorkach biataczkowych. Dalszg
modyfikacja chemiczng byta hydroliza diestru 13 do monoestru 14, ktory okazat si¢ byc
catkowicie pozbawiony aktywnos$ci cytotoksycznej, co wskazuje, ze obie grupy estrowe sa
niezbedne do aktywnosci tych hybrydowych zwiazkoéw. Benzoindolo-4,9-diony 18a-e
charakteryzowaty si¢ stabg cytotoksyczno$cia, z wartosciami ICsg rzedu 20-60M.

Najbardziej  aktywny w  tesScie MTT  zwigzek, 2-(2-chlorofenylo)-3-
dietoksyfosforylonafto[2,3-b]furano-4,9-dion  (13c), wybratam do dalszych, bardziej

szczegbtowych badan.
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W celu okreslenia toksycznosci w stosunku do komorek prawidtowych, zwigzek ten
badatam rowniez na dwoéch liniach nie-nowotworowych: MCF-10A i HUVEC. Jego
toksyczno$¢ w stosunku do komorek biataczkowych i komorek HUVEC byta zblizona, 13c
okazat si¢ jednak 4 razy mniej toksyczny w stosunku do komorek MCF-10A niz do komorek
MCEF-7.

Nasze badania wykazaly, ze analog 13c charakteryzowal si¢ szerokim spektrum
aktywnos$ci przeciwnowotworowej. Zwigzek ten hamowat proliferacj¢ komorek, generowat
uszkodzenia DNA i indukowat apoptoze w komorkach linii HL-60 i MCF-7. W komorkach
traktowanych 13c obserwowalismy ponad 10-krotny wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu
ROS w poréwnaniu z kontrola, co moze wskazywaé, Zze mechanizm cytotoksycznego
dziatania 13c zwigzany jest z indukcjg stresu oksydacyjnego w komorce i zaburzeniem
wewnatrzkomorkowej rownowagi redoks. Nagromadzenie ROS, przekraczajace zdolnosci
detoksykacyjne komorki moze powodowac utlenianie lipidéw 1 biatek komodrkowych,
indukowa¢ uszkodzenia DNA 1 zmiany potencjalu blonowego mitochondrium, co

w konsekwencji prowadzi do $§mierci komorki nowotworowe.

Uzupehieniem tematycznym opisanych przeze mnie badan sg prace przegladowe,
w ktorych omowitam wybrane aspekty dotyczace aktywnos$ci przeciwbialaczkowe;,
mechanizmoéw dzialania zwigzanych ze stresem oksydacyjnym oraz synergistycznych
efektow dziatania w potaczeniu z lekami przeciwnowotworowymi, zwigzkow zawierajacych

W swojej strukturze motyw a,f-nienasyconego wigzania karbonylowego.

e H6. Gach K, Janecka A. a-Methylene-y-lactones as a novel class of anti-leukemic agents.
Anticancer Agents Med Chem. 2014, 14: 688-694.

Celem tej pracy przegladowej byto podsumowanie najnowszej wiedzy na temat
aktywnosci  przeciwnowotworowej naturalnych a-metyleno-y-laktondbw w komdrkach
bialaczkowych. W pracy omowitam gtéwne mechanizmy 1 $ciezki sygnatowe zaangazowane

W przeciwbialaczkowe dziatanie tych zwigzkéw. Dokonatam rowniez przegladu
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najwazniejszych naturalnych laktonow seskwiterpenowych z uwzglednieniem ich dziatania na
biataczkowe linie komorkowe, na ktorych zwigzki te byty badane.

Waznym aspektem pracy bylo przedstawienie najnowszych badan i hipotez
dotyczacych mechanizméw odpowiedzialnych za selektywne dziatanie o-metyleno-y-
laktondw wobec nowotworowych komdrek macierzystych. Skupitam si¢ przede wszystkim na
wybiorczym dziataniu partenolidu i micheliolidu, ktére moga selektywnie eliminowaé
biataczkowe komorki macierzyste bez uszkadzania prawidtowych macierzystych komoérek
hemopoetycznych.

