STRESZCZENIE

Nowotwory zlosliwe stanowig powazny problem zdrowotny, spoteczny i ekonomiczny
w Polsce i na $wiecie. W ciggu ostatnich trzydziestu lat odnotowano w Polsce ponad
dwukrotny wzrost zachorowalnoéci na nowotwory ztosliwe. Jednym 2z najczgscie]
wystepujacych u osob dorostych nowotworéw hematologicznych jest ostra bialaczka
szpikowa. Ostra biataczka szpikowa charakteryzuje si¢ nickontrolowang proliferacja
i brakiem roznicowania niedojrzatych hematopoetycznych komorek macierzystych i komoérek
progenitorowych. Prowadzi to do akumulacji w organizmie niedojrzalych i uposledzonych
czynno$ciowo komorek biataczkowych. Naciekanie szpiku przez komorki nowotworowe
prowadzi do zaburzenia hematopoezy, czego konseckwencjg jest niedokrwistosc,
maloptytkowo$¢ i neutropenia. Najpowazniejszym problemem jest leczenie nawrotowych
oraz pierwotnie opornych ostrych bialaczek szpikowych. Pomimo ciaglych prob poprawy
skutecznosci terapii ostrej bialaczki szpikowej. efektywnos¢ leczenia pozostaje na niemal
niezmienionym poziomie od dziesigcioleci. Terapia o najwyzszej skutecznosci jest
intensywna chemioterapia i przeszczep komorek krwiotworczych, jednak przeprowadzenie
takiego leczenia mozliwe jest u ograniczonej liczby pacjentow. Wysoka fenotypowa
i genotypowa heterogennos$¢ ostrej bialaczki szpikowej sprawiaja, ze konieczne jest
opracowanie spersonalizowanego podejécia do terapii, opartego na okreslaniu indywidualnej
wrazliwosci komorek biataczkowych na chemioterapeutyki.

Celem  niniejszej  rozprawy jest opracowanie metod  diagnostycznych
i wspomagajgcych terapie chemoopornej ostrej bialaczki szpikowej. W rozprawie
przedstawiono interdyscyplinarne badania z zakresu inzynierii biomedycznej, wykorzystujgce
najnowsze pomiarowe techniki optyczne. Autorska metoda diagnostyki chemoopornych
klonow ostrej bialaczki szpikowej oparta jest na badaniu  zmian wlasciwoscl
biomechanicznych komorek pod wplywem dzialania cytostatykow oraz  lekow
epigenetycznych. Przeprowadzono badania zmian wlasciwosci biomechanicznych komorek
bialaczkowych, otrzymanych ze szpiku kostnego pacjentow z ostrg bialaczkg szpikowa,
poddanych dzialaniu inhibitoréw topoizomerazy Il (epirubicyny i daunorubicyny) za pomocg
holograficznej pesety optycznej. Wyniki eksperymentéw skorelowano z jadrowa lokalizacja
lekow, ktora okreslano za pomocg fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. Stwierdzono,
ze zmiany wiasciwosci biomechanicznych komorek bialaczkowych na skutek dzialania leku
wystepuja jedynie wowczas, gdy substancja cytotoksyczna akumulowala si¢ w obrgbie jadra
komorkowego. Nie obserwowano zmian sztywnosci komorek nowotworowych, kiedy lek
lokalizowal sie w cytoplazmie. Wywnioskowano, ze zmiany wlasciwosci biomechanicznych
komérek nowotworowych po inkubacji w obecnodci substancji cytotoksycznej swiadczg
o wrazliwosci komorek na cytostatyk. Jednoczesnie stwierdzono, ze jadrowa lokalizacja
lekdw $wiadczy¢ moze o wrazliwosci komorek na chemioterapeutyki. Klinika Hematologii,
Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
we Wroclawiu dostarczala wyniki badan cytogenetycznych i molekularnych pacjentow z ostrg
biataczka szpikowa. Skorelowano wyniki badan genetycznych i immunofenotypowych
pacjentow z ostra bialaczka szpikowa z wynikami pomiarow sztywnosci komorek
bialaczkowych oraz z jadrowa lokalizacjg inhibitorow topoizomerazy 11 w komorkach.
Stwierdzono, ze obecno$¢ mutacji genetycznych (FLT3-ITD, NPMI1) lub antygenow



