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1. Wykaz publikacji bňdŃcych podstawŃ rozprawy doktorskiej 

 

ĞŃczny Impact Factor (IF) dla cyklu publikacji: 21,208 

ĞŃczna liczba punkt·w wedğug listy czasopism punktowanych Ministerstwa Edukacji  

i Nauki (MEiN): 560 punkt·w 

 

Wykaz publikacji bňdŃcych podstawŃ rozprawy doktorskiej:  

Publikacja I 

Radomska D., Czarnomysy R., Radomski D., Bielawski K.: Selenium Compounds  

as Novel Potential Anticancer Agents. International Journal of Molecular Sciences 2021, 

vol. 22(3), ID 1009, 27 stron.  

DOI: 10.3390/ijms22031009 

IF = 6,208, MNiSW/MEiN = 140 pkt. Cytowania: 84/95 (Web of Science/Scopus,  

dane z dnia 9.09.2024 r.) 

Publikacja II 

Radomska D., Czarnomysy R., Szymanowska A., Radomski D., Dom²nguez-Ćlvarez E., 

Bielawska A., Bielawski K.: Novel Selenoesters as a Potential Tool in Triple-Negative 

Breast Cancer Treatment. Cancers 2022, vol. 14(17), ID 4304, 34 strony.  

DOI: 10.3390/cancers14174304 

IF = 5,200, MNiSW/MEiN = 140 pkt. Cytowania: 7/9 (Web of Science/Scopus,  

dane z dnia 9.09.2024 r.) 

Publikacja III 

Radomska D., Czarnomysy R., Szymanowska A., Radomski D., Chalecka M., 

SuraŨyŒski A., Dom²nguez-Ćlvarez E., Bielawska A., Bielawski K.: Di- and 

Triselenoesters ï Promising Drug Candidates for the Future Therapy of Triple-Negative 

Breast Cancer. International Journal of Molecular Sciences 2024, vol. 25(14), ID 7764, 

34 strony. 

DOI: 10.3390/ijms25147764 

IF = 4,900, MNiSW/MEiN = 140 pkt. Cytowania: 0/0 (Web of Science/Scopus,  

dane z dnia 9.09.2024 r.) 
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Publikacja IV 

Radomska D., Czarnomysy R., Marciniec K., Nowakowska J., Dom²nguez-Ćlvarez E., 

Bielawski K.: Short Communication: Novel Di- and Triselenoesters as Effective 

Therapeutic Agents Inhibiting Multidrug Resistance Proteins in Breast Cancer Cells. 

International Journal of Molecular Sciences 2024, vol. 25(17), ID 9732, 16 stron.  

DOI: 10.3390/ijms25179732 

IF = 4,900, MNiSW/MEiN = 140 pkt. Cytowania: 0/0 (Web of Science/Scopus,  

dane z dnia 9.09.2024 r.) 
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Wykaz skr·t·w 

ȹɊm 

 

AIDS 

 

Akt 

AMP 

AMPK 

Bax 

Bak 

Bcl-2 

BCRP 

Bid 

 

DIOs 

DNA 

GPxs 

GPx4 

GSH 

HIV 

IC50 

 

 

 

IgG 

IgM 

IL-2 

IL-2R 

LC3A/B 

 

LDL 

 

MDR 

potencjağ mitochondrialny, mitochondrialny potencjağ membranowy 

(MMP, ang. mitochondrial membrane potential) 

zesp·ğ nabytego niedoboru odpornoŜci (ang. acquired immune deficiency 

syndrome) 

kinaza biağkowa B (ang. protein kinase B) 

adenozynomonofosforan (ang. adenosine monophosphate) 

kinaza aktywowana 5'AMP (ang. 5'AMP-activated protein kinase) 

biağko X zwiŃzane z Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated X protein) 

antagonista biağka Bcl-2 (ang. Bcl-2 antagonist killer 1) 

biağko z rodziny biağek Bcl-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma 2 protein) 

biağko opornoŜci raka piersi (ang. breast cancer resistance protein) 

biağko z rodziny biağek Bcl-2 zawierajŃce jedynie domenň BH3  

(ang. BH3-interacting domain death agonist) 

dejodynazy jodotyroninowe (ang. iodothyronine deiodinases) 

