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1. Wykaz uzytych skrotow

ARE (ang. anti-oxidant response elements) — regiony odpowiedzi przeciwoksydacyjnej

BCL ( ang. baicalein) — baicaleina

BL (ang. basal-like) — podtyp podstawny

ClI (ang. combination index) — indeks kombinacji

CSCs (ang. cancer stem cells) — komoérki macierzyste nowotworowe

CUR (ang. curcumin) — kurkumina

DLS (ang. dynamic light scattering) — dynamiczne rozpraszanie $wiatta

DMPC (ang. dimyristoylphosphatidylcholine) — dimirystoilofosfatydylocholina

DOX (ang. doxorubicin) — doksorubicyna

DRI (ang. dose reduction index) — indeks redukcji dawki

EMT (ang. epithelial-mesenchymal transition) — transformacja nabtonkowo-mezenchymalna
EPR (ang. enhanced permeability and retention) — mechanizm zwigkszonej przepuszczalnosci
i retencji

ER (ang. estrogen receptor) — receptor estrogenowy

Fa (ang. fraction affected) — frakcja poddana oddziatywaniu

FDA (ang. Food and Drug Administration) — Agencja Zywnosci i Lekow

HA (ang. hyaluronic acid) — kwas hialuronowy

HDAC (ang. histone deacetylases) — Deacetylazy histonowe

HER2 (ang. human epidermal growth factor receptor 2) — receptor 2 ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu

ICI (ang. immune cell infiltration) — infiltracja komorek uktadu odpornosciowego

IM (ang. immunomodulatory) — podtyp immunomodulacyjny

ITC (ang. isothiocyanate) — izotiocyjaniany

LAR (ang. luminal androgen receptor) — podtyp luminalny z ekspresja receptora androgenowego
M (ang. mesenchymal) — podtyp mezenchymalny

MSL (ang. mesenchymal stem-like) — podtyp mezenchymalny macierzysty

MTX (ang. methotrexate) — metotreksat

NPs (ang. nanoparticles) — nanoczastki

Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) — jadrowy czynnik transkrypcyjny
pochodzenia erytroidalnego typu 2

PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase) — polimeraza poli (ADP-rybozy)

PR (ang. progesterone receptor) — receptor progesteronowy

ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu



SAA (ang. salvianolic acid A) — kwas salwianolowy A

SFN (ang. sulforaphane) — sulforafan

TEM (ang. transmission electron microscopy) — transmisyjna mikroskopia elektronowa
TGI (ang. tumor growth inhibition) — zahamowanie wzrostu guza

TME (ang. tumor microenvironment) — mikrosrodowisko guza

TNBC (ang. triple-negative breast cancer) — trojnegatywny rak piersi

UNS (ang. unstable) — podtyp zmienny



2. Streszczenie

Rak piersi to najczesciej diagnozowana choroba onkologiczna na $wiecie i jedna z glownych
przyczyn $miertelno$ci zwigzanej z rakiem u kobiet. Odpowiada za okoto 12,5% nowych diagnoz
raka, z ponad 2,3 miliona przypadkow wykrywanych kazdego roku. Pomimo poprawy metod
diagnostycznych i strategii leczenia, rak piersi jest nadal odpowiedzialny za ponad po6t miliona
zgondw. Sposrod wielu jego podtypow, potrdjnie ujemny rak piersi (TNBC) jest jednym z bardziej
agresywnych podtypoéw, stanowigcym 15-20% wszystkich diagnoz raka piersi. TNBC jest
definiowany przez niedobodr receptorow estrogenowych, progesteronowych i receptora 2 ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu, co czyni go opornym na leczenie hormonalne lub leki
ukierunkowane na dany receptor. W zwigzku z tym w leczeniu TNBC stosuje si¢ gltownie
chemioterapi¢; chociaz poczatkowo leczenie jest skuteczne, czesto komorki nowotworowe nabywaja
opornos$¢, co powoduje nawrdt guza i cigzkie toksyczno$ci ogdlnoustrojowe. Pigcioletni wskaznik
przezycia u pacjentek z TNBC z przerzutami jest szokujaco niski i wynosi okoto 12%, co wskazuje na
potrzebe lepszych metod leczenia.

Sulforafan (SFN), naturalny izotiocyjanian wystgpujacy w warzywach Kkapustnych, jest
intensywnie badany pod katem jego dzialania chemoprewencyjnego i przeciwnowotworowego.
Wykazano iz dziatanie SFN moze opiera¢ si¢ na drodze indukcji apoptozy, hamowania progresji cyklu
komoérkowego, modulowania stresu oksydacyjnego czy tlumienia komorek macierzystych raka.
Pomimo tego, ze wysokie dawki SFN maja wiele efektow przeciwnowotworowych, skutecznos¢
niskich dawek, w szczegolnosci w leczeniu TNBC, nie zostata jeszcze w pelni wyjasniona. Ponadto,
potencjat SFN do zwigkszania skuteczno$ci chemioterapii i tagodzenia skutkéw ubocznych
W potaczeniu z konwencjonalnymi lekami cytotoksycznymi nie zostatl jeszcze szczegdtowo zbadany.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena roli niskich dawek SFN w chemoprewencji
i terapii TNBC. Badania przeprowadzono w trzech etapach. W pierwszym etapie przeprowadzono
kompleksowy przeglad literatury w celu oceny potencjalu profilaktycznego SFN i jego analogow
w raku piersi. W kolejnym etapie, opracowano i scharakteryzowano innowacyjny liposomalny system
dostarczania lekow zawierajacy SFN i doksorubicyn¢ (DOX). Dziatanie tego preparatu testowano
w modelach TNBC, koncentrujac si¢ na skutecznos$ci leczenia, hamowaniu wzrostu guza i redukcji
toksycznosci ogolnoustrojowej. W trzeciej fazie pracy zbadano wplyw niskich dawek SFN na
progresjc TNBC i przerzuty przy uzyciu modeli TNBC. Badania przeprowadzono na modelach
zar6wno in vitro, jak i in vivo.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano potencjat SFN jako nowego adjuwantu w terapii
TNBC. Wyniki wykazaty, ze SFN, podawany razem z DOX w postaci liposomalnej, wzmocnit
dziatanie cytotoksyczne leku na komorki TNBC, jednoczesnie zmniejszajac toksycznos¢ wobec
prawidlowych komorek nabtonka piersi. Badania in vivo potwierdzily, ze liposomalny preparat
skutecznie docierat do tkankek nowotworowych, prowadzac do znacznego zahamowania wzrostu
guza. Analiza dziatania niskiej dawki SFN na TNBC wykazata skuteczno$¢ SFN w zmniejszeniu
objetosci guza, obnizeniu aktywno$ci mitotycznej komoérek, modulacji komorek uktadu
odporno$ciowego oraz dziatanie antymetastatyczne w modelu in vivo TNBC.

Uzyskane wyniki badan rzucaja nowe $wiatto na mechanizm dzialania SFN, szczeg6lnie jako
potencjalnego adjuwanta w terapii TNBC. Otwiera to mozliwo$ci opracowania nowych strategii
leczenia, zwtaszcza w kontekscie terapii skojarzonych z DOX.



3. Abstract

Breast cancer is the most prevalent malignancy to be identified across the world and is one of the
primary cancer-associated mortality causes in females. It is responsible for around 12.5% of new
cancer diagnoses, with more than 2.3 million cases found each year. In spite of improvements
in detection methods and treatment strategies, breast cancer is still responsible for more than half
a milion deaths every year. Of its many subtypes, triple-negative breast cancer (TNBC) is one of the
more aggressive subtypes, making up between 15-20% of total breast cancer diagnoses. TNBC is
defined by a deficiency in estrogen receptors, progesterone receptors, and human epidermal growth
factor receptor 2, making it resistant to hormone-based treatment or HER2-targeted drugs. As such,
chemotherapy is mainly used to treat TNBC; though initially effective, treatment using this often
results in resistance, tumor reappearance, and heavy systemic toxicities. The five-year survival rate in
metastatic TNBC patients is very low at approximately 12%, indicating a need for better treatment
methods.

Sulforaphane (SFN), a natural isothiocyanate found in cruciferous vegetables, has been studied for its
chemopreventive and anticancer effects. SFN is active in various ways, such as inducing apoptosis,
inhibiting cell cycle progression and modulating oxidative stress. In spite of high doses of SFN having
a great deal of anticancer effects, the efficacy of low doses, in particular in treatment of TNBC, is yet
to be clarified in detail. Also, the potential of SFN to synergize chemotherapy efficacy and mitigate
side effects when used in combination with conventional cytotoxic drugs is yet to be explored.

The aim of this doctoral dissertation was to evaluate the role of low-dose SFN in TNBC
chemoprevention and therapy. The research was conducted in three phases. First, a comprehensive
review of the literature was performed to assess the preventive potential of SFN and its analogs in
breast cancer. Second, an innovative liposomal drug delivery system encapsulating SFN and
doxorubicin (DOX) was developed and characterized. The effects of this formulation were tested
in TNBC models focusing on treatment efficacy, tumor growth inhibition, and toxicity reduction. The
third phase of the study examined the impact of low-dose SFN on TNBC progression and metastasis.
The research was conducted on both in vitro and in vivo models.

This dissertation highlights the potential of SFN as a novel adjuvant in TNBC therapy. The results
demonstrated that SFN, when co-administered with DOX in a liposomal formulation, enhanced the
cytotoxic effects of drug on TNBC cells, while simultaneously reducing toxicity to normal breast
epithelial cells. In vivo studies confirmed that the liposomal formulation effectively targeted tumor
tissues, leading to significant tumor growth inhibition. Analysis of low-dose of SFN effects on TNBC
demonstrated SFN's efficacy in reducing tumor volume, decreasing cell mitotic activity, modulating
immune cells and tumor microenvironment, and antimetastatic effects in an in vivo model of TNBC.

The obtained research results provide new insights into the mechanism of action of SFN, particularly
as a potential adjuvant in TNBC therapy. This opens up opportunities for developing new treatment
strategies, especially in the context of combination therapies with DOX.



4. Wprowadzenie
4.1. Charakterystyka, epidemiologia i etiologia trojnegatywnego raka piersi

Rak piersi stanowi 12,5% wszystkich nowych przypadkéw nowotwordéw na §wiecie, co czyni go
najczgsciej diagnozowana chorobg onkologiczng. Chociaz rak piersi charakteryzuje si¢ stosunkowo
niska $miertelnoscia w porownaniu do jego czgstosci wystepowania, wcigz pozostaje glowna
przyczyna zgondéw sposrod wszystkich nowotwordéw u kobiet [1].