powierzchniowych (CD33, CD34, CD123), stanowigcych niekorzystny czynnik rokowniczy,
powoduje, ze inhibitory topoizomerazy Il nie lokalizujg si¢ w obrebie jadra komorkowego,
a takze nie obserwuje si¢ zmian sztywnosci komorek na skutek inkubacji z tymi zwigzkami.
Zbadano rowniez wplyw daunorubicyny na sztywno$¢ jader komorkowych. Daunorubicyna
jest antybiotykiem antracyklinowym stosowanym w kazdym schemacie leczenia pacjentow
z ostrg biataczka szpikowa. W wyniku eksperymentow stwierdzono, ze wraz ze wzrostem
stezenia leku sztywnos¢ jader komorkowych zwigksza sie nawet 10-krotnie. Wzrost
sztywnosci jader komorkowych obserwowano rowniez na skutek dziatania niskich stgzen
inhibitorow metylacji DNA — azacytydyny i decytabiny. Inhibitory metylacji DNA wywoluja
aktywacj¢ genow supresorowych i regulujgcych cykl komorkowy. Azacytydyna 1 decytabina
stosowane w malych dawkach wplywaja na metylacj¢ kwasoéw nukleinowych poprzez
hamowanie metylotransferazy DNA.

Opracowano autorskg metode okreslania  wewnatrzkomorkowej  lokalizacji
daunorubicyny za pomocg cytometrii przeplywowej. Stwierdzono, ze za pomocg cytometrii
przeplywowej mozliwe jest badanie obecnosci daunorubicyny w komorkach, stosujac ponad
100 razy mniejsze stezenie leku niz za pomocg mikroskopii konfokalnej. Dodatkowo
opracowano technike badania uwalniania daunorubicyny z komorek biataczkowych
za pomocg cytometrii przeplywowej. Opracowana metoda umozliwia monitorowanie zmian
ilosci leku w komdrkach. Za pomocg tej metody wykazano aktywne usuwanie leku
z komorek. Daunorubicyna nie dyfunduje biernie przez blong komorkowg na zewnatrz
komérki, a usuwanie leku z komérek badanych linii komorkowych jest procesem aktywnym.

Zaproponowana metoda terapii chemoopornej ostrej bialaczki szpikowej oparta jest
na uwrazliwianiu komorek chemoopornych z wykorzystaniem inhibitoréw metylacji DNA.
Zaobserwowano, ze decytabina przywraca wrazliwos¢ chemoopornych komorek ostrej
bialaczki szpikowej na cyklofosfamid. ktory stosowany jest w chemioterapii pacjentéw
zakwalifikowanych do przeszczepu. Ponadto, stwierdzono, ze decytabina wplywa
na morfologie komorek, ilos¢ 1 dlugosé wypustek komorkowych oraz zmniejsza potencjal
proliferacyjny klonow bialaczkowych w dzialaniu dlugoterminowym powyzej 7 dni.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentow potwierdzajg mozliwos¢ zastosowania
szybkiego 1 skutecznego testu wykrywajacego komorki chemooporne w  oparciu
o wlasciwosci  biomechaniczne komodrek oraz wewnatrzkomorkowsg lokalizacje lekow
z wykorzystaniem oprzyrzadowania dostgpnego w szpitalu. Uwrazliwienie chemoopornych
komoérek bialaczkowych na cytostatyki pozwoliloby na zwigkszenie mozliwosci
terapeutycznych pacjentdw z ostrg bialaczka szpikowg oraz ograniczenie efektow
niepozadanych zwiazanych z chemioterapig.
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