W pracy omoéwilam problemy farmakokinetyczne 1 ograniczenia zwigzane
z mozliwoscig zastosowania dwoch wyzej wymienionych zwigzkow jako potencjalnych
lekéw przeciwnowotworowych. Opisatam réwniez syntetyczne analogi partenolidu
i micheliolidu, ktore charakteryzuja si¢ lepszym profilem farmakokinetycznym, a zwtaszcza
wigkszg biodostepnoscia od zwigzkéw macierzystych 1 s3 dobrymi kandydatami na
terapeutki. Przykladem moze by¢ lepiej rozpuszczalna pochodna partenolidu,
dimetyloaminopartenolid (DMAPT). Zwiazek ten jest obecnie testowany w pierwszej fazie,
prowadzonych w Wielkiej Brytanii, badan klinicznych jako lek przeciwbiataczkowy.

Przypuszcza sig, ze otrzymanie leku zdolnego do zwalczenia biataczkowych komorek

macierzystych i progenitorowych bedzie ogromnym krokiem naprzéd w leczeniu biataczki.

o H7. Gach K, Dhugosz A, Janecka A. The role of oxidative stress in anticancer activity of
sesquiterpene lactones. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 2015, 388: 477-486.

W tej pracy przegladowej skupilam si¢ na omoéwieniu jednego z aspektow
przeciwnowotworowego dziatania laktonow sekswiterpenowych, jakim jest ich zdolnos$¢ do
indukcji stresu oksydacyjnego w komorkach nowotworowych.

W  pracy przedstawitam ogolne mechanizmy odpowiedzialne za utrzymanie
réwnowagi redoks w komorce. Omoéwitam réowniez konsekwencje jej zaburzenia zar6wno
komorkach prawidtowych, jak 1 nowotworowych.

Wiadomo, ze réwnowaga pomiedzy wewnatrzkomorkowa produkcja reaktywnych
form tlenu (ROS), a antyoksydacyjnym systemem ochrony komoérki ma zasadnicze znaczenie
dla jej prawidtowego funkcjonowania i decyduje o jej dalszym losie. Wedlug najnowszych
badan ROS odgrywaja wazng role w regulacji roznych proceséw komorkowych, takich jak

ekspresja gendéw, metabolizm, proliferacja, ro6znicowanie komorek i apoptoza. Zaburzenie
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réwnowagi redoks i nagromadzenie ROS, przekraczajace zdolno$ci detoksykacyjne komorki
moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej i promowac rozwoj raka.

W  komoérkach nowotworowych, ktéore charakteryzuja si¢ zwigkszonym
metabolizmem, czgsto wystepuje wyzszy niz w zdrowych komorkach poziom ROS. Ten
zwigkszony poziom ROS moze nasila¢ podatnos¢ komorek nowotworowych na indukowang
stresem oksydacyjnym apoptoze i moze by¢ wykorzystany w terapii nowotwordow. Zwiazki,
ktore indukujg produkcj¢ ROS lub hamujg ich eliminacj¢ przez system antyutleniaczy
i powodujg ich nadmierne nagromadzenic w komorkach nowotworowych, moga okazaé si¢
skuteczne w zwalczaniu tych komorek.

W  pracy omoéwilam  mechanizm  cytotoksycznego  dziatania  laktonow
seskwiterpenowych, ktory zwigzany jest z generowaniem ROS oraz zmniejszeniem poziomu
komorkowego  zredukowanego  glutationu (GSH), jednego z najwazniejszych
przeciwutleniaczy komoérkowych. Prowadzi to do zaburzenia réwnowagi redoks, indukcji
stresu oksydacyjnego, a w konsekwencji uruchamia proces apoptozy na drodze
mitochondrialnej.

Waznym aspektem pracy jest dyskusja na temat réznic w dziataniu laktonow
seskwiterpenowych w stosunku do komodrek nowotworowych i prawidlowych, ktore

spowodowane sg réznicami w stanie redoks tych komorek.

e HB8. Wyr¢bska A*, Gach K*, Janecka A. Ccombined effect of parthenolide and various
anti-cancer drugs or anti-cancer candidate substances on malignant cells in vitro and in vivo.
Mini Rev Med Chem. 2014, 14: 222-228.

Lekooporno$¢ jest jedna z gltoéwnych przyczyn niepowodzenia w leczeniu chorob
nowotworowych. Stale podejmowane sa proby laczenia znanych chemioterapeutykow
z nowymi zwigzkami W nadziei na jej pokonanie.

Celem tej publikacji bylo podsumowanie najnowszej wiedzy na temat
synergistycznego dziatania partenolidu w potaczeniu ze znanymi chemioterapeutykami
| substancjami o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. W pracy zostaty krotko
opisane mechanizmy dziatania oraz glowne przyczyny rozwoju lekoopornosci na znane
chemioterapeutyki, takie jak: paklitaksel, 5-fluorouracyl, oksaliplatyn i geldanamycyna.