Rak piersi to ztozona choroba, charakteryzujaca si¢ zrdéznicowaniem molekularnym,
patologicznym i epidemiologicznym. Najbardziej wyniszczajaca postacia, cechujaca si¢ wysokim
wskaznikiem zachorowalno$ci i $§miertelnosSci, jest potrdjnie ujemny rak piersi (TNBC, ang. triple
negative breast cancer). U pacjentow z TNBC guzy rozwijajg si¢ szybciej i cechuja si¢ wigksza
agresywnosciag. TNBC definiuje si¢ przez brak ekspresji receptora estrogenowego (ER, ang. estrogen
receptor), receptora progesteronowego (PR, ang. progesterone receptor) oraz brak nadekspresji
receptora 2 ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu (HER2, ang. human epidermal growth factor
receptor 2) [1]. Na podstawie profilowania molekularnego wyrozniono sze$¢ podtypoéw
molekularnych TNBC, w tym podtypy podstawne (BL1 i BL2, ang. basal like), mezenchymalne
(M, ang. mesenchymal), mezenchymalne macierzyste (MSL, ang. mesenchymal stem-like),
immunomodulacyjne (IM, ang. immunomodulatory), luminalne z ekspresja receptora androgenowego
(LAR, ang. luminal androgen receptor) oraz podtyp zmienny (UNS, ang. unstable). Statystyki
pokazuja, ze TNBC stanowi okoto 15-20% wszystkich przypadkéw raka piersi, podczas gdy ponad
70% przypadkow raka piersi jest ER-pozytywnych, a PR-pozytywne stanowig okoto 50%.
W poréwnaniu z nowotworami hormonozaleznymi, TNBC wigze si¢ z gorszym rokowaniem,
wyzszymi wskaznikami nawrotéw 1 wyzsza $miertelnoscig. W przypadku zaawansowanego TNBC
(stadium 4 lub nieoperacyjne stadium 3) $rednie catkowite przezycie wynosi jedynie 12-18 miesigcy.
TNBC czgsciej diagnozuje si¢ u mtodszych pacjentow, a guzy te sg zazwyczaj inwazyjnymi rakami
przewodowymi o wysokim stopniu ztosliwosci [1].

Badania pokazuja, ze kobiety pochodzenia afroamerykanskiego i hiszpanskiego sa szczegélnie
narazone na ryzyko wystapienia TNBC, przy czym prognozy dla kobiet afroamerykanskich sa gorsze
niz dla innych grup etnicznych. W badaniu z 2009 roku przeanalizowano przypadki 187 pacjentek
z TNBC i wykazano, ze kobiety stosujace doustne $rodki antykoncepcyjne przez ponad rok miaty
0 2,5% wyzsze ryzyko zachorowania na TNBC. W grupie kobiet ponizej 40. roku zycia ryzyko to
wzrastato do 4,2% [2].

Badania wskazujg, ze rowniez czynniki dietetyczne i tryb zycia odgrywaja istotng role w etiologii
raka piersi [3]. Do czynnikéw zwiekszajacych ryzyko zachorowania zalicza si¢ przede wszystkim brak
aktywnosci fizycznej, wysoki wskaznik masy ciata, zwlaszcza w okresie pomenopauzalnym, oraz
diete uboga w tluszcze nienasycone, warzywa i owoce. Badania epidemiologiczne, jak réwniez
dodatkowe dowody z badan nad zwigzkami modulujacymi receptory estrogenowe i progesteronowe,
wykazaly, ze dlugo$¢ ekspozycji na hormony endogenne - zwigzana z wczesng menarche lub pozng
menopauzg - stanowi istotny czynnik ryzyka rozwoju raka piersi [3].

4.2. Prewencja i leczenie trojnegatywnego raka piersi
4.2.1.Prewencja trojnegatywnego raka piersi

Obiecujace podejscie do profilaktyki raka koncentruje si¢ na zdrowym stylu zycia, ktory obejmuje
diete bogata w zwiazki o charakterze przeciwzapalnym i redukcje stresu. Badania epidemiologiczne
wykazaty, iz kompleksowa dieta bogata w owoce i warzywa moze zmniejszy¢ ryzyko zachorowania
na raka piersi nawet 0 30% [4, 5]. W zwigzku z tym zwigzki naturalne sg szczegolnie interesujgce
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w zapobieganiu chorobom i ewentualnie wspomaganiu leczenia [6, 7]. Zwiazki te wyrdzniajg sie
podwojnymi wilasciwosciami: dzialajg jako $rodki zapobiegajace rozwojowi raka oraz jako zwiazki
przeciwnowotworowe, ktore mozna stosowa¢ w leczeniu nowotworow ztosliwych. Od 1981 do 2010
roku okoto 50% lekéw przeciwnowotworowych zatwierdzonych przez amerykanska Agencje
Zywnosci i Lekéw (FDA, ang. Food and Drug Administration) stanowily zwigzki pochodzenia
naturalnego, a setki kolejnych sg badane w prébach klinicznych lub wykorzystywane
w zastosowaniach klinicznych [8].

Uwaza sie, ze warzywa z rodziny Brassicaceae sa bogatym zrodlem substancji
chemoprewencyjnych. Obejmuja one 350 gatunkéw rolin, takich jak kapusta, brokuty, kalafior
i brukselka [9]. Wykazano, ze zwiazki fitochemiczne i ich prekursory zawarte w tych warzywach
zmniejszaja ryzyko rozwoju nowotworow, w tym raka piersi [10, 11]. Wiasciwosci
przeciwnowotworowe tych roslin wynikaja z zawartych w nich glukozynolanow, ktore dzigki
aktywnosci enzymu mirozynazy ulegaja enzymatycznej degradacji do izotiocyjanianéw (ITC, ang.
isothiocyanate). Najczesciej badanym ITC jest sulforafan (SFN, ang. sulforaphane) [9].

SFN w niskich stezeniach jest opisywany jako zwigzek wykazujacy zdolnos¢ do chemoprewencji
w raku piersi (0,5-10 uM). Mechanizm dziatania SEN jest wielokierunkowy i obejmuje zwigkszenie
poziomu enzymow detoksykacyjnych, zmniejszenie aktywnosci enzymatycznej cytochromu P450,
zmniejszenie proliferacji komorek nowotworowych poprzez hamowanie cyklu komorkowego,
indukcj¢ apoptozy a takze eliminacj¢ nowotworowych komorek macierzystych [12]. SFN jest rowniez
jednym z najbardziej znanych agonistow szlaku sygnalizacyjnego Nrf2-ARE (ang. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 - anti-oxidant response elements), regulatorem enzymoéw
detoksykacyjnych fazy II i srodkiem przeciwzapalnym [13].

4.2.2.L eczenie trojnegatywnego raka piersi

Istnieje kilka wyzwan zwigzanych z leczeniem TNBC, w tym heterogeniczno$¢ guza,
dziatania niepozadane chemioterapii i mozliwo$¢ przerzutow. TNBC jest niezwykle trudny do
leczenia ze wzglgdu na brak receptorow ER, PR i HER2. Jednak cechy biologiczne i patologiczne
TNBC wskazuja na kilka potencjalnych celow molekularnych dla obecnych i przysztych terapii [14].
Chemioterapia antracyklinami/taksanami jest standardem leczenia w ogolnoustrojowej terapii
neoadjuwantowej i adjuwantowej we wszystkich nowo wykrytych przypadkach. Celem terapii
neoadjuwantowej jest zmniejszenie objetosci guza przed leczeniem gtéwnym, podczas gdy terapia
adjuwantowa jest stosowana po leczeniu gtéwnym. W zaleznosci od rozpoznania i stadium niektore
przypadki kwalifikuja si¢ do usuniecia operacyjnego wraz z kontrola wezidw chlonnych i dalszego
leczenia, aby zapobiec nawrotom.

Chemioterapia jest glowna opcja leczenia systemowego. Powszechnie stosowane leki
chemioterapeutyczne obejmuja antracykliny, taksany, kapecytabing, gemcytabing, eribuling i wiele
innych. Leki chemioterapeutyczne mogg by¢ stosowane samodzielnie lub w potgczeniu z innymi
lekami. Terapia skojarzona obejmuje stosowanie wigcej niz jednego leku o ré6znych mechanizmach
dziatania. Chociaz TNBC poczatkowo dobrze reaguje na chemioterapi¢, ma rowniez tendencje do
nawrotOw czesciej niz inne nowotwory piersi. Dodatkowo radioterapia wykorzystywana jest jako
terapia adjuwantowa. Niemniej jednak, istniejace podejscia terapeutyczne dla TNBC pozostaja
ograniczone. Zatwierdzone terapie celowane dotyczg pacjentdéw o $ciSle okre§lonym profilu
molekularnym i dostgpne sa jedynie dla okoto 35% pacjentow, co jest dalekie od zaspokojenia
zapotrzebowania na leczenie TNBC [14]. W szczeg6lnych przypadkach dla TNBC dostepne sa terapie
celowane. Wykorzystanie inhibitorow PARP (ang. poly (ADP-ribose) polymerase) takich jak
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Olaparyb lub Talazoparyb stosuje¢ si¢ przy obecnosci mutacji BRCA [14, 15]. Obecno$¢ biatka PD-L1
wskazuje na zastosowanie immunoterapii (Pembrolizumab) w potaczeniu z chemioterapig [14, 15].
Dostepne sg rowniez koniugaty przeciwciato-lek Sakituzumab Govitecan lub intensywnie rozwijana
terapia oparta na nanotechnologii [15, 16]. Dlatego zwigkszenie Skutecznosci leczenia pacjentow
z TNBC stanowi pilny problem i ogromne wyzwanie.

4.2.3.Terapia skojarzona a tréjnegatywny rak piersi

W ciaggu ostatnich kilku dekad zaobserwowano wzrost popularnosci terapii skojarzonych
opracowywanych w celu przezwyci¢gzenia wyzwan zwigzanych z podawaniem tradycyjnych
chemioterapeutykow w monoterapii. Terapia skojarzona odnosi si¢ do jednoczesnego podawania
dwoch lub wigcej srodkow cytotoksycznych lub potaczenia chemioterapii, immunoterapii, radioterapii
i hormonoterapii. Podejscie polegajace na jednoczesnym podawaniu dwoch lub wielu $rodkéw
cytotoksycznych jest uwazane za najbardziej powszechng i skuteczng metod¢ leczenia klinicznego
wzgledem raka piersi [17].