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyrybonuculeic acid) 

peroksydazy glutationowe (ang. glutathione peroxidases) 

peroksydaza glutationowa 4 (ang. glutathione peroxidase 4) 

glutation (ang. glutathione) 

ludzki wirus niedoboru odpornoŜci (ang. human immunodeficiency virus) 

poğowa maksymalnego stňŨenia hamujŃcego (ang. half maximal  

inhibitory concentration) ï dawka zwiŃzku, kt·ra skutkowağa  

zahamowaniem proliferacji kom·rek w warunkach in vitro o 50%  

w por·wnaniu do kom·rek grupy kontrolnej 

immunoglobulina typu G (ang. immunoglobulin G) 

immunoglobulina typu M (ang. immunoglobulin M) 

interleukina 2 (ang. interleukin 2) 

receptor interleukiny 2 (ang. interleukin 2 receptor) 

lekki ğaŒcuch 3B biağek 1A/1B zwiŃzanych z mikrotubulami  

(ang. microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha/beta) 

lipoproteina o niskiej gňstoŜci, lipoproteina o mağej gňstoŜci (ang. low-

density lipoprotein) 

opornoŜĺ wielolekowa (ang. multiple drug resistance) 
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MDR1 

 

MRP1 

 

mTOR 

MTT 

 

NF-əB 

 

PI3K 

rT3 

Sel 

T2 

T3 

T4 

tBid 

TrxRs 

u 

UVA 

VLDL 

 

WZW 

glikoproteina P, biağko opornoŜci wielolekowej 1 (ang. multidrug 

resistance protein 1) 

biağko zwiŃzane z opornoŜciŃ wielolekowŃ 1 (ang. multidrug resistance-

associated protein 1) 

ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin) 

bromek [3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)]-2,5- difenylotetrazoliny  

(ang. [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

jŃdrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B (ang. nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells) 

kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) 

odwrotna tr·jjodotyronina (ang. reverse triiodothyronine) 

selenoproteina (ang. selenoprotein) 

dijodotyronina (ang. diiodothyronine) 

trijodotyronina (ang. triiodothyronine) 

tyroksyna (ang. thyroxine) 

skr·cone biağko Bid (ang. truncated Bid) 

reduktazy tioredoksyny (ang. thioredoxin reductases) 

unit ï jednostka masy atomowej 

promieniowanie ultrafioletowe typu A (ang. ultraviolet A radiation) 

lipoproteina o bardzo niskiej gňstoŜci, lipoproteina o bardzo mağej gňstoŜci 

(ang. very low-density lipoprotein) 

wirusowe zapalenie wŃtroby 
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2. Wprowadzenie 

Nowotwory sŃ drugŃ (tuŨ po chorobach ukğadu sercowo-naczyniowego) 

najczňstszŃ z przyczyn zgon·w na Ŝwiecie [1], stanowiŃc wyjŃtkowo niepokojŃce dane.  

Natomiast jednym z najczňŜciej diagnozowanych guz·w nowotworowych u kobiet jest 

rak piersi - szacuje siň, Ũe tylko w 2022 roku odnotowano prawie 2,3 mln nowych 

przypadk·w tego typu nowotworu na Ŝwiecie, z czego w Polsce wykryto go u ponad  

24 tys. pacjentek, co stanowi duŨe obciŃŨenie ochrony zdrowia. Niestety, ŜmiertelnoŜĺ 

nim spowodowana jest r·wnieŨ alarmujŃca. Wedğug bazy danych GLOBOCAN 

stwierdzono, Ũe u ponad 666 tys. os·b (w tym 8 723 kobiet w Polsce) przyczynŃ zgonu 

byğ wğaŜnie nowotw·r zğoŜliwy piersi [2].  