PrzedstawitySmy roéwniez zwiazki, inhibitory cyklooksygenazy - sulindak
i celekoksyb, ktdre nie sg klasycznymi chemioterapeutykami, ale od wielu lat przyciagaja
uwage badaczy w zwigzku z chemoprewencyjnym dzialaniem w stosunku do niektdorych

typow nowotworow.
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Lekooporno$¢ wiaze si¢ w duzej mierze z konstytutywna aktywno$cig czynnika
transkrypcyjnego NF-xB charakterystyczng dla wielu typéw nowotworow, badz jego
aktywacja w wyniku stosowanej terapii. Partenolid, nie tylko hamuje aktywno$¢ czynnika
NF-xB, ale wptywa réwniez na rozne $ciezki sygnalowe w komorce 1 dzigki temu moze
kierowa¢ komoérki nowotworowe na droge apoptozy, badz uwrazliwia¢ je na dziatanie innych
lek6w przeciwnowotworowych.

Niniejsza praca zawiera przeglad najnowszych wynikéw badan, w ktorych wyzej
wymienione chemioterapeutyki stosowane byly w kombinacji z patrenolidem oraz opisuje
mechanizmy 1 $ciezki sygnatlowe zaangazowane w synergistyczne efekty takiej terapii
skojarzonej. W opisanych w pracy badaniach, prowadzonych in vitro na liniach
komorkowych oraz w niektorych przypadkach na modelach zwierz¢cych, partenoild
wykazywal  synergistyczne — dzialanie <z  réznymi  zwigzkami o  dziataniu
przeciwnowotworowym, poprawiajac ich profil terapeutyczny.

Wyniki tych badan wskazuja na potencjalne nowe zastosowanie partenolidu, jako
czynnika uwrazliwiajacego komorki nowotworowe na chemioterapi¢. Powstaje pytanie, czy

jesli proby kliniczne zostang podjete, podobne rezultaty uda si¢ uzyskac¢ u ludzi.

IV. WNIOSKI

Za najwazniejsze osiagni¢cia naukowe w mojej pracy uwazam:

1. Wykazanie, ze syntetyczne zwigzki oparte na budowie substancji wystepujacych
w przyrodzie, zwierajace w swej strukturze motyw wigzania egzo-metylenowego
sprzgzonego z grupa karbonylowg czgsto wykazuja silniejsze dziatanie cytotoksyczne
od zwigzkéw pochodzenia naturalnego.

2. Wykazanie, ze syntetyczne a-metylenolaktony i laktamy uwrazliwiaja komorki raka
piersi MCF-7 na dzialanie chemioterapeutykow, takich jak 5-fluorouracyl
i oksaliplatyna.

3. Wykazanie, ze syntetyczne a-metyleno-y-laktony, ktore same charakteryzuja si¢ tylko
umiarkowang cytotoksycznoscig w komodrkach raka watroby HepG2 moga nasila¢
wrazliwo$¢ tych komorek na dziatanie promieniowania jonizujacego.

4. Okreslenie zmian ekspresji biatek zachodzacych w komorkach raka piersi MDA-MB-
231 pod wptywem syntetycznych a-metyleno-8-laktondw, co moze przyczynié¢ si¢ do

lepszego zrozumienie mechanizméw dziatania zwigzkow cytotoksycznych.
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5. Wykazanie, ze syntetyczne fosforylonaftofurano-4,9-diony, hybrydy taczace
ugrupowanie 1,4-naftalenodionu z grupa fosfonianowsa, charakteryzuja si¢ silng
aktywnos$cig cytotoksyczng w komoérkowych biataczkowych (HL-60, NALM-6) oraz
komorkach raka piersi MCF-7. Obie grupy estrowe sg niezbedne do aktywnosci tych
hybrydowych zwigzkow.

6. Wykazanie, ze fosforylonaftofurano-4,9-diony sa 2-3 razy bardziej aktywne
w stosunku do komorek raka piersi MCF-7 niz w komorkach biataczkowych.
Dodatkowo zwiazki te s3 mniej toksyczne w stosunku do komoérek prawidlowych
MCF-10A niz do komdérek nowotworowych MCF-7.