Laczenie lekéw przeciwnowotworowych zwigksza skuteczno$¢ w poréwnaniu z monoterapia,
poniewaz celuje w kluczowe szlaki w sposob synergistyczny lub addytywny. Takie podejsScie pozwala
na ograniczenie nabywania opornosci na leki 1 zwigkszenie efektywnos$¢  terapii
przeciwnowotworowych poprzez redukcje wzrostu guza, ograniczenie przerzutéw, zatrzymanie
podziatow komorkowych, zmniejszenie populacji komoérek macierzystych raka oraz indukcje
apoptozy. Wskazniki 5-letniego przezycia dla wigkszo$ci nowotwordéw z przerzutami sa nadal niskie,
a opracowywanie nowych lekow jest kosztowne i czasochtonne. Dlatego poszukuje si¢ nowych
strategii ukierunkowanych na szlaki sygnalizacyjne zwiazane z przezyciem, ktore sa efektywne
i przystgpne cenowo. Jednym z takich podejs¢ jest wykorzystanie lekow pierwotnie stosowanych
w innych chorobach, ktére sa skuteczne w terapii nowotworowej. Gdy jeden z lekéw w terapii
skojarzonej jest juz zatwierdzony przez FDA, koszty badan sg nizsze. Potaczenie takich lekow
z innymi $rodkami terapeutycznymi daje obiecujace wyniki [18]. Chemioterapia skojarzona jest
réwniez uwazana za najbardziej powszechne podej$cie w leczeniu zaawansowanego raka piersi [17].
Na przyklad, lek Myocet® w skojarzeniu z cyklofosfamidem jest wskazany jako terapia pierwszego
rzutu w leczeniu raka sutka w stadium przerzutow. W badaniach klinicznych wykazano, ze
zastosowanie samej liposomalnej doksorubicyny (Myocet®) wigze sie ze zmniejszeniem
kardiotoksycznosci, ale bez réznic pod wzgledem aktywnos$ci terapeutycznej w leczeniu choroby
rozsianej. W niektorych przypadkach klinicznych wykazano celowos¢ i bezpieczenstwo wiaczenia
Myocet® z cyklofosfamidem mimo uprzedniego leczenia antracyklinami i stanowi opcje
terapeutyczng w pierwszym rzucie leczenia przerzutowego raka piersi [19].

4.2.4. Doksorubicyna w leczeniu tréjnegatywnego raka piersi

Doksorubicyna (DOX, ang. doxorubicin) nalezy do lekow przeciwnowotworowych z grupy
antracyklin i jest jednym z najskuteczniejszych $rodkow z tej rodziny. Zostata odkryta w 1969 roku
jako metabolit Streptomyces peucetius. DOX w monoterapii lub w potaczeniu z innymi lekami
przeciwnowotworowymi jest czgsto stosowana w leczeniu réoznych rodzajow raka, w tym piersi, ptuc,
jajnika i pecherza moczowego. Pomimo licznych badan jej doktadny mechanizm dziatania nie zostat
w pelni poznany i podlega nadal analizom. Wiadomo, ze DOX wywiera dziatanie na komorki poprzez
interkalacje do DNA i pdzniejsze hamowanie naprawy DNA za posrednictwem topoizomerazy II.
Co wiecej, dodatkowo generowane uszkodzenia wywolywane przez reaktywne formy tlenu
(ang. ROS, reactive oxygen species) sa kluczowym sktadnikiem aktywnosci przeciwnowotworowej
antracyklin a zarazem glowna przyczyna dziatan niepozadanych limitujacych terapig [20].
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Pomimo swojej skuteczno$ci, stosowanie DOX jest ograniczone ze wzgledu na jej dziatania
niepozadane, takie jak kardiotoksyczno$¢ i mielosupresja. Kardiotoksyczno$¢ jest gtéwnym
dziataniem niepozadanym DOX, ktorego nasilenie zalezy od kumulacji leku. Klinicznie skumulowana
dawka DOX jest ograniczona do 400-450 mg/m? Subkliniczna kardiomiopatia moze jednak wystapi¢
przy nizszych dawkach skumulowanych (= 300 mg/m?) [20]. Ostra kardiotoksyczno$¢ wywotana
DOX wystepuje zwykle 2-3 dni po podaniu DOX u okoto 11% pacjentow [21]. Czgstosc
wystepowania przewleklej kardiotoksycznosci DOX jest znacznie nizsza i szacuje si¢ ja na okoto
1,7% i jest przede wszystkim zwigzana z jej dawka. W zaleznos$ci od niej czgstos¢ wystgpowania
wynosi okoto 4%, gdy dawka DOX wynosi 500-550 mg/m?, 18%, gdy dawka wynosi 551-600 mg/m?
i 36%, gdy dawka przekracza 600 mg/m® Rokowanie u pacjentdw, u ktorych rozwinie sig
niewydolnos$¢ serca, jest niepomyslne (~50% $miertelno$ci w ciggu 1 roku) [22]. Liczne badania
wykazaty, ze do czynnikdow przyczyniajacych si¢ do kardiomiopatii indukowanej przez DOX naleza
poza powstawaniem ROS, apoptoza, zahamowanie ekspresji gendéw specyficznych dla
kardiomiocytow oraz zmienione szlaki sygnalizacyjne [23]. Metodami  zmniejszenia
kardiotoksycznosci indukowanej DOX sa wczesniejsze podanie Deksrazoksanu lub enkapsulacja
DOX w liposomach w postaci leku Doxil®/Caelyx® czy Myocet®, lecz te rozwiazania nie sa wolne od
dodatkowych dziatan niepozadanych [21].

4.2.5.Zastosowanie i perspektywy nosnikéw lekow w terapii trojnegatywnego raka piersi

Rozwd6j nanomedycyny wynika z pilnej potrzeby opracowania skutecznych i niskotoksycznych
metod leczenia nowotworéw. Systemy dostarczania nanolekow nie tylko umozliwiajg efektywna
enkapsulacj¢ i kontrolowane uwalnianie lekow, ale takze poprawiaja skuteczno$¢ ich dostarczania
i dzialania w miejscu wystgpowania nowotworu. Dodatkowo, kontrolowane uwalnianie leku zwigksza
profil bezpieczenstwa terapii oraz pozwala unikna¢ jego dyspersji i nagtego uwolnienia. Co wigcej,
systemy nanodostarczania charakteryzuja si¢ dluzszym okresem poéttrwania w krazeniu oraz
mozliwo$cig modyfikacji powierzchni i ukierunkowania (zarowno aktywnego, jak i pasywnego) [24].
Dodatkowo, ogromne zalety nanoczastek wynikajg nie tylko z mozliwosci ich tworzenia w matych
rozmiarach, ale takze z ich zdolnosci do tworzenia ich z r6znorodnych materiatow, np.: statych
nanoczastek lipidowych i liposoméw z lipidow, nanoczastek polimerowych z polimeréw czy
nanoczastek ztota z materialow nieorganicznych [17]. Wyzej wymienione nanoczasteczki sg szeroko
badane pod katem mozliwo$ci wykorzystania w terapii raka piersi.

Liposomy powstaja w wyniku samoorganizacji fosfolipidow w srodowisku wodnym, w wyniku
czego powstaja zamknigte dwuwarstwowe struktury z wodnym rdzeniem i jedng lub wigcej
dwuwarstwowymi btonami fosfolipidowymi [25]. Liposomy maja wielko$¢ od 20 nm do 2,5 pm.
Rozmiar pegcherzyka i liczba dwuwarstw sg waznymi czynnikami, ktére wpltywaja na skutecznosc
kapsutkowania leku, klirens i okres pottrwania w krazeniu [26]. Ze wzgledu na ich podobienstwo
strukturalne do bton komoérkowych maja wysoki stopien biokompatybilnosci i biodegradowalnosci.
Liposomy zapewniajg szereg korzysci, w tym lepsze wtasciwosci farmakokinetyczne kapsutkowanego
leku, dtuzszy czas krazenia oraz bierne ukierunkowanie i rozmieszczenie w guzach i ogniskach
przerzutowych dzieki mechanizmowi zwigkszonej przepuszczalnosci i retencji (EPR, ang. enhanced
permeability and retention). Mechanizm ten opiera si¢ na tym, ze proces neowaskularyzacji
zachodzacy podczas szybkiego wzrostu guza charakteryzuje si¢ szerokimi fenestracjami
i ograniczonym drenazem limfatycznym, co umozliwia no$nikom przenikanie przez stosunkowo
nieszczelne naczynia krwiono$ne guza i ich kumulacj¢ w miejscu docelowym [26]. Podanie leku
zamknigtego w liposomie moze rowniez zmniejsza¢ toksyczno$¢ ogodlnoustrojowg w porownaniu
z wolnym lekiem. Ponadto liposomy moga poprawia¢ rozpuszczalnos¢ lekow i zapewnia¢ powolne
I dlugotrwate uwalnianie kapsutkowanych lekéw [25, 26].
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Istnieje wiele réznych metod stosowanych do przygotowania liposoméw, w tym nawilZzanie
cienkowarstwowe, odparowywanie w odwroconej fazie, wstrzykiwanie etanolu, sonikacja,
wytlaczanie, homogenizacja wysokoci$nieniowa, zamrazanie-rozmrazanie, z ktorych sonikacja,
wytlaczanie, homogenizacja  wysokoci$nieniowa 1 zamrazanie-rozmrazanie mogg byc¢
wykorzystywane w potaczeniu z innymi metodami [26].

Waznym aspektem jest fizyczna charakterystyka liposoméw i nanoczastek do doktadnego
skorelowania okreslonej wlasciwosci nanoczastki z efektami biologicznymi. Rozmiar czastek (lub
$rednica) i wlasciwosci ich powierzchni sg kluczowymi parametrami do ich charakteryzacji.
Najczgséciej wykorzystywanymi technikami sg transmisyjna mikroskopia elektronowej (TEM, ang.
transmission electron microscopy) oraz pomiar dynamicznego rozpraszania $wiatta (DLS, ang.
dynamic light scattering) wraz z wyznaczeniem potencjatu zeta, czyli potencjatu elektrostatycznego
w podwojnej warstwie elektrycznej otaczajacej nanoczastke w roztworze [27, 28]. Aby wykazywac
skutecznos$¢, liposomy musza by¢ przygotowane w okre§lonym rozmiarze, by umozliwi¢ wchtanianie
z krwioobiegu. Kluczowym parametrem jest tez efektywnos$¢ enkapsulacji leku oceniana przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej lub pomiarow spektrometrycznych oraz fluorescencyjnych
[25].

Bioragc pod uwage zalety liposomow, kilka liposomalnych produktow leczniczych zostato
Z powodzeniem zatwierdzonych i stosowanych w medycynie w ciggu ostatnich dziesiecioleci. Sposrod
preparatéw liposomowych zgtoszonych do FDA 63% zostato opracowanych do leczenia nowotworow
[29]. Wsréd nich Doxil®/Caelyx® byt pierwszym produktem liposomalnym zatwierdzonym przez FDA
w 1995 roku. Doxil, modyfikowana glikolem polietylenowym liposomalna DOX, jest jednym
z wiodacych produktow nanoczgsteczkowych stosowanych w terapii nowotworow [28]. Doxil
wykazuje wyzsza skuteczno$¢ przeciwnowotworowa w wybranych typach nowotworéw, ale nie
TNBC, dzi¢ki unikalnej farmakokinetyce i mechanizmowi EPR, ktore zwickszajg akumulacje leku
w tkankach nowotworowych. Jego liposomalna formulacja znaczaco zmniejsza kardiotoksycznosé
i inne dziatania niepozadane, co poprawia jako$§¢ zycia pacjentbw w porOwnaniu z wolng
doksorubicyng [24, 30]. Jednak pomimo ogolnej przewagi tolerancji Doxilu nad DOX, w przypadku
Doxilu zaobserwowano dwa dziatania niepozadane, ktore nie sa typowe dla standardowego leczenia
DOX. Sa to ztuszczajace zapalenie skory oraz reakcja immunologiczna zwigzana z infuzjg objawiajgca
sie duszno$ciami [30].