Jednym z czynnik·w wysokiej ŜmiertelnoŜci z powodu raka piersi jest zbyt p·Ŧno 

postawiona diagnoza. Dostňpne dane literaturowe wskazujŃ, Ũe diagnostyka zmian 

nowotworowych jest przeprowadzana z duŨym op·Ŧnieniem w stosunku do stanu 

klinicznego u okoğo 70% pacjentek, co istotnie wpğywa na ich dalsze rokowania [3-5]. 

Kolejnym powodem tak wysokiego wskaŦnika umieralnoŜci sŃ powaŨne dziağania 

niepoŨŃdane (m.in. hepato-, kardio-, neuro-, nefro- i ototoksycznoŜĺ) stosowanej terapii 

przeciwnowotworowej, przez kt·re klinicyŜci zmuszeni sŃ do zmniejszenia dawek 

podawanych konwencjonalnie chemioterapeutyk·w, a nawet zmiany schematu leczenia, 

co niestety, w wielu przypadkach koŒczy siň niepowodzeniem terapeutycznym [6, 7]. 

JednakŨe coraz czňŜciej zdarza siň, Ũe pomimo dobrej pierwotnej odpowiedzi 

terapeutycznej na zastosowane leki przeciwnowotworowe, dochodzi do nawrotu choroby. 

Jako gğ·wnŃ przyczynň tego zjawiska podaje siň rozw·j opornoŜci wielolekowej  

(MDR) [8, 9]. Szacuje siň, Ũe okoğo 90% przypadk·w koŒczŃcych siň zgonem pacjentki 

spowodowana jest wğaŜnie wystňpujŃcym MDR [9, 10]. Dlatego teŨ, majŃc na wzglňdzie 

dane dotyczŃce zapadalnoŜci i umieralnoŜci z powodu raka piersi, istniejŃ istotne 

przesğanki do opracowywania i rozwoju nowych lek·w onkologicznych,  

kt·re charakteryzowağyby siň odpowiedniŃ skutecznoŜciŃ oraz wysokim indeksem 

terapeutycznym. 

2.1. Selen ï wğaŜciwoŜci i jego aktywnoŜĺ biologiczna 

Selen (ğac. selenium) jest pierwiastkiem o masie atomowej 78,971 u, naleŨŃcym  

do grupy niemetali, kt·ry wystňpuje w zwiŃzkach chemicznych na trzech stopniach 

utlenienia (-II, +IV i +VI). W ukğadzie okresowym pierwiastk·w odnaleŦĺ go moŨna  

w grupie 16 i okresie 4 (blok p) [11].  
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Co ciekawe, samo odkrycie selenu byğo przypadkowe. Dokonağ tego w 1817 roku 

szwedzki lekarz i chemik Jºns Jakob Berzelius podczas swoich badaŒ nad metodŃ 

otrzymywania kwasu siarkowego(VI) z pirytu (FeS2), gdzie w pozostağoŜciach 

poreakcyjnych zaobserwowağ nieznany skğadnik, kt·ry p·Ŧniej nazwağ selenem [12].  

Przez 140 lat pierwiastek ten uwaŨano za toksyczny ï dopiero badania Klausa Schwartza 

i Calvina Foltza (1957 r.) stanowiğy przeğom w tej dziedzinie, dowodzŃc, Ũe selen jest 

niezbňdny do prawidğowego funkcjonowania organizm·w zwierzňcych, w tym czğowieka 

[13]. 

Selen w ustrojach zwierzňcych i tkankach roŜlinnych jest mikroelementem 

wystňpujŃcym w postaci zwiŃzk·w nieorganicznych (selenk·w, selenian·w), jednakŨe  

w zdecydowanej wiňkszoŜci przewaŨa on w formie organicznej gğ·wnie pod postaciŃ 

selenobiağek czy selenoaminokwas·w (selenometioniny, selenocysteiny) [14, 15].  