7. Wykazanie, ze fosforylonaftofurano-4,9-diony wykazuja szerokie spektrum
aktywno$ci przeciwnowotworowej, a mechanizm ich cytotoksycznego dziatania
zwigzany jest wytwarzaniem ROS, indukcja stresu oksydacyjnego w komorce
| zaburzeniami potencjalu  blonowego mitochondrium, co prowadzi do $mierci

komorki nowotworowej.

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych nie zawartych w osiagnieciu
naukowym stanowigcym podstawe habilitacji:

Pracg naukowa rozpoczetam w 2005 roku w Zespole kierowanym przez Panig Prof.

Anne Janecka (Zaktad Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi).

Tematyka mojej dotychczasowej dziatalnosci naukowej obejmuje kilka kierunkow:
e Synteza i badanie wlasciwosci biologicznych nowych analogéw peptydow
opioidowych:

W czasie studiow doktoranckich zajmowatam si¢ projektowaniem, syntezg i badaniem
aktywnosci biologicznej nowych analogéw endomorfin i morficeptyny modyfikowanych
poprzez wstawianie aminokwaséw nienaturalnych oraz/lub cyklizacje liniowych sekwencji.

W ramach tej tematyki nasz Zespot otrzymat kilka analogéw o znacznie lepszych
wlasciwosciach farmakologicznych niz macierzyste peptydy. Zwiazki te charakteryzowaty si¢
wysokim powinowactwem do receptora p-opioidowego, byty odporne na dziatanie enzyméow
proteolitycznych, wykazywatly silne dziatanie przeciwbolowe (P1-P7).

Bralam rowniez udzial w badaniach inhibitorow enzymoOw proteolitycznych, ktére
odpowiedzialne sg za degradacj¢ endomorfin oraz mozliwosci zastosowania tych inhibitoréw

w celu poprawy farmakologicznego profilu dziatania endomorfin (P8-P10).
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W latach 2005-2007 odbylam trzy (jeden miesieczny i dwa dwumiesi¢czne) staze
naukowe na Katolickim Uniwersytecie w Leuven w Belgii (Laboratory for Developmental
Physiology, Genomics and Proteomics), w czasie ktorych uczestniczytam w opracowaniu
testu funkcjonalnego (,,calcium assay”) stuzgcego do badania aktywnos$ci nowych analogow
peptyddw opioidowych (P11, P12), a takze zajmowatam si¢ ustaleniem miejsc wigzacych dla
endomorfin  na receptorze p-opioidowym  przy  zastosowaniu  antysensownych
oligonukleotydow (P13).

Jeden z aspektow moich badan dotyczyt wptywu peptydéw opioidowych na skurcze
migsniowki jelit (P4, P14). Cze$¢ badan z tej tematyki przeprowadzitam w czasie pobytu na
stazach naukowych na Uniwersytecie w Goteborgu w Szwecji (Institute of Clinical Sciences),
ktore odbytam w 2009 i 2010 roku jako uczestnik programu ERASMUS dla pracownikow.

Uczestniczytam rowniez w projekcie, ktorego celem byto badanie powinowactwa do
receptorow opioidowych oraz wlasciwosci biologicznych nowych syntetycznych pochodnych
morfiny i leworfanolu (P15, P16).

Poza badaniami eksperymentalnymi jestem rowniez wspotautorka czterech artykutow

przegladowych dotyczacych tematyki opioidowej (P17-P20).

e Badanie wplywu opioidow na procesy nowotworowe:

Interesujacym faktem dotyczacym peptyddéw opioidowych jest zaobserwowany przez
kilku autoréw ich wptyw na procesy nowotworowe. Obserwacja ta ma istotne znaczenie,
poniewaz chorzy na nowotwory czgsto otrzymuja opioidy (np. morfing) do usmierzenia
silnego bolu. Najnowsze doniesienia na temat roli morfiny w procesach nowotworowych
zebratam w pracy przegladowej (P21).

Wiaczajac si¢ W badania dotyczgce wptywu opioidow na komoérki nowotworowe,
okreslitam poziom ekspresji oraz lokalizacj¢ komorkowa receptorow opioidowych w kilku
ludzkich nowotworowych liniach komorkowych (P22). Badatam réwniez wptyw wybranych
ligandow opioidowych zaréwno agonistycznych, jak i antagonistycznych na poziom ekspresji
genu receptora p-opioidowego w komorkach raka piersi (P23, P24).