Co wigcej, nanoinzynieria umozliwia jednoczesne i1 bezpieczne dostarczanie wielu lekow,
chronigc je przed czynnikami zewnetrznymi. Wspolne dostarczanie lekéw za pomocg nanoczastek
pomaga w realizacji strategii 3R", ktore zostato ujete w jezyku angielskim jako podejscie 3R: the right
place at the right time and with the right dose (wtasciwe miejsce, we wlasciwym czasie, z wlasciwg
dawka), do dostarczania lekow, ktore ktadzie nacisk na dostarczanie lekow we wiasciwym miejscu,
we wlasciwej dawce 1 we wlasciwym czasie, co wynika z efektywnej akumulacji nanoczastek
W komoérkach nowotworowych. To pozwala na optymalne potaczenie lekow i zwigksza ich
skuteczno$¢ terapeutyczng [18, 31].

Przyktadem moze by¢ kwas salwianolowy A (SAA, ang. salvianolic acid A), silny naturalny
przeciwutleniacz pochodzacy z szatwii takowej, ktory przynosi znaczace korzysci w walce z réznymi
uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym, takimi jak kardiotoksycznos¢ indukowana przez
DOX. Li et. al. wykazali, ze zastosowanie biokompatybilnego nosnika zawierajacego jednoczesnie
DOX oraz kwas SAA, zmniejsza zalezng od dawki kardiotoksyczno§¢ zwigzang z terapia DOX,
zarowno w badaniach in vitro na linii komorek raka piersi MCF-7, jak i w badaniach in vivo na mysim
modelu BALB/c z guzem piersi MCF-7 [32].
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Vakilinezhad i in. z powodzeniem stworzyli nanoczastki (NPs, ang. nanoparticles) zawierajace
metotreksat (MTX, ang. methotrexate) i kurkuming (CUR, ang. curcumin) przy uzyciu metody ko-
precypitacji. Badania in vitro wykazaty, ze CUR pomogta w podtrzymywaniu uwalniania MTX,
ananoczastki MTX-CUR (MTX-CUR-NPs) wykazaly najwyzsza cytotoksycznos¢ wobec linii
komorkowych SK-Br3 — raka jajnika. Badania in vivo na modelu szczurzym z chemicznie
indukowanymi guzami wykazaly, ze MTX-CUR-NPs znacznie skuteczniej zmniejszaly rozmiar guza
niz monoterapie [33].

.....

funkcjonalizowane kwasem hialuronowym (HA, ang. hyaluronic acid) zawierajace DOX z baicaleing
(BCL, ang. baicalein) - bioaktywnym flawonoidem naturalnego pochodzenia. HA-BCL/DOX-NLCs
byly efektywne w komodrkach raka piersi z nadekspresja receptorow HA, | wykazywaty
cytotoksyczno$é wobec komorek nowotworowych in vitro oraz znaczacg zdolno$¢ do hamowania
wzrostu guza in vivo. Synergie w dziataniu przeciwnowotworowym oceniono w komoérkach opornych
na DOX MCF-7 i modelach mysich z rakiem piersi MCF-7 opornych na DOX. System ten umozliwiat
ukierunkowane dostarczanie BCL 1 DOX, przezwycigzanie opornosci wielolekowej DOX oraz
zmniejszenie toksycznosci systemowej. Te no$niki lipidowe wykazatly potencjal, aby zostac
obiecujgcym nanolekiem do aktywnego dostarczania dwoch lekéw w leczeniu nowotworow [34].

Rahmani i in. opracowali pH-wrazliwe i biodegradowalne micelle z nowego kopolimeru do
wspotdostarczania DOX i konferonu. Konferon to naturalna kumaryna pochodzaca z owocoéw
i korzeni samorosngcego gatunku Ferula. Wspoétdostarczone zwigzki w micelach wykazywaty
zwigkszony wychwyt komoérkowy i wysoki synergizm dziatania. DOX i konferonu, indukowaty
apoptozg oraz zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M, co skutkowalo zwigkszona
skutecznos$cia przeciwnowotworowa. Micele te poprawity funkcje terapeutyczng DOX, minimalizujac
jej dawke. Dzigki doskonatej zdolnosci do indukowania apoptozy, micele DOX i konferon sg
kandydatem do przysztych badan in vivo [35].

4.3. Perspektywy zastosowania sulforafanu

Liczne badania in vitro i in vivo wykazaly, ze SFN w wyzszych stezeniach wykazuje aktywno$¢
przeciwnowotworowg [36]. SFN w zakresie stezen 10 - 50 uM dziata jako czynnik proapoptotyczny
i proautofagiczny w réznych nowotworach ztosliwych [37]. Wykazano, ze SFN moze rowniez
promowac¢ zatrzymanie cyklu komorkowego [38]. SFN dziata takze jako modulator mikro§rodowiska
guza [39]. Ma rowniez potencjat oddziatywania na komoérki macierzyste raka (CSCs, ang. cancer stem
cells), populacje komorek nowotworowych, oporng na terapi¢ i odpowiedzialng za nawrot raka [40,
41]. Co wazniejsze, SFN jest testowany jako koadjuwant w chemioterapii, proponujac
perspektywiczny kierunek rozwoju, w ktérym SFN wzmacnia dziatanie leku, jednocze$nie
minimalizujgc dziatania niepozadane na normalne komorki. W zwigzku z tym SFN jest obiecujagcym
srodkiem koadjuwantowym w zapobieganiu opornosci na leki, przerzutom i nawrotom nowotworu
[42].

W odniesieniu do DOX — w literaturze ostatnich lat wykazano, ze SFN wykazuje wtasciwosci
redukujace toksyczne dziatanie ROS w kardiomiocytach indukowane przez samg DOX [43]. W 2019
roku rozpoczeto badania kliniczne (numer NCT03934905) oceniajace potencjat SFN w zmniejszaniu
kardiotoksycznosci DOX w warunkach klinicznych, co czyni SFN obiecujacym kandydatem do
wykorzystania w terapiach skojarzonych. Obecnie, rownolegle z moimi badaniami, pojawily sig
publikacje — w tym jedna stanowigca czg$¢ niniejszej rozprawy — ktore podejmuja analizg
perspektywicznosci tego podejscia. Omawiaja one rowniez molekularne i komorkowe mechanizmy
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synergistycznego dziatania tych dwoch zwigzkow, wskazujac na pilno$¢ oraz zasadno$¢ realizacji
obranego kierunku badawczego.

Z drugiej strony, SFN w zaleznosci od dawki wykazuje dwojaki wptyw na wzrost komoérek
nowotworowych, migracje komorek nowotworowych i angiogenez¢. Dziatanie SFN w nizszych
dawkach moze by¢ rézne w komorkach prawidtowych i nowotworowych [44]. W niskich stgzeniach
SFN promuje autofagie¢ lub pozostaje nieaktywny, co biorac pod uwage jego niska biodostgpnosc
w ludzkim osoczu po spozyciu moze mie¢ powazne konsekwencje dla rozwoju guza lub skutecznosci
terapii [45, 46]. Postawiono hipotezg, ze podczas gdy w zdrowym organizmie ten efekt SFN jest
korzystny, to w rozwijajacym si¢ guzie nowotworowym dzialanie SFN, zwlaszcza w niskich
stezeniach, moze wywotywa¢ odwrotny efekt: moze promowaé tworzenie si¢ guza [41, 47].
Jednocze$nie warto zauwazy¢, ze SFN jest dostgpny na rynku i jest czesto stosowany jako $rodek
wspierajacy terapi¢ onkologiczng lub w profilaktyce nowotworowe;j. Z tego powodu niewielkie dawki
SFN moga by¢ obecne w krwiobiegu zaréwno u oséb z grupy ryzyka, jak i u pacjentow z TNBC.
Wykazano juz, ze stosowanie suplementéw przeciwutleniajagcych podczas chemioterapii, a takze
zelaza i witaminy B12, moze zwigksza¢ ryzyko nawrotu raka piersi i $miertelnosci [48]. W przypadku
SFN, jego stezenie w surowicy po spozyciu brokutow wynosito 0,94 - 2,27 uM [49]. Dlatego istnieje
pilna potrzeba zweryfikowania wlasciwosci SFN w kontekscie TNBC, poniewaz jest to podtyp raka
piersi, dla ktorego brakuje specyficznych celow terapeutycznych. Zwiazki o wielokierunkowym
dzialaniu, takie jak SFN, moglyby okaza¢ si¢ obiecujaca opcja terapeutyczna.

Analiza wptywu SFN na TNBC moze dostarczy¢ waznych danych dotyczacych potencjalnego
zastosowania tej substancji jako nowej, wielokierunkowej strategii terapeutycznej, co ma szczegdlne
znaczenie w przypadku raka o tak ograniczonych opcjach leczenia. W zwigzku z powyzszym, badanie
dzialania niskich dawek SFN ma istotne znaczenie, zwlaszcza w sytuacji, gdy suplementy diety sa
powszechnie stosowane bez konsultacji specjalistycznej.
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5. Cel rozprawy doktorskiej

SFN jest powszechnie uznawany za zwigzek o wlasciwosciach chemoprewencyjnych, szczeg6lnie
w wyzszych dawkach. Brakuje jednak wystarczajacych danych literaturowych dotyczacych wplywu
niskich dawek SFN na rozwoj i terapic TNBC. Cho¢ uznaje si¢ g0 za substancje zapobiegajaca
rozwojowi raka, jego dziatanie w przypadku rozwijajacego si¢ nowotworu lub terapii onkologicznej
pozostaje niejasne. Ponadto, mozliwos$ci jego zastosowania w terapii skojarzonej, zwlaszcza
W potaczeniu z DOX, wymagaja dalszych badan. Brakuje réwniez danych na temat opracowania
innowacyjnych systeméw dostarczania SFN w celu zwigkszenia jego biodostepnosci i skuteczno$ci
terapeutycznej.

Celem pracy doktorskiej bylo okreslenie roli niskich dawek SFN w chemoprewencji i terapii
TNBC oraz opracowanie i okreslenie dziatania no$nika pozwalajacego na taczne podanie SFN i DOX.

Realizacja celu pracy zostala rozpoczeta poprzez weryfikacje roli SFN i jego analogow
W prewencji raka piersi w pracy przegladowe;.

Kolejnym etapem bylo opracowanie i charakteryzacja innowacyjnych nos$nikow lekow
zawierajgcych SFN z DOX oraz okre$lenie wptywu dodatku SFN na skutecznos¢ i wybrane aspekty
mechanizmu dziatania liposomalnej DOX na modelu TNBC in vitro i in vivo.

Trzecim etapem pracy doktorskiej byto zbadanie roli niskiego stgzenia SFN w TNBC - zarowno
na wzrost guza jak i przerzutowanie z wykorzystaniem modelu in vitro i in vivo.
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6. Wyniki badan

Kuran, D., Pogorzelska, A., & Wiktorska, K. (2020). Breast Cancer Prevention-Is there a Future for
Sulforaphane and Its Analogs?. Nutrients, 12(6), 1559.