W przypadku ludzi dzienne zapotrzebowanie na ten pierwiastek Ŝladowy wynosi 55 

Õg/dobň [13, 16, 17], a jego prawidğowa wartoŜĺ w osoczu powinna oscylowaĺ w zakresie 

90-120 Õg/L [13]. W tym celu naleŨy dostarczaĺ go poprzez odpowiednio zbilansowanŃ 

dietň urozmaiconŃ w produkty bogate w ten mikroskğadnik, do kt·rych naleŨŃ  

m.in. orzechy brazylijskie, ğosoŜ, skorupiaki czy jaja kurze [14, 18]. JednakŨe trzeba  

przy tym pamiňtaĺ, Ũe bardziej biodostňpny i lepiej przyswajalny jest selen wystňpujŃcy 

w ŨywnoŜci w formie zwiŃzk·w organicznych [14, 19].  

Wchğanianie selenu i jego zwiŃzk·w zachodzi gğ·wnie w dwunastnicy i dalszych 

czňŜciach jelita cienkiego (aŨ do jelita krňtego wğŃcznie), a ich mechanizm transportu  

do krwioobiegu zaleŨy od rodzaju spoŨytej substancji chemicznej [20]. Absorpcja 

selenin·w (SeO3
2-) odbywa siň za pomocŃ transportu biernego (dyfuzji prostej),  

z kolei seleniany (SeO4
2-) wchğaniane sŃ poprzez wt·rny transport aktywny 

kotransporterem Na+/K+/Cl- lub przy udziale antyportu OH-. W przypadku 

selenoaminokwas·w (selenometioniny, selenocysteiny, metyloselenocysteiny) sytuacja 

wyglŃda toŨsamo jak przy wchğanianiu standardowych aminokwas·w,  

poniewaŨ zachodzi tutaj transport aktywny zaleŨny od jon·w Na+ (symport) [13, 20, 21]. 

BezpoŜrednio po wnikniňciu zwiŃzk·w selenu do systemu naczyŒ krwionoŜnych sŃ one 

szybko i selektywnie wychwytywane przez erytrocyty oraz transportowane do wŃtroby, 

gdzie zachodzi ich metabolizm do selenku (Rycina 1), niezbňdnego do syntezy 

selenofosforanu. W wŃtrobie zwiŃzek ten jest nastňpnie wğŃczany do szlaku,  

w kt·rym powstaje selenoproteina P odpowiedzialna za transport selenu do tkanek  

i narzŃd·w organizmu ze wzglňdu na bardzo duŨŃ iloŜĺ reszt selenocysteinowych [13, 
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22]. Nie tylko Sepp1 bierze udziağ w dostarczaniu tego mikroelementu do miejsc 

docelowych. IstniejŃ doniesienia, Ũe wiŃŨe siň on z Ŭ- i ɓ-globulinami oraz lipoproteinami 

o niskiej i bardzo niskiej gňstoŜci (LDL i VLDL) i za ich poŜrednictwem jest on r·wnieŨ 

transportowany w organizmie [20]. 

 

Rycina 1. Schemat szlak·w metabolicznych prowadzŃcych do powstania selenku (Se2-) [17, 20]. 

Pomimo Ŝladowych iloŜci tego pierwiastka w ludzkim organizmie, peğni on w nim 

wiele istotnych funkcji, a organem, kt·ry zawiera najwiňcej selenu w przeliczeniu  

na jednostkň masy jest tarczyca (0,2-2 Õg/g) [13, 23]. Mikroelement ten wystňpuje 

gğ·wnie pod postaciŃ aminokwasu ï selenocysteiny ï w centrach katalitycznych 

enzym·w zaleŨnych od tego pierwiastka, stanowiŃc ich zasadniczy element strukturalny.  