Waznym aspektem mojej pracy byly badania wplywu peptydéw opioidowych na
proces apoptozy (P25). Na realizacj¢ tego projektu uzyskatam grant: ,Iuventus Plus”
finansowany przez MNiSW. Zajmowalam si¢ réwniez wplywem opioidow na procesy

migracji i przerzutowania komdérek nowotworowych (P26-P28).
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Z opublikowanych z powyzszej tematyki prac (P1-P28) do rozprawy doktorskiej
wykorzystatam pie¢ prac, w ktérych jestem pierwszym autorem (P4, P23, P24, P26, P27).

W maju 2010 roku obronitam prace doktorska, ktorej celem bylo badanie wiasciwosci
farmakologicznych nowych syntetycznych analogéw morficeptyny oraz ich wplywu na
procesy zachodzace w komorkach nowotworowych. Praca ta zostata wyrdzniona w 2011 roku
Nagroda Prezesa Rady Ministréw za rozprawe doktorska.

Badania rozpoczete podczas pracy doktorskiej kontynuuje obecnie w ramach projektu
pt.: ,,Badanie wlasciwos$ci farmakologicznych analogdw peptyddw opioidowych jako nowych
potencjalnych lekow o dziataniu przeciwbdlowym i przeciwbiegunkowym” (2015-2017),

finansowanego przez Naukowga Fundacj¢ Polpharmy.

e Molekularna charakterystyka receptora dla endozepin:

W latach 2011-2013 odbywatam dwuletni staz podoktorancki w Laboratory of
Neuronal and Neuroendocrine Differentiation and Communication na Uniwersytecie w Rouen
(Francja), ktéry realizowatam w ramach projektu Mobilno$¢ Plus, finansowanego przez
MNiSW. Celem tego projektu byta molekularna charakterystyka receptora metabotropowego,
z ktorym wigza si¢ endozepiny, neuropeptydy odgrywajace wazng role w patogenezie (ale
roOwniez terapii) chordb neurodegeneracyjnych i1 otylosci. Prowadzilam réwniez badania
majace na celu identyfikacje macierzystych form endozepin produkowanych przez komdrki
astrocytow (P29).

e Badanie aktywnosci przeciwnowotworowej syntetycznych zwigzkow
heterocyklicznych:

W 2011 roku po obronie doktoratu, poszukujac nowych kierunkéw dziatalnosci
naukowej zainteresowalam si¢ badaniem aktywnos$ci przeciwnowotworowej nowych
syntetycznych zwigzkéw heterocyklicznych  otrzymywanych w  Instytucie Chemii
Organicznej Politechniki todzkiej. W ramach tej tematyki zajmowalam si¢ oceng
cytotoksycznosci nowych analogéw na liniach komérkowych raka piersi: MCF-7 i MDA-
MB-231 (P30, P31). Badatam takze ich wplyw na proces proliferacji i apoptozy (P30, P31)
oraz przerzutowanie komdérek nowotworowych (P30, P33).

Jestem rowniez wspotautorem pracy przegladowej podsumowujacej najnowsza wiedze
na temat aktywnosci przeciwnowotworowej naturalnych i syntetycznych zwigzkow

zawierajgcych motyw a,B-nienasyconego ugrupowania karbonylowego (P34).
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Prace dotyczace powyzszych tematow (z wylaczeniem prac stanowiacych podstawe

habilitacji):

P1.

P2.

P3.

P4,

P5.

P6.

P7.

P8.

PO.

P10.

P11.

P12.

P13.

Staniszewska R, Fichna J, Gach K, Toth G, Poels J, Vanden Broeck J, Janecka A.
Synthesis and biological activity of endomorphin-2 analogs incorporating piperidine-2-,
3- or 4-carboxylic acids instead of proline in position 2. Chem Biol Drug Des 2008, 72:
91-94. (IF2008=2.375)

Janecka A, Perlikowska R, Gach K, Fichna J, Mazur A, Kruszynski R, Janecki T,
Jankowski S. Structural studies of position 2 modified endomorphin-2 analogs by NMR
spectroscopy and molecular modeling. Polish J. Chem. 2009, 83: 1293-1307. (IF=0.523)
Perlikowska R, Gach K, Fichna J, Toth G, Walkowiak B, do-Rego JC, Janecka A.
Biological activity of endomorphin and [Dmtl]endomorphin analogs with six-membered
proline surrogates in position 2. Bioorg Med Chem. 2009, 17: 3789-3794. (IF2000=2.822)
Gach K, do-Rego JC, Fichna J, Storr M, Debro D, Toto G, Janecka, A. Synthesis and
biological evaluation of novel peripherally active morphiceptin analogs. Peptides 2010,
31:1617-1624. (IF2010=2.654)