Pomimo spadku $miertelno$ci obserwowanego w ostatnich latach, rak piersi jest gtowna
przyczyna zgonow zwigzanych z rakiem w$rdd kobiet, a zatem pozostaje krytycznym problemem nie
tylko zdrowotnym, ale takze spoteczno-ekonomicznym. Z tego wzgledu tez chemoprewencja, w tym
chemoprewencja farmakologiczna, jest waznym aspektem, Ktéry powinien by¢ uwzgledniany
w szerszym zakresie. Chemoprewencja nowotworow jest definiowana jako stosowanie naturalnych,
syntetycznych lub biochemicznych czynnikow w celu odwrocenia, opoznienia lub zapobiegania
procesowi rakotworczemu prowadzacemu do choroby nowotworowe;.

Trzeciorzgdowa chemoprewencja ma na celu zapobieganie nawrotom choroby i powstawaniu
kolejnego pierwotnego guza/choroby. Obecnie na rynku dostepne sa dwa leki stosowane
w trzeciorzedowej chemoprewencji raka piersi — Tamoxifen i Raloxifen, a kilka kolejnych znajduje si¢
w fazie badan klinicznych. Sg to gléwnie leki juz zarejestrowane, dla ktérych poszukiwane sg nowe
wskazania.

Naturalne produkty pochodzace z réznych zroédet moga by¢ bardzo przydatne w zapobieganiu
inicjacji i rozwojowi raka, w tym raka piersi. Na etapie przedklinicznym sugerowano, ze rdzne
zwiazki naturalne maja obiecujaca skutecznos¢. SFN coraz cze$ciej pojawia si¢ w roznych badaniach
(w tym Kklinicznych) dotyczacych jego zastosowania w prewencji raka piersi. Jesli chodzi
0 chemoprewencj¢ raka piersi, mechanizm dzialania SFN jest wielokierunkowy i obejmuje np.
zwigkszony poziom enzymow detoksykacyjnych, zmniejszong aktywnos$¢ enzymatyczng cytochromu
P450 (CYP1A1, CYP1A2), zmniejszong zywotnos¢/proliferacje komorek nowotworowych poprzez
hamowanie cyklu komoérkowego, indukcje apoptozy i autofagicznej $mierci komorek, a takze
eliminacj¢ CSCs. Wptyw SFN na te cele molekularne, przedstawiono na rysunku 1. Dziatanie
chemoprewencyjne SFN potwierdzaja badania in vitro (Tabela 1), in vivo jak réwniez badania
kliniczne.

Enzymy ¥ Enzymy 4
prokancerogenne HDAC ¥ detoksykacyjne

CYPIAL HDAC6 ¥ NQOLI

CYPIA2 HO-1

Zatrzymanie cyklu 4 \ f /

komorlég}ﬁgo <= SN =3 | mhibicjaCsCs

Y|\

Apoptoza 4

Proliferacjz
km p ‘i;{]c{] \{ Autofagia ) Bax 1
omOTEOwd LC3-1 4 Bel-2 ¥
LC3-114 kaspazy 4

Rycina 1 Mechanizmy dziatania SFN w tkance raka piersi.
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Dane literaturowe wskazujg na selektywne dziatanie SFN — w stezeniach hamujacych wzrost
komoérek nowotworowych SFN w ograniczonym stopniu zaburza funkcjonowanie komorek
nienowotworowych (Tabela 1). Ta selektywno$¢ dziatania na komoérki TNBC w poréwnaniu
z nienowotworowymi  komoérkami  jest  pozadana dla nowo  opracowanego  leku
przeciwnowotworowego. Co wiegcej analiza literatury pozwala wnioskowac iz SFN dziala w sposob
niezalezny od statusu receptoréw w komorkach raka piersi (Tabela 1). Oznacza to, ze jego mechanizm
hamowania przezywalnosci i wzrostu komorek nie jest zwigzany z roznicami w ekspresji receptorow
(ER, PR, HER2). Dzi¢ki temu SFN moze mie¢ szerokie zastosowanie terapeutyczne w leczeniu
roznych podtypow raka piersi, niezaleznie od ich charakterystyki molekularnej.

Tabela 1 Wartosci ICsq dla roznych linii komérkowych raka piersi i nienowotworowych linii komérkowych po 24, 48 i 72
godzinach inkubacji z SFN.W tabeli uwzglgdniono réwniez charakterystyke podtypéw histologicznych i molekularnych
poszczegdlnych linii komoérkowych.

24 48 72 Podtyp
Cell Line godz. godz. godz. . .
Histologiczn Molekularn
[uM] [uM] [uM] greany Y
7.5
9.2
12:5 12.38
14.05 13 6.73
19 ' inwazyjny rak przewodowy Luminalny A
MCF-7 25 16 9
2% 20 10.15
38.92 20.06 338
52 27.9
MCF-7/ADR
13.7
T47D - 9.5 - naciekajacy rak przewodowy Luminalny A
KPL-1 - 19.1 17.8 inwazyjny rak przewodowy Luminalny A
16.64 HER2
SK-BR-3 25 - - gruczolakorak pozZytywny
19.35
21 8.3 7.26
MDgiVIB_ 21.76 9.6 11.55 gruczolakorak TNBCB
27.40 16.04 315
115.7
MDA-MB- 20
468 21.93 8.1 - gruczolakorak TNBC A
SUM159 - 10 7.8 inwazyjny rak przewodowy TNBCB
SUM149 - - 7.5 zapalny rak przewodowy TNBCB
BT549 20.47 - - inwazyjny rak przewodowy TNBCB
nie-nowotworowy wioknisto-torbielowaty
MCF-12A - 405 - nabtonek piersi podstawny
nie-nowotworowy wioknisto-torbielowaty
MCF-10A - - 12.4 nabtonek piersi podstawny

Ze wzgledu na krotki okres pottrwania i biodostgpnosé, skutecznosé¢ SFN moze by¢ niska.
W zwigzku z tym podejmowane sa wysitki w celu poprawy stabilnosci SFN w plynach ustrojowych.
Jednym z podej$¢ jest zastosowanie nanonos$nikdw opartych na polimerach naturalnych lub
syntetycznych. Wyniki zebrane w pracy przegladowej sa zachecajace i wskazuja, ze enkapsulacja SFN
do odpowiedniego nanonosnika jest obiecujgca metodg poprawy skutecznosci SFN ze wzgledu na jego
lepsza stabilno$¢, dluzszy czas krazenia i ostatecznie zwigkszong biodostgpnos¢. Istnieja rowniez
doniesienia wskazujace na potencjal zastosowania SFN w potaczeniu z konwencjonalng
chemioterapiag. Bardzo interesujace wyniki uzyskano w przypadku komorek TNBC poddanych
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dziataniu SFN w pofaczeniu z innym zwigzkiem przeciwnowotworowym, np. 5-fluoracylem czy
Witaferyng A na komorki linii MDA-MB-231. W przypadku obu zwigzkéw, gdy podane lacznie
wykazywaly wigkszg skuteczno$¢ przeciwnowotworowa niz kazdy ze zwigzkéw osobno. Wyniki te
wskazuja na potencjat stosowania SFN jako adjuwantu w terapii przeciwnowotworowej w celu
zmniejszenia stezenia cytostatykow przy zachowaniu zwigkszonej efektywnosci, a takze ztagodzenia
dziatan niepozadanych [50, 51]. W 2019 r. rozpoczgto badanie kliniczne II fazy dotyczace
bezpieczenstwa stosowania SFN i DOX u kobiet cierpigcych na raka piersi. SFN jest tam testowany
jako adjuwant w celu ztagodzenia kardiomiopatii wywotanej DOX i prawdopodobnie wzmocnienia
efektu leczenia raka piersi.

Doniesienia literaturowe sugeruja, ze rodzaj aktywnosci SFN moze by¢ zalezy od jego
stezenia. Mechanizm takiego dziatania jest zgodny z koncepcja hormezy, ktora zaktada rozne efekty
biologiczne zaleznie od dawki substancji. W badaniach nad TNBC opublikowanych przez Lewinska
iin. SFN w wyzszych stezeniach wykazal aktywno$¢ cytotoksyczng, jednak nizszych dawkach
indukowat starzenie si¢ komorkowe oraz cytostatyczng autofagi¢ w liniach MCF-7, MDA-MB-231,
SK-BR-3[38].

Ponadto SFN jest dostepny na rynku jako suplement diety w réznych formach jak réwniez
dawkach, nierzadko watpliwej jakosci, wiec spoteczno$¢ naukowa, medyczna i farmaceutyczna
powinna zintensyfikowa¢ wysitki w celu okreslenia jego wtasciwosci terapeutycznych. Obecnie
dostepnych jest wiele suplementéw diety, cieszacych si¢ duza popularnoscia wsrdéd osob
poszukujacych ochrony przed rakiem, ale takze - wywotujacych ambiwalentne skutki - u osob
w okresie remisji choroby lub po wyzdrowieniu, zamierzajacych zapobiega¢ nawrotom, przerzutom
lub wtérnym nowotworom.

Wiele osrodkow prowadzi rowniez badania w celu zidentyfikowania aktywnych,
syntetycznych analogdéw SFN. Wykazano, ze nawet niewielka zmiana w strukturze SFN moze
powodowa¢ znaczace roznice w jego aktywnosci biologicznej. Najbardziej korzystne zmiany
strukturalne obejmuja: wydluzenie tancucha weglowego oraz wprowadzenie atoméw selenu i fluoru
do czasteczki przebadane przez grupe Skupinskiej oraz Cierpiata i in. na liniach MCF-7 oraz MDA-
MB-231 [52, 53].

Material zebrany w omawianej pracy pozwala stwierdzi¢, ze wtasciwosci SFN sa obiecujace
i pozadane w kontekscie jego zastosowania jako potencjalnego leku w chemoprewencji raka piersi na
kazdym etapie, rowniez ze wzgledu na jego niska toksyczno$¢ w tkance prawidtowej, a dodatkowo
jego zdolno$¢ do utrzymania funkcji homeostatycznych w organizmie. Trwajace obecnie badania
kliniczne, po ich zakonczeniu, dostarczg nowych informacji pozwalajacych wyjasnié, czy mozliwe
bedzie wprowadzenie SFN na rynek farmaceutyczny. Przeglad pi$miennictwa pozwala na
wyciaggniecie wniosku, ze dodatkowo zastosowanie nanotechnologii do opracowania skutecznego
nos$nika SFN bytoby korzystne, poniewaz mogloby zwigkszy¢ stabilno§¢ SFN, a tym samym jego
skuteczno$¢. Taka formulacja moze otworzy¢é nowe mozliwosci w chemoprewencji TNBC. Na
zakonczenie warto wspomnie¢, ze korzystne byloby zintensyfikowanie wysitkéw w celu okreslenia
przydatnosci wybranych analogéw SFN (w szczegdlnosci tych z wprowadzonymi atomami selenu
i fluoru) do stosowania w chemoprewencji TNBC, co zwigkszyloby zakres farmaceutykow, ktore
mozna stosowaé samodzielnie lub w potgczeniu z istniejacymi lekami.
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Pogorzelska, A., Mazur, M., Switalska, M., Wietrzyk, J., Sigorski, D., Fronczyk, K., & Wiktorska, K.
(2023). Anticancer effect and safety of doxorubicin and nutraceutical sulforaphane liposomal
formulation in triple-negative breast cancer (TNBC) animal model. Biomedicine & pharmacotherapy
= Biomedecine & pharmacotherapie, 161, 114490.