W zwiŃzku z czym jest on kluczowym skğadnikiem potrzebnym do prawidğowego 

funkcjonowania ukğad·w jedno- i wieloenzymatycznych bazujŃcych na selenobiağkach, 

poprzez kt·re wyraŨa swojŃ aktywnoŜĺ biologicznŃ [24]. Klasyfikacja enzym·w 

zawierajŃcych selen w swojej budowie wyr·Ũnia cztery gğ·wne grupy,  

do kt·rych zaliczane sŃ peroksydazy glutationowe (GPxs), reduktazy tioredoksyny 

(TrxRs), dejodynazy jodotyroninowe (DIOs), a takŨe inne pojedyncze selenoproteiny 

(Sel; selenoproteina 15, H, I, K, M, N, O, P, R, S, T, V i W) [13, 15]. Tabela 1 

podsumowuje aktywnoŜĺ biologicznŃ selenu, kt·ra manifestowana jest poprzez 

wymienione powyŨej selenoenzymy. Selenoproteiny te kodowane sŃ przez 25 gen·w 

zawartych w genomie ludzkim, a ich ekspresja zaleŨna jest od stňŨenia osoczowego tego 

pierwiastka [24]. Co waŨne, regulacja transkrypcji tych makroczŃsteczek zwiŃzana jest  

z wyjŜciowym poziomem tego mikroelementu, jednakŨe nie wpğywa on na intensywnoŜĺ 

tego procesu [13].  



11 

 

Tabela 1. AktywnoŜĺ biologiczna selenu [12, 13, 15, 17]. 

Ukğad/NarzŃd/Proces Funkcje 

Ukğad 

odpornoŜciowy 

- stymuluje biosyntezň przeciwciağ klasy IgG i IgM 

- nasila aktywacjň makrofag·w 

- nasila ekspresjň interleukiny 2 (IL-2) i jej receptor·w (IL-2R) 

- przejawia aktywnoŜĺ chemokino- i cytokinopodobnŃ  

w przestrzeni pozakom·rkowej 

- op·Ŧnia rozw·j HIV do peğnoobjawowego AIDS (ale nie hamuje 

wiremii tego drobnoustroju)  

- dziağa hepatoprotekcyjnie w przypadku WZW typu B i C 

- hamuje postňp infekcji wirusem grypy i polio 

Proces starzenia siň 

- dziağanie przeciwstarzeniowe i przeciwzapalne 

- chroni sk·rň przez starzeniem indukowanym promieniami UVA 

- przeciwdziağa wiotczeniu sk·ry i poprawia jej elastycznoŜĺ 

- redukuje nasilenie objaw·w menopauzalnych 

Tarczyca 

- katalizuje aktywacjň trijodotyroniny (T3) z tyroksyny (T4)  

- odpowiada za inaktywacjň T3 i T4 (przeksztağca T4 w odwrotnŃ 

T3 (rT3), a tŃ z kolei w dijodotyroninň (T2)) 

Ukğad rozrodczy 

- poprawia jakoŜĺ mňskiego nasienia (dziağanie antyoksydacyjne ï 

odpowiada za wzrost poziomu GPx4 w plemnikach) 

- niezbňdny w biosyntezie testosteronu 

- odpowiedzialny za prawidğowŃ implantacjň zarodka i utrzymanie 

ciŃŨy (ochrona antyoksydacyjna DNA i bğon kom·rkowych) 

- zbyt niski poziom selenu na poczŃtku ciŃŨy moŨe prognozowaĺ 

niskŃ masň urodzeniowŃ dziecka 

- niedobory zwiŃzane z tym mikroelementem mogŃ byĺ przyczynŃ 

uszkodzenia ukğadu odpornoŜciowego i/lub nerwowego 

rozwijajŃcego siň pğodu 

- odpowiada za prawidğowy rozw·j i funkcjonowanie serca  

oraz przebieg hematopoezy u pğodu 

Inne 

- dziağanie antyoksydacyjne, chroni kom·rki przed wolnymi 

rodnikami (gğ·wna funkcja) 

- zapobiega uszkodzeniom DNA kom·rki 

- odpowiada za regulacjň gospodarki wapniowej  

- bierze udziağ w syntezie fosfolipid·w 

- reguluje ekspresjň gen·w glutationu (GSH) i enzym·w II fazy 

metabolizmu (dziağa jako czynnik transkrypcyjny) 

- wiŃŨe metylortňĺ i metale ciňŨkie, np. kadm oraz bierze udziağ  

w ich detoksykacji (Sepp1) 

 