Fichna J, Perlikowska R, Wyrgbska A, Gach K, Piekielna J, do-Rego JC, Toth G,
Kluczyk A, Janecki T, Janecka A. Effect of 2',6'-dimethyl-L-tyrosine (Dmt) on
pharmacological activity of cyclic endomorphin-2 and morphiceptin analogs. Bioorg
Med Chem. 2011, 19: 6977-6981. (IF2011 = 2.921)

Borics A, Gach K, Fichna F, Sobolewski D, Toth G, Janecka A. Structural comparison
of endomorphin-2 and its conformationally restricted analog Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2.
Cent. Eur. J. Chem. 2012, 10: 172-179. (IF2012 = 1.167)

Fichna J., Socata K., Nieoczym D., Gach K., Perlikowska R., Janecka A., Wlaz P. The
mu-opioid receptor-selective peptide antagonists, antanal-1 and antanal-2, produce
anticonvulsant effects in mice. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2013, 40:
126-31. (IF2013 = 4.025)

Fichna J, Perlikowska R, Gach K, do-Rego JC, Cravezic A, Janecka A, Storr MA. The
novel endomorphin degradation blockers Tyr-Pro-DCIPhe-Phe-NH (EMDB-1) and Tyr-
Pro-Ala-NH (EMDB-2) prolong endomorphin-2 action in rat ileum in vitro. Chem Biol
Drug Des. 2010, 76: 77-81. (IF2010 = 2.527)

Cravezic A, Fichna J, Gach K, Wyrebska A, Perlikowska R, Costentin J, Bonnet JJ,
Janecka A, do Rego JC. Effect of potent endomorphin degradation blockers on analgesic
and antidepressant-like responses in mice Neuropharmacology 2011, 61: 1229-1238.
(IF2011=4.814)

Perlikowska R, Fichna J, do-Rego JC, Gach K, Janecka A. Kinetic studies of novel
inhibitors of endomorphin degrading enzymem, Med Chem Res 2012, 21 :1445-50.
(IF2012 = 1.612)

Fichna J, Gach K, Piestrzeniewicz M, Burgeon E, Poels J, Broeck JV, Janecka A.
Functional characterization of opioid receptor ligands by aequorin luminescence-based
calcium assay. J Pharmacol Exp Ther 2006, 317:1150-1154. (IF2006 = 3.956)

Fichna J, Piestrzeniewicz M, Gach K, Poels J, Burgeon E, Vanden Broeck J, Janecka A.
[D-1-Nal4]endomorphin-2 is a potent micro-opioid receptor antagonist in the aequorin
luminescence-based calcium assay. Life Sci. 2006, 79: 1094-1099. (IF2q06 = 2.389)
Fichna J, Gach K, Perlikowska R, Poels J, Vanden Broeck J, Szemraj J, Janecka A.
Identification of endomorphin-1 and endomorphin-2 binding sites in human mu-opioid
receptor by antisense oligonucleotide strategy. Chem Biol Drug Des 2008, 72: 507-512.
(1F2008=2.375)
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P15.

P16.

P17.

P18.

P19.

P20.

P21.

P22.

P23.

P24.

P25.

P26.

P27.

P28.

P29.
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Fichna J, Gach K, Perlikowska R, Cravezic A, Bonet JJ, do-Rego JC, Janecka A, Storr
MA. Novel endomorphin analogues with antagonist activity at the mu-opioid receptor in
the gastrointestinal tract. Regul Pept. 2010, 162: 109-114. (IF2010 = 2.473)

Gyulai Z, Udvardy A, Cs Bényei A, Fichna J, Gach K, Storr M, Téth G, Antus S,
Berényi S, Janecka A, Sipos A. Synthesis and opioid activity of novel 6-ketolevorphanol
derivatives. Med Chem. 2013, 9: 1-10. (IF2013 = 1.387)

Czako B, Marton J, Berényi S, Gach K, Fichna J, Storr M, T6th G, Sipos A, Janecka A.
Synthesis and opioid activity of novel 6-substituted-6-demethoxy-ethenomorphinans.
Bioorg Med Chem. 2010, 18: 3535-3542. (IF2010 = 2.978)