W pierwszej oryginalnej publikacji zbadano zaproponowane w publikacji przegladowe;j
zastosowanie SFN w polaczeniu ze znanym chemioterapeutykiem — doksorubicyng (DOX) w terapii
TNBC. Zatozeniem tego potaczenia bylo zmniejszenie dziatan niepozadanych terapii DOX jak
rowniez zwigkszenie jej efektywnosci przeciwnowotworowej. Dodatkowo aby zwigkszy¢ stabilnosé
podawanego SFN oraz umozliwi¢ bierne ukierunkowanie kombinacji zwigzkow zamknigto je w nowo
opracowanych liposomach.

W niniejszej publikacji przedstawiono liposomy wytworzone z dimirystoilofosfatydylocholiny
(DMPC, ang. dimyristoylphosphatidylcholine), w ktorych enkapsulowano DOX i SFN ((DOX+SFN)-
lip.). Charakterystyka tych nanoczastek wykazala, ze tworza one polidyspersyjng mieszaning
czasteczek 0 dwoch rozmiarach okoto 86 i 342 nm (Rys. 2A). Rozmiar ten jest korzystny, gdyz
liposomy o $rednicy do 400nm, dzigki zwigkszonej fenestracji naczyn wiosowatych guza, biernie
celuyjg w zmiang nowotworowa [54]. Okreslono roéwniez, ze potencjat elektrokinetyczny
opracowanych liposoméw jest dodatni, co cechuje no$nik jako stabilny, o dtugim okresie poitrwania
we krwi oraz z matg sktonno$cia tworzenia agregatow [55]. Przestawione liposomy charakteryzuje
rowniez wysoka skuteczno$é enkapsulacji DOX. Srednia oznaczona warto$é enkapsulacji DOX
wynosi 98% i nie zalezy od obecnosci SFN. Dodatkowo oznaczone profile uwalniania wykazaty, ze
DOX i SEN nie sg uwalniane w $rodowisku wodnym z liposoméw. Uwalnianie leku w kwasnym pH
odpowiadajacym s$rodowisku nowotworu wynosito 10 % i 1% odpowiednio dla liposomow
zawierajacych DOX i SFN ((DOX+SFN)-lip.) (Rys. 2A,B). Przedstawiona charakterystyka
proponowanego nosnika potwierdzita speklnienie kluczowych kryteriow wymaganych przy
projektowaniu lekéw przeciwnowotworowych przeznaczonych do podawania dozylnego [56].
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A Rozkiad wielkosci liposomow B Profil uwalniana DOX C Profil uwalniania SFN
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Rycina 2 Charakterystyka wytworzonych liposoméw oraz wptyw inkorporacji SFN do liposoméw zawierajacych DOX na
wewnatrzkomorkowa lokalizacje DOX oraz status Nrf2 w TNBC i normalnych komodrkach. A - rozklad wielkosci
liposomow; Profil uwalniania B — DOX z DOX-lip. i (DOX+SFN)-lip.; C — SFN z SFN-lip. i (DOX+SFN)-lip. w PBS (pH
7,4). Dane przedstawiono jako $rednie + SD (n = 3); D - Wewnatrzkomorkowa dystrybucja DOX po 48 godz. traktowania
DOX-lip. i (DOX + SFN)-lip. w komorkach MDA-MB-231 i MCF-10A; E - Barwienie immunofluorescencyjne Nrf2 po
1 godz. traktowania liposomami komorek linii MDA-MB-231. Kolor niebieski - jadra wybarwione DAPI, zielony - Nrf2
wybarwiony przeciwciatami sprzgzonymi z FITC, wizualizowane za pomoca mikroskopii konfokalnej, pasek skali 20 pm.

W kolejnym etapie badan oznaczono skuteczno$¢ przeciwnowotworowa opracowanych no$nikow
w modelach TNBC in vitro, w ludzkiej linii komérkowej MDA-MB-231, w prawidtowej linii
komorek sutka MCF-10A oraz in vivo, w mysim modelu guza gruczotu sutkowego 4TI.
Przeprowadzone testy MTT wykazaty iz DOX i SFN podane w (DOX+SFN)-lip. in vitro zadziataty
synergistycznie w komoérkach TNBC natomiast w prawidtowych komorkach wykazaty dziatanie
antagonistyczne (Tabela 2). Swiadczy to o zwigkszonej toksycznosci wobec komoérek TNBC przy
roéwnoczesnym ograniczeniu dziatan niepozadanych na prawidtowe komorki. W celu wyjasnienia
mechanizmu synergii dziatania DOX i SFN przeprowadzono badania mikroskopowe i oznaczenie
pozioméw ROS. Przeprowadzone badania potwierdzity, ze opracowane liposomy, dzigki obecnosci
SFN skutecznie dostarczaja DOX do jadra komorek nowotworowych, zwigkszajac efektywnos¢ terapii
w miejscu dziatania DOX (Rys. 2D). Natomiast wyniki uzyskane z mikroskopowej obserwacji
lokalizacji Nrf2 wskazuja, ze (DOX+SFN)-lip. indukuje szybszg translokacje Nrf2 do jadra
w porownaniu do liposoméw z samym DOX (DOX-lip.) (Rys 2E), co sugeruje ich potencjat
w modulacji odpowiedzi komodrek na stres oksydacyjny poprzez regulacje gendw zwigzanych
z eliminacja ROS.
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Tabela 2 Rodzaje interakcji migdzy SFN i DOX in vitro. Warto$ci wspotczynnikow: indeks kombinacji (Cl, ang.
combination index) i indeks redukcji dawki (DRI, ang. dose reduction index) dla roznych stezen DOX i SFN zamknigtych
w liposomach w oparciu o frakcj¢ poddang oddziatywaniu (Fa, ang. fraction affected) oceniang testem MTT
przeprowadzonym na liniach komérkowych MDA-MB-231 i MCF-10A.

Stezenie ["M]  MDA-MB-231 MCF-10A

SFN DOX Fa ClI DRI Fa ClI DRI
31.25 156 0.5 118 084 031 1.02 0.98
125 625 049 026 383 034 188 053
500 250 0.67 030 338 042 1.06 0.94
2000 1000 076 056 1.80 041 4.88 0.20

Jako model in vivo wybrano ztosliwy nowotwoér 4T1 wyindukowany u myszy Balb/c ze wzgledu
na wspolne cechy molekularne z ludzkim TNBC. Podanie (DOX+SFN)-lip. niemal podwoito
zahamowanie wzrostu guza w poréwnaniu do DOX-lip. (Rys 3A,B), wykazujac efekt synergistyczny
po drugim i trzecim podaniu oraz addytywny dziatania SFN i DOX w pozostate dni. Oba
zaobserwowane typy interakcji sg korzystne farmakologicznie, poniewaz pozwalaja na obnizenie
dawki cytostatyku przy jednoczesnym zwigkszeniu jego toksycznosci wobec komorek
nowotworowych [57]. Badania in vivo potwierdzily zalezno$¢ synergii dziatania SFN i DOX
oznaczong in vitro i wykazaty, ze (DOX+SFN)-lip. stanowig efektywny nosnik umozliwiajacy
jednoczesne dostarczanie DOX i SFN do miejsca guza réwniez in vivo.
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Rycina 3 Wplyw opracowanych liposoméw in vivo. A - Krzywe wzrostu guza - kinetyka wzrostu guza 4T1 u myszy Balb/c
w dniach 9, 12, 15, 17, 20, 22 i 27 eksperymentu (objetos¢ guza (TV) [mm?]). Dane przedstawione z grupy kontrolnej i po
podaniu SFN-lip., DOX-lip. i (DOX+SFN)-lip. jako $rednia = SD (n = 9); B - zahamowanie wzrostu guza obliczone
w poréwnaniu z kontrola, strzatki wskazuja czas podania leku; C - Ocena masy ciata myszy podczas eksperymentu [%]; D -
Analiza histologiczna wycinkow guza myszy, barwienia histochemiczne H&E i anty-Ki-67 oraz obliczony E - indeks
mitotyczny i F - indeks proliferacji. Dane przedstawiajg $rednie + SD (n = 3; 5; 5; 5). * p <0,05, *** p < 0,0002 wobec
kontroli; G - liczby biatych krwinek [10° komoérek/uL] i procentowy rozktad biatych krwinek [%]; H - poziom kinazy
kreatynowej (CK) i izoenzymu MB (CK-MB) [U/L]; | - poziom aminotransferazy alaninowej (ALT) i aminotransferazy
asparaginianowej (AST) [U/L]; J - poziom mocznika [mmol/L] i kreatyniny [pumol/L] we krwi myszy pod koniec
eksperymentu u zdrowych myszy, w grupie kontrolnej i po leczeniu SFN-lip. DOX-lip. i (DOX+SFN)-lip. Dane
przedstawiajg $rednie warto$ci dla kazdej grupy + SD (n = 9), * test Manna-Whitneya wobec kontroli p < 0,05, *p < 0,0332
**p < 0,0021 ***p < 0,0002; **** p < 0,0001.
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Nastepnie w celu dalszego zbadania mechanizmu synergii dziatania (DOX+SFN)-lip. na tkanke
nowotworowa przeprowadzono analiz¢ histopatologiczng guzéw myszy (Rys. 3D). Oznaczenie
poziomu indeksu Ki-67 oraz indeksu mitotycznego wykazato, ze pomimo iz komorki utrzymywaty
wysoka aktywnos¢ proliferacyjng (Rys. 3E), aktywno$¢ mitotyczna zostata obnizona dwukrotnie po
podaniu (DOX+SFN)-lip. (Rys. 3F). Wczesniej wykazano SFN, poprzez inaktywacj¢ polimeryzacji
tubuliny, dziata jako inhibitor mitozy w komorkach nowotworowych [58], co potwierdza nasze
wyniki. Dodatkowo w skrawkach barwionych H&E po podaniu (DOX+SFN)-lip. wykryto
nagromadzenie brazowego pigmentu w jadrach komorkowych i figurach podzialu mitotycznego
(Rys. 3D), co s$wiadczy o stabilnym wiaczeniu DOX do DNA promowanym przez dziatanie SFN.
Dane literaturowe potwierdzaja, iz DOX mozna wykry¢ w jadrach komorkowych w skrawkach H&E
ze wzgledu na jego stabilne wiaczenie do DNA, w przeciwienstwie do wolnej DOX, ktora moze
zosta¢ wyptukana podczas przetwarzania tkanki [59]. Biorac pod uwage wyniki badan in vitro, jak
réwniez in vivo wyniki te pozwalajg na okreslenie mechanizmu dziatania opracowanych liposomow.
SFN dziala synergistycznie z DOX, zwigkszajac jego akumulacje w jadrze komdrkowym oraz
hamujac mitoze, co prowadzi do uszkodzen DNA i chromatyny, skutecznie hamujgc wzrost guza.
Natomiast no$nik liposomalny zwigksza akumulacj¢ podanych zwigzkéw w miejscu guza i poprawia
stabilnos$¢ i czas cyrkulacji zwigzkow w krwioobiegu.