2.2. Selen i jego aktywnoŜĺ chemoprewencyjna 

Rak jest jednym z najczňstszych globalnie wystňpujŃcych problem·w 

zdrowotnych. W samym 2022 r. odnotowano w sumie prawie 20 mln nowych 

przypadk·w r·Ũnych typ·w nowotwor·w [2]. JednakŨe istniejŃ metody umoŨliwiajŃce 
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chociaŨby minimalne obniŨenie tych zatrwaŨajŃcych statystyk. W dostňpnej literaturze 

istniejŃ doniesienia, Ũe ryzyko zachorowania na raka jest odwrotnie proporcjonalne  

do stňŨenia selenu w surowicy czy osoczu krwi [13]. Potwierdzeniem tego faktu sŃ 

r·wnieŨ przeprowadzane przez wielu badaczy na cağym Ŝwiecie metaanalizy i przeglŃdy 

systematyczne, w kt·rych dowodzŃ, Ũe selen peğni istotnŃ rolň w prewencji wielu 

nowotwor·w [13, 17, 25, 26], w tym piersi [25], pğuc [25, 27, 28], prostaty [25, 29-31], 

pňcherza moczowego [32], tarczycy [33] czy ŨoğŃdka [34].  

BiorŃc pod uwagň tŃ ciekawŃ obserwacjň klinicznŃ, naukowcy podjňli siň badaŒ  

dotyczŃcych okreŜlenia molekularnego mechanizmu aktywnoŜci chemoprewencyjnej 

selenu. Na ich podstawie okreŜlono, Ũe pierwiastek ten wykazuje wielokierunkowe 

dziağanie profilaktyczne [13, 35, 36], kt·re zostağo przedstawione na Rycinie 2. 

 

Rycina 2. AktywnoŜĺ chemoprewencyjna selenu [13, 35, 36]. 

 Dziňki swojej wielotorowej aktywnoŜci, a przede wszystkim wğaŜciwoŜciom 

proapoptotycznym i antyangiogennym, selen i jego zwiŃzki (zar·wno nieorganiczne,  

jak i organiczne) zyskağy duŨe zainteresowanie jako substancje wykazujŃce potencjalne 

dziağanie przeciwnowotworowe i stağy siň przedmiotem badaŒ naukowc·w na cağym 

Ŝwiecie [37, 38]. Szczeg·ğowe om·wienie klas pochodnych zawierajŃcych w swojej 

strukturze atom selenu, a takŨe ich potencjağu przeciwnowotworowego, zostağo dokonane 

w pracy przeglŃdowej ĂSelenium Compounds as Novel Potential Anticancer Agentsò 

(Publikacja I), wchodzŃcej w skğad niniejszej rozprawy doktorskiej. 
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3. Cel pracy 

RosnŃca liczba os·b cierpiŃca z powodu raka piersi, jak i wysoki wskaŦnik 

ŜmiertelnoŜci nim spowodowany [2], skğaniajŃ naukowc·w na cağym Ŝwiecie  

do  aktywnego poszukiwania Ŝrodk·w farmaceutycznych, kt·re charakteryzowağyby siň 

wysokŃ skutecznoŜciŃ oraz selektywnoŜciŃ wobec nowotwor·w piersi. PoŨŃdanŃ cechŃ 

tych substancji byğby r·wnieŨ ich szeroki indeks terapeutyczny, kt·ry umoŨliwiğby 

ograniczenie licznych dziağaŒ niepoŨŃdanych zwiŃzanych ze stosowanŃ chemioterapiŃ. 