Janecka A, Perlikowska R, Gach K, Wyrebska A, Fichna J. Development of opioid
peptide analogs for pain relief. Curr Pharm Des. 2010, 16: 1126-1135. (IF2010 = 4.774)
Janecka A, Staniszewska R, Gach K, Fichna J. Enzymatic degradation of endomorphins.
Peptides. 2008, 29: 2066-2073. (IF2008 = 2.565)

Piekielna J, Perlikowska R, Gach K, Janecka A. Cyclization in opioid peptides. Curr
Drug Targets. 2013, 14: 798-816. (IF2013 = 3.597)

Pomorska DK, Gach K, Janecka A. Immunomodulatory Effects of Endogenous and
Synthetic Peptides Activating Opioid Receptors. Mini Rev Med Chem. 2014, 14: 1148-
1155. (IF2014 = 2.903)

Gach K, Wyrebska A, Fichna J, Janecka A. The role of morphine in regulation of cancer
cell growth, Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol 2011, 384: 221-230. (IF2011=2.647)
Gach K, Szemraj J, Stasikowska-Kanicka O, Danilewicz M, Janecka A. Opioid-receptor
gene expression and localization in cancer cells. Cent. Eur. J. Biol. 2011, 6: 10-15.
(IF2011 = 1.000)

Gach K, Piestrzeniewicz M, Fichna J, Stefanska B, Szemraj J, Janecka A. Opioid-
induced regulation of micro-opioid receptor gene expression in the MCF-7 breast cancer
cell line. Biochem Cell Biol 2008, 86: 217-226. (IF2008 = 2.473)

Gach K, Piestrzeniewicz M, Fichna J, Szemraj J, Janecka A. Opioid antagonist-induced
regulation of the p-opioid receptor expression in MCF-7 breast cancer cell line. Endocr
Regul. 2009, 43: 23-28.

Gach K, Wyrebska A, Szemraj J, Janecka A. Opioid-regulated pro- and anti-apoptotic
gene expression in cancer cells. Cent. Eur. J. Biol. 2012, 7: 411-418. (1F201.=0.818)
Gach K, Szemraj J, Fichna J, Piestrzeniewicz M, Debro D, Janecka A. The influence of
opioids on urokinase plasminogen activator on protein and mMRNA level in MCF-7 breast
cancer cell line. Chem Biol Drug Des. 2009, 74: 390-396. (IF2009=2.473)

Gach K, Szemraj J, Wyrgbska A, Janecka, A. The influence of opioids on matrix
metalloproteinase-2 and -9 secretion and mRNA levels in MCF-7 breast cancer cell line.
Mol Biol Rep. 2011, 38: 1231-6. (IF2011=2.929)

Gach K, Wyrebska A, Szemraj J, Janecka A. The influence of opioid peptides on matrix
metalloproteinase-9 and urokinase plasminogen activator expression in three cancer cell
lines. Mol Biol (Mosk). 2012, 46: 894-899. (IF2012 = 0.637)

Gach K, Belkacemi O, Lefranc B, Perlikowski P, Masson J, Walet-Balieu ML, Do-Rego
JC, Galas L, Schapman D, Lamtahri R, Tonon MC, Vaudry D, Chuquet J, Leprince J.
Detection, characterization and biological activities of [bisphospho-thr3,9]JODN, an
endogenous molecular form of ODN released by astrocytes. Neuroscience. 2015, 290:
472-484. (IF2015 = 3.231)

Wyrgbska A, Gach K, Lewandowska U, Szewczyk K, Hrabec E, Modranka J,
Jakubowski R, Janecki T, Szymanski J, Janecka A. Anticancer Activity of New
Synthetic a-Methylene-5-Lactones on Two Breast Cancer Cell Lines. Basic Clin
Pharmacol Toxicol. 2013, 113: 391-400. (IF213 = 2.294)
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P31. Modranka J, Jakubowski R, Rozalski M, Krajewska U, Janecka A, Gach K, Pomorska
D, Janecki T. Design, synthesis and cytotoxic evaluation of 4-methylidenepyrazolidin-3-
ones. Eur J Med Chem. 2015, 14; 92C: 565-574. (IF2015 = 3.902)