Histopatologiczne analizy guzéw wykazaty rowniez zmniejszenie obszarow martwicy i nacieku
komoérek immunologicznych (ICI, ang. immune cell infiltration), z wyjatkiem wzrostu granulocytow
w strefach martwiczych po zastosowaniu (DOX+SFN)-lip. (Rys. 3D). Spadek ICI moze sugerowac
ograniczenie skutecznosci liposoméw. Dodatkowo wzrost liczby przerzutow do pluc po wilaczeniu
SFN do DOX-lip., przywracajacy ich poziom zblizony do grupy kontrolnej, wskazuje na mozliwy
efekt antagonistyczny SFN wobec DOX w zapobieganiu przerzutom. Konieczne sg dalsze badania
W celu wyjasnienia tej zaleznosci, gdyz przerzuty sa waznym problemem TNBC wptywajacym na
$miertelno$¢ pacjentow.

Koncowym etapem pracy byta analiza bezpieczenstwa (DOX+SFN)-lip. (Rys. 3C). Opracowane
liposomy wykazaty wysokie bezpieczenstwo na podstawie analizy parametrow krwi (Rys. 3G-J) oraz
obserwacji zmiany masy myszy (Rys. 3C). Co wigcej, (DOX+SFN)-lip. obnizyty typowa dla myszy
zguzem leukocytoze i niemal dwukrotnie zwigkszyly stosunek procentowy limfocytow do
monocytow (Rys. 3G), wskazujac na przeciwnowotworowy efekt immunologiczny podanych
liposoméw [60]. Istotnym aspektem byta réwniez ocena wplywu liposoméw na dziatania niepozadane
DOX. Wyniki wykazaty obnizenie poziomow markeréw uszkodzenia serca, watroby i nerek po
podaniu (DOX+SFN)-lip. w poréwnaniu do ich podwyzszonych warto$ci przy stosowaniu DOX-lip.
(Rys. 3H-J). Chociaz kardioprotekcyjne wihasciwosci SFN byly wczesniej opisane, ochrona przed
hepato- i nefrotoksycznoscia indukowang DOX zostata zidentyfikowana jako jego potencjalna nowa
rola.

Przeprowadzone badania pozwolily uzyska¢ odpowiedzi na postawione cele. Opracowano
i scharakteryzowano liposomalne nosniki lekow zawierajace DOX i SFN, wykazujac ich
synergistyczne dziatanie zarowno w modelach in vitro, jak i in vivo. Efektem dziatania (DOX+SFN)-
lip. byto niemal dwukrotne zahamowanie wzrostu TNBC w poréwnaniu do samej DOX-lip.
Mechanizm dziatania opracowanych liposoméw obejmuje zahamowanie mitozy oraz zwigkszong
akumulacje DOX w jadrze komorkowym dzigki obecnosci SFN. Formulacja ta wykazata
bezpieczenstwo w obu modelach badawczych wobec komorek i tkanek nienowotworowych. Po raz
pierwszy wykazano, ze SFN, poza znanymi wlasciwos$ciami kardioprotekcyjnymi, moze réwniez
ogranicza¢ nefro- i hepatotoksyczno$¢ w terapii z zastosowaniem DOX.
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Pogorzelska, A., Switalska, M., Wietrzyk, J., Mazur, M., Milczarek, M., Medynska, K., & Wiktorska,
K. (2024). Antitumor and antimetastatic effects of dietary sulforaphane in a triple-negative breast
cancer models. Scientific reports, 14(1), 16016.

Wiele fitochemikaliow wykazuje niemonotoniczng, dwufazowg odpowiedz na dawke, ktora
klasyfikuje je jako zwiazki hormetyczne, czyli wywotujace biologicznie przeciwstawne efekty
w zaleznosci od dawki. Zazwyczaj dzialaja one stymulujaco w niskich stezeniach, natomiast
W wysokich wykazuja dzialanie hamujace. Jednym z takich zwiazkow jest SFN, ktory w wysokich
stezeniach znany jest ze swoich wlasciwosci przeciwnowotworowych, natomiast rola niskich st¢zen
w terapii przeciwnowotworowej nie zostata jeszcze zbadana.

Wigkszos$¢ badaczy koncentruje si¢ na dawkach SFN, o wysokich stezeniach, wykazujacych
dziatanie przeciwnowotworowe. Jednak niewiele badan dotyczy dzialania niskich stezen SFN,
uzyskiwanych w organizmie po spozyciu warzyw kapustnych, kietkow brokutu lub odpowiednich
suplementow diety. Dlatego w niniejszej pracy zbadano rézne dawki SFN w modelu TNBC in vitro
2D i 3D, w ludzkiej linii komérkowej MDA-MB-231 oraz dawke 0,026 mg/kg odpowiadajaca
stezeniu 1,5 pM SFN w osoczu podawang dootrzewnowo myszom z rozwinigtym TNBC.

Dawka 0,026 mg/kg SFN podawana raz w tygodniu zahamowala wzrost guza (TGI,
ang. tumor growth inhibition) do 31% w modelu in vivo TNBC (Rys. 4A,B). W literaturze dostepne sg
dane o przeciwnowotworowym dziataniu dawek dziennych 50 mg/kg SFN [61, 62], Tym samym, nasz
model zakladajacy najnizsza dawke z badanych podawang co tydzien okazat si¢ skuteczny
W ograniczaniu wzrostu guza.
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Rycina 4 Wptyw SFN na wzrost guza pierwotnego, histologi¢ i przerzuty. A - Krzywe wzrostu guza - kinetyka wzrostu guza
4T1 u myszy BALB/c - objetosé guza (mm°); B - zahamowanie wzrostu guza (TGI) po podaniu SFN obliczone
W poréwnaniu z grupa kontrolng. Strzatki wskazuja podanie SFN lub wody do iniekcji w dniach 10, 16 i 23; C - indeks
mitotyczny i D - liczba komérek Ki-67 dodatnich obliczone na podstawie analizy histologicznej wycinkéw guza myszy; E -
liczba przerzutow w phucach, linia odpowiada $redniej liczbie przerzutow w plucach. Wszystkie dane przedstawiono dla
grupy kontrolnej i po podaniu SFN w dniach 10, 16 i 23 eksperymentu jako srednie + SD (n = 8). * p < 0,05 wobec kontroli;
F - barwienie histochemiczne hematoksyling i eozyna wycinkoéw guza. Pasek skali 100 pm.

W celu zrozumienia mechanizmu dziatania SFN przeprowadzono badania in vitro na ludzkim
modelu TNBC w formie hodowli 2D i 3D. Wprowadzono do badan model sferoidow 3D, aby badania
rzetelniej odzwierciedlaty interakcje komorka-komodrka oraz trojwymiarowa architekture obecng
w nowotworach zto§liwych. Model ten charakteryzuje si¢ zmniejszona proliferacja komorek, ale
jednoczesnie zwickszong transformacja nablonkowo-mezenchymalng (EMT, ang. epithelial-
mesenchymal transition) oraz zwigkszong opornoscig na dziatanie toksyczne [63].

Zaobserwowano roznice w cytotoksycznosci SFN wobec komorek TNBC w modelu 2D i 3D.
Otrzymane wyniki badan MTT i barwienia FDA/PI wskazuja, ze niskie st¢zenia SFN moga
stymulowac proliferacje komorek w hodowli 2D, lecz brak tego efektu w modelu 3D podkresla
znaczenie pozakomoérkowego $rodowiska obecnego w strukturach trojwymiarowych dla badan nad
guzami in vivo (Rys. 5 A-C). Jednoczesnie, sferoidy 3D wykazuja znaczng odporno$¢ na
cytotoksycznos¢ SFN (Rys. 5B,C), co sugeruje, ze model 3D lepiej odzwierciedla rzeczywista
opornos¢ TNBC na leczenie niz model 2D. Co wigcej, w modelu mysim in vivo SFN w niskiej dawce
wykazat hamujacy wptyw na wzrost guza. Wyniki te sugeruja, ze dziatanie SFN moze wykracza¢ poza
bezposredni wptyw na komoérki nowotworowe. W modelu in vivo obecne sg elementy nowotworu
ztosliwego, ktorych nie zawiera nasz model 3D, takie jak mikrosrodowisko guza (TME, ang. tumor
microenvironment), ktére obejmuje nie tylko komorki nowotworowe, ale rowniez naciekajace
komorki odporno$ciowe (np. makrofagi i limfocyty), macierz zewnatrzkomérkowa oraz liczne
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czasteczki sygnalizacyjne. Wplyw SFN na zahamowanie EMT, poprzez modulacje ekspres;ji
kadheryny i wimentyny oraz modulacje¢ uktadu odpornosciowego zostat wczesniej opisany [6, 64].
W zwigzku z tym, wptyw SFN na proliferacj¢ komoérek oraz wielko$¢ guza in vivo sugeruje, ze jego
dziatanie obejmuje takze modulacje procesow w mikrosrodowisku guza, co wykracza poza
bezposrednie oddziatywanie na komorki nowotworowe.
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Rycina 5 Aktywno$¢ cytotoksyczna SEN in vitro. Krzywe przezywalnosci komorek linii MDA-MB-231 z A - hodowli 2D
i B - hodowli sferoidalnej 3D po traktowaniu SFN w stezeniach A - 0,06-250 uM i B - 0,5-250 uM; C - obrazy
mikroskopowe barwienia zywe/martwe komorek hodowli sferoidalnej 3D MDA-MB-231 po traktowaniu SFN (0,5-250 uM),
gdzie zielone - zywe komoérki (dwuoctan fluoresceiny), czerwone - martwe komorki (jodek propidyny). Skala 200 pum;
Wykresy przedstawiajace % zarastania rysy z D - hodowli 2D i E - komorek pochodzacych ze sferoidow po traktowaniu 0,5
uM; 1 uM i 10 uM SFN w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi obliczone na podstawie obrazow mikroskopowych testu
zarastania rysy. Dane przedstawiono jako $rednia + SD (n = 5). * < 0,01 wobec kontroli.