OdpowiedziŃ na te potrzeby mogğyby siň okazaĺ zwiŃzki zawierajŃce w swojej strukturze 

atom selenu, kt·ry charakteryzuje siň szerokim spektrum aktywnoŜci, w tym dziağaniem 

chemoprewencyjnym [13, 35, 36]. Opr·cz potencjağu przeciwnowotworowego, zwiŃzki 

selenu wykazujŃ r·wnieŨ wğaŜciwoŜci antyoksydacyjne, immunomodulujŃce, 

neuroprotekcyjne, przeciwlňkowe, przeciwdepresyjne oraz przeciwdrobnoustrojowe 

(wobec bakterii, grzyb·w, pasoŨyt·w i wirus·w) [39-41]. Mimo Ũe ebselen (pochodna 

1,2-benzizoselenazol-3(2H)-onu) po raz pierwszy pojawiğ siň w badaniach klinicznych 

jako Ŝrodek neuroprotekcyjny [42], to juŨ 1 czerwca 2014 r. jego analog ï etaselen ï  trafiğ 

do fazy I badaŒ oceniajŃcych jego skutecznoŜĺ wobec zaawansowanego 

niedrobnokom·rkowego raka pğuca [43], bňdŃc pierwszym Ŝrodkiem selenoorganicznym 

stosowanym medycznie u pacjent·w onkologicznych. Jako Ũe zwiŃzki na bazie selenu 

wydajŃ siň byĺ obiecujŃcymi kandydatami na leki chemioterapeutyczne w przyszğoŜci, 

naleŨağoby rozwinŃĺ szerzej zakrojone badania w dziedzinie pochodnych zawierajŃcych 

ten pierwiastek w swojej budowie. 

Podczas realizacji pracy doktorskiej dokonano przeglŃdu literaturowego 

obejmujŃcego wiele klas zwiŃzk·w selenu wykazujŃcych aktywnoŜĺ 

przeciwnowotworowŃ w eksperymentach in vitro oraz in vivo, jak r·wnieŨ w badaniach 

klinicznych. Analizie zostağy poddane dwie gğ·wne grupy ï zwiŃzki nieorganiczne  

oraz organiczne pochodne. Zakres pracy obejmowağ substancje nieorganiczne,  

do kt·rych naleŨağ selenin i selenian sodu. Natomiast wŜr·d zwiŃzk·w 

selenoorganicznych om·wiono 1,2-benzizoselenazol-3(2H)-ony, selenidy, diselenidy, 

kwas metanoseleninowy, pochodne selenofenu, selenoestry, selenoaminokwasy 

(selenometionina, metyloselenocysteina, selenocysteina i selenocystyna) oraz selol 

(Publikacja I). 

Badania zrealizowane w ramach niniejszej dysertacji doktorskiej miağy na celu 

okreŜlenie aktywnoŜci przeciwnowotworowej oraz molekularnego mechanizmu dziağania 
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nowych selenoestr·w wobec kom·rek estrogenoniezaleŨnego (potr·jnie ujemnego; 

MDA-MB-231) i estrogenozaleŨnego (MCF-7) raka piersi. Dodatkowo, jako kom·rki 

por·wnawcze zastosowano liniň prawidğowych kom·rek nabğonkowych piersi  

(MCF-10A). ZwiŃzkiem referencyjnym zastosowanym we wszystkich oznaczeniach byğa 

cisplatyna, kt·ra jest lekiem cytostatycznym powszechnie stosowanym w terapii wielu 

nowotwor·w, w tym piersi, oraz posiada szeroko udokumentowany mechanizm dziağania. 

W pierwszym etapie prac dokonano analizy dziağania cytotoksycznego i wğaŜciwoŜci 

antyproliferacyjnych badanych zwiŃzk·w (Publikacja II i III). Nastňpnie 

przeprowadzono pogğňbionŃ ocenň molekularnego mechanizmu dziağania badanych 

selenoestr·w, w kt·rej to najaktywniejsze pochodne (EDA-71, EDAG-1 i EDAG-8) 

zostağy zbadane pod kŃtem ich wpğywu na indukcjň procesu autofagii (poziom 

autofagosom·w i autolizosom·w) oraz wybrane markery apoptozy, tj. zaburzenie 

asymetrii bğony fosfolipidowej kom·rek, zmiany w polaryzacji bğony mitochondrialnej 

czy aktywnoŜĺ kaspazy 3/7, 8 i 9 (Publikacja II i III). Opr·cz tego, w zaleŨnoŜci  

od badanego zwiŃzku, oznaczono r·wnieŨ inne dodatkowe procesy kom·rkowe i cele 

molekularne sygnalizacji kom·rkowej. W przypadku monoselenoestru EDA-71 

okreŜlono jego wpğyw na stňŨenie biağek szlak·w sygnağowych apoptozy (kaspaza 10, 

