STRESZCZENIE

Choroby nowotworowe sg powaznym problemem wspotczesnej medycyny klinicznej i
farmakologii. Ostre bialaczki szpikowe nalezg do nowotworéw zlosliwych o gwattownym
przebiegu, ktére bez podjecia leczenia moga spowodowac $mier¢ nawet w ciggu kilku
tygodni. Sposob terapii zalezy od rodzaju biataczki oraz od wieku chorego i schorzen
towarzyszacych. Pomimo znacznego post¢pu w chemioterapii nowotwordw, wcigz wystepuja
duze trudnosci z leczeniem ostrych biataczek, szczegodlnie u pacjentéw po 65 roku zycia,
ktorzy stanowig znaczng cze$¢ chorych. Stosowanie lekdéw cytostatycznych jest czesto
ograniczone ze wzgledu na ich toksyczne dzialanie na zdrowe komorki organizmu i liczne
dziatania niepozadane, niejednokrotnie bedace zagrozeniem dla Zzycia pacjenta. Jednym z
takich skutkéw ubocznych jest neutropenia, ktora moze przyczynia¢ si¢ do groznych infekcji
bakteryjnych. W celu zapobiegania tego typu powiklaniom stosuje si¢ antybiotyki
przeciwbakteryjne. Nalezy jednak wzig¢ pod uwage, ze réwniez one moga wywolywac
dzialania niepozadane, tym samym pogarszajac stan pacjenta. Mechanizmy oddziatywania
wielu grup lekéw na poszczeg6lne struktury i procesy komorkowe sg bardzo ztozone i wciaz
nie w pelni poznane. Obecnie prowadzone sg intensywne badania majgce na celu poznanie
owych oddziatywan, zmniejszenie toksycznosci cytostatykow i polepszenia ich wlasciwosci
terapeutycznych.

Celem niniejszej pracy jest charakterystyka in vitro zmian wilasciwosci biomechanicznych
komorek ostrej biataczki szpikowej oraz nanostrukturalnych i mechanicznych nici DNA pod
wpltywem oddziatywania antybiotykow przeciwnowotworowych i przeciwbakteryjnych.
Jednym z glownych celow oddzialywania lekéw cytostatycznych jest DNA komorki
nowotworowej, ktore w wyniku nabytych mutacji rdzni si¢ istotnie od prawidtowego genomu.
Istnieje zatem potrzeba okres§lenia wptywu cytostatykéw zaréwno na kwasy nukleinowe, jak i
cate komorki. Jako leki przeciwnowotworowe zostaty wybrane antybiotyki antracyklinowe —
doksorubicyna, daunorubicyna i epirubicyna. Z kolei, antybiotyki przeciwbakteryjne
stanowity  aminoglikozydy (kanamycyna, neomycyna, tobramycyna). Obiektami
oddziatywania dla badanych lekow byly zakupione fragmenty DNA, a takze mieloidalne
komorki blastyczne wyizolowane ze szpikow kostnych pobranych od pacjentéw Kliniki
Hematologii, Chorob Krwi i Transplantologii Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu
chorych na ostra biataczka szpikowa. Dodatkowo zbadano przenikanie antracyklin do
erytrocytow 1 ich wplyw na wlasciwosci mechaniczne krwinek czerwonych jako
przedstawicieli komoérek bezjadrzastych.

Charakterystyka zmian strukturalnych zostata wykonana za pomoca technik nanoskopowych,
takich jak mikroskopia sit atomowych (AFM) i transmisyjna mikroskopia elektronowa
(TEM). Dodatkowo, wykonano symulacj¢ dynamiki molekularnej oddziatywania czasteczek
lekéw z DNA. Badania wtasciwosci biomechanicznych kwasu nukleinowego oraz komorek
blastycznych zostaly przeprowadzone za pomoca nowoczesnej techniki pesety optyczne;.
Zostaly wykonane réwniez badania lokalizacji wewnatrzkomorkowej cytostatykéw za
pomoca mikroskopii konfokalne;j.

W wyniku przeprowadzonych badan zaobserwowano istotne zmiany strukturalne DNA
indukowane oddziatywaniem antybiotykow antracyklinowych. Leki te poprzez interkalacje
spowodowaty wydluzenie nici kwasu nukleinowego i zmniejszenie jej wysokos$ci. Zmiany te
byty zalezne od zawarto$ci par zasad guaninowych i cytozynowych (GC) i st¢zenia leku.
Rezultaty symulacji dynamiki molekularnej wykazaty rowniez sktonno$¢ antracyklin do
wydtuzania nici DNA. Ponadto, antracykliny spowodowaly zmniejszenie sztywnosci helisy
DNA.

W przypadku aminoglikozydéw wykazano istotne roznice pomi¢dzy mechanizmem dziatania
na DNA antybiotykoéw nalezacych do I generacji, takich jak kanamycyna i neomycyna a
przedstawicielem 1l generacji — tobramycyna. Ostatni lek spowodowat uporzadkowana



kondensacj¢ nici DNA do réznych form strukturalnych — szczeg6lnie paleczek, toroidow i
sfer. Symulacja dynamiki molekularnej interakcji tobramycyny z DNA sugeruje, ze
obserwowany efekt kondensacji jest wynikiem oddziatywania tobramycyny poprzez obydwa
rowki podwojnej helisy w taki sposob, ze dochodzi do jej zginania. Z kolei, kanamycyna i
neomycyna spowodowaty bezposrednie uszkodzenia DNA, takie jak peknigcia nici kwasu
nukleinowego.

Zaobserwowano rowniez zmiany wlasciwosci mechanicznych komorek blastycznych po
oddziatywaniu antracyklin. W poczatkowej fazie oddziatywania lekéw sztywno$¢ komorek z
reguly malata, podczas gdy po diluzszej inkubacji z lekami wzrastata. Badania za
posrednictwem mikroskopu konfokalnego umozliwity oceng przenikania lekéw do komorek
oraz ich wewngtrzng lokalizacj¢. Zaobserwowano zalezno$¢ pomigdzy obecnoscig pewnych
markerow immunofenotypowych, wiazacych si¢ z bardziej agresywnym przebiegiem
choroby, a stabsza lub brakiem internalizacji leku do jadra komorkowego, co jest
charakterystyczng cecha komoérek opornych na dany cytostatyk. Antracykliny przenikaty
réwniez do erytrocytoéw pobranych z krwi pacjentdow z AML oraz zmniejszaty ich sztywnos¢.
Wyniki badan moga w istotny sposoéb wplynaé na zrozumienie zmian fizjologicznych i
genetycznych komorki bedacych skutkiem chemioterapii oraz umozliwi¢ poszukiwanie
nowych strategii leczenia chorob nowotworowych, a przede wszystkim pomoc w ustaleniu
precyzyjnej, indywidualnej dawki leku dla pacjenta oraz zapobiegaé¢ skutkom ubocznym
poprzez minimalizacje dawki przy zachowaniu skutecznosci leczenia.