Aby potwierdzi¢ t¢ hipotez¢ przeprowadzono analize¢ histopatologiczng guzow (Rys. 4F),
ktora wykazata, ze niska dawka SFN dziata antymitotycznie, jak rowniez zmniejsza naciek zapalny
komorek immunologicznych, powodujac spadek liczby limfocytow i wzrost odsetka granulocytow
obojetnochtonnych - neutrofili. Naptyw tych komoérek spowodowal ograniczenie wzrostu guza
poprzez wywotane uszkodzenia oksydacyjne. Uszkodzenia te spowodowane byly cytotoksycznym
dzialaniem aktywowanych neutrofilii, wydzielajacych ROS [65]. Jednoczesnie we krwi obwodowej
ich populacja zmniejszyta sie¢ w porownaniu do grupy kontrolnej, co przektada sie na zmniejszenie
promocji nowotworu w organizmie [65]. Co wazne, dzialanie to znalazto potwierdzenie réwniez
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w zmniejszonej liczbie przerzutéw do ptuc po podaniu niskiej dawki SFN w poréwnaniu do kontroli
w modelu in vivo TNBC (Rys. 4E). Badania te $wiadczg o podwojnym wptywie niskich dawek SFN
zarbwno na komoérki nowotworowe, jak i na komoérki odpornosciowe tworzace razem
mikro$rodowisko guza. SFN, jako aktywator szlaku Nrf2, reguluje wydzielanie ROS przez neutrofile,
mobilizujgc je do guza pierwotnego i zmniejszajac liczbe granulocytow we krwi, co prowadzi do
eliminacji komorek nowotworowych jak i przerzutowych. Efekt ten jednak nie byl widoczny
w badaniach in vitro z powodu braku komorek odporno$ciowych uwzglednionych w modelu
badawczym in vivo. W wynikach z przeprowadzonego testu zarastania rysy SFN wykazal dziatanie
antymigracyjne wobec komoérek z hodowli 3D, jednak nie z hodowli 2D in vitro (Rys. 5D,E).
Aktywno$¢ antymigracyjna 1 antymetastatyczna jest niezmiernie pozadana dla zwigzku
przeciwnowotworowego, gdyz przerzuty sa glowna przyczyna zgonéw w przypadku TNBC.

Analiza dziatania niskiej dawki SFN na TNBC przedstawiona w opisanym wyzej artykule
dostarczyta nowych danych na temat zaleznosci pomig¢dzy niskag dawka SFN a jego efektem
biologicznym. Niskie stezenie SFN spowodowato zmniejszenie objgtos¢ guza, obnizenie aktywnosci
mitotycznej komoérek TNBC oraz wykazato dziatanie antymetastatyczne w modelu in vivo TNBC.
Wyniki te sg zgodne z obnizong aktywno$cig migracyjng komoérek pochodzacych ze sferoidéw pod
wptywem SFN. Dodatkowo, mobilizacja neutrofili do guza pierwotnego, wraz ze spadkiem liczby
granulocytow krazacych we krwi, wspolnie przyczynity si¢ do zmniejszenia objetosci guza i obnizenia
liczby przerzutow do ptuc.

Wyniki te podkreslajg, ze niskie dawki SFN maja wyrazny efekt przeciwnowotworowy, nie
tylko bezposrednio hamujac proliferacic TNBC, ale takze wplywajac na zlozone mechanizmy
posrednie, takie jak modulacja mikrosrodowiska guza i transformacji nabtonkowo-mezenchymalnej.
Ostatecznie prowadzi to do supresji wzrostu guza i ograniczenia liczby przerzutéw TNBC do ptuc.
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7. Whnioski

W ostatnich latach rosnie zainteresowanie zwigzkami pochodzenia naturalnego jako
potencjalnymi adjuwantami terapii przeciwnowotworowych. Jednym z kandydatow jest SFN, ktory
wykazuje wielokierunkowe dzialanie przeciwnowotworowe, obejmujace indukcje apoptozy,
hamowanie proliferacji komérek nowotworowych oraz modulacje¢ stresu oksydacyjnego. Pomimo
licznych badan wskazujacych na skuteczno$¢ SFN w wysokich st¢zeniach, jego rola w niskich
dawkach oraz w polaczeniu z chemioterapig nie byta dotychczas dostatecznie zbadana. Niniejsza
rozprawa miata na celu oceng potencjatu niskich dawek SFN w chemoprewencji i terapii TNBC, ze
szczegblnym uwzglednieniem jego synergii z DOX oraz mozliwos$ci zastosowania w innowacyjnych
no$nikach lekow. Przeprowadzone badania pozwolily na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

1. SFN wykazuje potencjalng uzyteczno$¢ w prewencji trzeciorzedowej TNBC oraz jako koadjuwant
w terapii skojarzonej z cytostatykami.

2. Opracowano stabilny nosnik dla SFN i DOX i wykazano, ze oba zwigzki dziatajg synergistycznie
wobec TNBC, hamujac proliferacj¢ i wzrost guza, a zarazem wykazujac aktywnos$¢ protekcyjng
w stosunku do komorek prawidtowych.

3. SFN zwigksza aktywno$¢ przeciwnowotworowa DOX poprzez kierowanie DOX do jadra
komérkowego oraz hamowanie mitozy. Efekt ten jest synergistyczny i wykazuje duzy potencjat
w terapii TNBC.

4. Po raz pierwszy wykazano, ze SFN moze zmniejsza¢ nie tylko kardiotoksyczno$¢, ale takze nefro-
i hepatotoksycznos¢ DOX, co wskazuje na jego potencjalng role w ochronie narzadow przed
skutkami chemioterapii.

5. Przeprowadzone badania wykazaty, ze niskie stezenia SFN moga prowadzi¢ do istotnych efektéw
w zakresie hamowania wzrostu guza, a w szczegolnosci do redukcji liczby przerzutow czynigc
Z niego obiecujacy $rodek do chemoprewencji i terapii TNBC.

6. Uzyskane wyniki wskazuja ze efekt niskich dawek SFN na wzrost TNBC jest zwigzany nie tylko
Z bezposrednim wplywem na komorki nowotworowe, ale jest takze powigzany z modulacja
funkcjonowania uktadu odpornosciowego, modulacja mikrosrodowiska guza oraz procesu
transformacji nablonkowo-mezenchymalne;j.

Otrzymane w toku badan wyniki dostarczaja nowej charakterystyki dziatania SFN,
w szczegolnosci jako potencjalnego adjuwanta w terapii TNBC, co otwiera perspektywy dla
nowych strategii leczenia, zwtaszcza w kontekscie terapii skojarzonych z DOX.
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8. Szczegolowy opis udzialu w tworzeniu publikacji wchodzacych w sklad rozprawy

Kuran, D., Pogorzelska, A., & Wiktorska, K. (2020). Breast Cancer Prevention-Is there a Future for
Sulforaphane and Its Analogs?. Nutrients, 12(6), 1559. https://doi.org/10.3390/nu12061559 (IF 5.719;
pkt MNiSW 140)

Moj udziat w przygotowaniu tej publikacji polegal na:
e Wykonaniu przegladu literatury dotyczacej TNBC.
e Wykonaniu przegladu literatury dotyczacej badan klinicznych.
e Wykonaniu czesci rycin i tabel.
e Udziale w tworzeniu i redagowaniu manuskryptu.

Pogorzelska, A., Mazur, M., Switalska, M., Wietrzyk, J., Sigorski, D., Fronczyk, K., & Wiktorska, K.
(2023). Anticancer effect and safety of doxorubicin and nutraceutical sulforaphane liposomal
formulation in triple-negative breast cancer (TNBC) animal model. Biomedicine & pharmacotherapy
= Biomedecine & pharmacotherapie, 161, 114490. https://doi.org/10.1016/j.biopha.2023.114490 (IF
7.5; pkt. MNiSW 100)

Moj udziat w przygotowaniu tej publikacji polegat na:
e Uczestnictwie w planowaniu koncepcji i metodologii badan.
e Wykonaniu i optymalizacji nos$nika liposomalnego oraz wykonaniu czesciowej
charakterystyki fizykochemicznej — profile uwalniania.
o  Wykonaniu wszystkich badan in vitro.
o Udziale w koncowym etapie badan in vivo — zebranie probek i udziat w analizie.
e Analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu rycin, analizie statystycznej.
e Udziale w tworzeniu i redagowaniu manuskryptu.
e Pozyskaniu finansowania czesci badan.

Pogorzelska, A., Switalska, M., Wietrzyk, J., Mazur, M., Milczarek, M., Medynska, K., & Wiktorska,
K. (2024). Antitumor and antimetastatic effects of dietary sulforaphane in a triple-negative breast
cancer models. Scientific reports, 14(1), 16016. https://doi.org/10.1038/s41598-024-65455-w (IF 3.8;
pkt. MNiSW 140)

Moj udziat w przygotowaniu tej publikacji polegat na:
e Udziale w planowaniu koncepcji i metodologii badan.
e  Wykonaniu wszystkich badan in vitro.
e Udziale w koncowym etapie badan in vivo — zebranie probek i udziat w analizie.
e Analizie i interpretacji uzyskanych wynikoéw, przygotowaniu rycin, analizie statystycznej.
e Udziale w tworzeniu i redagowaniu manuskryptu.
e Pozyskaniu finansowania czgsci badan.
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negative breast cancer”, prezentacja posterowa, XXIV International Symposium ,,Advances in the
Chemistry of Heteroorganic Compounds”, 24.11.2023, £.6dz, Polska

»Anticancer effect of 5-fluorouracyl and 4-isoselenocyanato-1-butyl 4'-fluorobenzyl sulfoxide
combined treatment in in vivo model of triple negative breast cancer”, prezentacja posterowa,
XXIV International Symposium ,,Advances in the Chemistry of Heteroorganic Compounds”,
24.11.2023, L.6dz, Polska

,»Study of the cytotoxic and antimicrobial activity of new rhenium complexes”, prezentacja
posterowa, XXIV International Symposium ,,Advances in the Chemistry of Heteroorganic
Compounds”, 24.11. 2023, L.6dz, Polska

SJAntitumor effect and safety of liposomal preparation of doxorubicin and nutraceutical
sulforaphane in an animal model of triple-negative breast cancer”, prezentacja ustna, 1st
International Conference for doctoral students and young scientists, OncoPhD, 20-22.10.2023,
Lublin, Polska

,Nutraceutical Sulforaphane impact on mitochondrial morphology and ROS level in an in vitro
model of normal tissue”, prezentacja posterowa, LW 10th Mitochondrion Meeting 2023, 20-
21.06.2023, online

,,4-1soselenocyanato-1-butyl 4’-fluorobenzyl sulfoxide potentiates anticancer drugs activity”,
prezentacja posterowa, XXIII International Symposium ,,Advances in the Chemistry of
Heteroorganic Compounds”, 28.10.2022, 1.6dz, Polska
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e ,The enhanced activity of doxorubicin in breast cancer therapy due to sulforaphane properties”,
prezentacja posterowa, Interdisciplinary Conference on Drug Sciences, ACCORD, 26-28.05.2022,
Warszawa, Polska

e The augmented activity of doxorubicin and reduced cardiotoxicity in breast cancer therapy due to
sulforaphane properties”, prezentacja posterowa, Webinar on Breast Cancer, Endeavor Research,
19.07.2021, online

11.8. Pozostale osiagniecia

e  Wykonywanie ekspertyz badawczych lekow technika mikroskopii konfokalnej i cytometrii
przeptywowe;j

e  Faktyczna opieka nad studentami wykonujacymi badania do prac inzynierskich i magisterskich w
zaktadzie Badan Biomedycznych w Narodowym Instytucie Lekow
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