P32. Wyrebska A, Szymanski J, Gach K, Piekielna J, Koszuk J, Janecki T, Janecka A.
Apoptosis-mediated cytotoxic effects of parthenolide and the new synthetic analog MZ-
6 on two breast cancer cell lines. Mol Biol Rep. 2013, 40: 1655-1663. (IF2013 = 1.958)

P33. Wyrgbska A, Gach K, Szemraj J, Szewczyk K, Hrabec E, Koszuk J, Janecki T, Janecka
A. Comparison of anti-invasive activity of parthenolide and 3-isopropyl-2-methyl-4-
methyleneisoxazolidin-5-one (MZ-6)-a new compound with a-methylene-y-lactone
motif--on two breast cancer cell lines. Chem Biol Drug Des. 2012, 79: 112-120. (IF2012 =
2.469)

P34. Janecka A, Wyrebska A, Gach K, Fichna J, Janecki T. Natural and synthetic o-
methylenelactones and a-methylenelactams with anticancer potential. Drug Discov
Today. 2012, 17: 561-572. (IF2012= 6.551)

6. Dzialalno$¢ dydaktyczna:

Zajgcia ze studentami prowadze od 2006 roku, kiedy zostalam przyjeta na Stacjonarne
Studium Doktoranckie. Od 13 listopada 2008 roku, od momentu zatrudnienia w Zaktadzie
Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, pracuj¢ jako nauczyciel
akademicki (najpierw jako asystent, a od 1 sierpnia 2010 roku jako adiunkt). Moja dziatalnos¢
dydaktyczna obejmuje prowadzenie zaje¢ z chemii i biochemii dla studentow kilku

wydziatow i kierunkow studiow.

Prowadzone zaje¢cia:

2006-2010:

o Chemia ogo6lna - dla studentéw I roku Stomatologii Wydziatu Lekarsko-Dentystycznego:
seminaria i ¢wiczenia laboratoryjne

o Chemia organiczna z elementami biochemii statycznej — dla studentéw | roku
Biotechnologii Wydziatu Nauk Biomedycznych i Ksztatlcenia Podyplomowego: seminaria
i ¢wiczenia laboratoryjne

o Chemia ogédlna — dla studentéw Ratownictwa Medycznego Wydzialu Nauk o Zdrowiu:

¢wiczenia laboratoryjne

2011:

e Chemia ogolna - dla studentow I roku Stomatologii Wydzialu Lekarsko-Dentystycznego:
seminaria i ¢wiczenia laboratoryjne

« Biochemia - dla studentow II roku Medycyny Wydziatu Lekarskiego: seminaria i ¢wiczenia

laboratoryjne
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Od pazdziernika 2011 roku do wrze$nia 2013 roku przebywatam na stazu podoktoranckim,

w zasie ktorego nie prowadzitam zaj¢¢ ze studentami.

2013-nadal:

o Chemia organiczna z elementami biochemii statycznej — dla studentow | roku
Biotechnologii Wydziatlu Nauk Biomedycznych i Ksztalcenia Podyplomowego: seminaria
I ¢wiczenia laboratoryjne

e Biochemia - dla studentow II roku Stomatologii Wydzialu Lekarsko-Dentystycznego:

seminaria i ¢wiczenia laboratoryjne, wybrane wyktady

Zajecia w jezyku angielskim:

o Wprowadzenie do chemii medycznej — dla studentow | roku kierunku 6-letniego
Lekarskiego Oddziatu Studiow w Jezyku Angielskim: seminaria i ¢wiczenia laboratoryjne

e Przetomowe odkrycia w historii rozwoju lekow (Fakultet) - dla studentdw 11 roku kierunku
6-letniego Lekarskiego Oddziatu Studiow w Jezyku Angielskim: seminaria i ¢wiczenia

laboratoryjne

W latach 2014-2016 bytam koordynatorem systemu Uczelnia.XP (UXP) w Zaktadzie Chemii

Biomolekularnej.

7. Podsumowanie dorobku naukowego:

Moj dorobek naukowy obejmuje 43 publikacje petnotekstowe, w tym 34 prace oryginale i 9

artykutow pogladowych. W 18 z tych 43 publikacji jestem pierwszym autorem.

- Sumaryczny Impact Factor: 111.887, w tym jako pierwszy autor 41.343.

- Tlo$¢ cytowan wg IST Web of Science Core Collection (bez autocytowan): 401 (353),
indeks Hirscha: 13.

- Tlo$¢ cytowan wg Scopus: 450, indeks Hirscha: 14.
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