NF-əB) i autofagii (mTOR) oraz cykl kom·rkowy i zwiŃzany z tym poziom cykliny A2 

i E1 (Publikacja II). Z kolei w przypadku di- (EDAG-1) i triselenoestru (EDAG-8) 

ocenie podlegağ stopieŒ nasilenia ekspresji biağek Bax, Bcl-2 i p53 biorŃcych udziağ  

w procesie apoptotycznym kom·rki, a takŨe stňŨenie kinaz Akt i AMPK oraz proteiny 

LC3A/B peğniŃcych istotnŃ rolň podczas autofagocytozy (Publikacja III). W ostatnim 

etapie prac przeprowadzono badania in silico metodŃ dokowania molekularnego wiŃzania 

siň pochodnych EDAG-1 i EDAG-8 z pompami bğonowymi BCRP, MDR1 i MRP1  

w por·wnaniu z ich selektywnymi konwencjonalnie stosowanymi inhibitorami 

(odpowiednio nowobiocyna, MK-571 i werapamil), a takŨe zbadano wpğyw wybranych 

zwiŃzk·w selenoorganicznych na aktywnoŜĺ biağek opornoŜci wielolekowej (Publikacja 

IV). 
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4. Realizacja cel·w naukowych ï materiağy i metody badawcze, wyniki  

4.1. Badane zwiŃzki 

ZwiŃzki bňdŃce przedmiotem badaŒ niniejszej rozprawy doktorskiej, naleŨŃce  

do grupy selenoestr·w (Rycina 3), uzyskano na drodze syntezy chemicznej w toku 

wsp·ğpracy z Instytutem Og·lnej Chemii Organicznej HiszpaŒskiej Krajowej Rady  

ds. BadaŒ Naukowych w Madrycie. Badane zwiŃzki r·ŨniŃ siň miňdzy sobŃ iloŜciŃ 

atom·w selenu, obecnoŜciŃ grupy karbonylowej lub nitrylowej oraz podstawnika 

halogenowego w czŃsteczce. 

 

Rycina 3. Wzory strukturalne badanych selenoestr·w i zwiŃzku referencyjnego. 

Opisz syntezy powyŨszych pochodnych zostağ zawarty w pracach badawczych 

wchodzŃcych w skğad niniejszej dysertacji doktorskiej, znajdujŃcych siň na stronie 58 

(Publikacja II) i 93 (Publikacja III). 

4.2. Metody badawcze 

Pierwszy etap prac sğuŨyğ wyselekcjonowaniu zwiŃzk·w o najwiňkszej aktywnoŜci 

przeciwnowotworowej wŜr·d badanych selenoestr·w wobec linii kom·rkowych raka 

piersi MDA-MB-231 i MCF-7. Oceniono w nim cytotoksycznoŜĺ badanych pochodnych 

testem metodŃ Carmichaela z zastosowaniem soli tetrazolowej (MTT) oraz ich wpğyw  

na intensywnoŜĺ procesu biosyntezy DNA poprzez analizň stopnia inkorporacji [3H]-

tymidyny do DNA  kom·rek. Czas inkubacji linii kom·rkowych raka piersi z badanymi 

zwiŃzkami wynosiğ 24 godziny. Uzyskane wyniki pozwoliğy wyselekcjonowaĺ trzy 

pochodne wykazujŃce najwiňkszy potencjağ przeciwnowotworowy (EDA-71, EDAG-1, 

EDAG-8), kt·re zostağy poddane dalszym badaniom w dawkach odpowiadajŃcym ich 

wartoŜciom IC50 i 2ĬIC50 otrzymanym w eksperymencie z zastosowaniem testu MTT. 

Cisplatyna, bňdŃca zwiŃzkiem referencyjnym w niniejszych pracach, zostağa zastosowana 

w stňŨeniach odpowiadajŃcym dawkom badanych selenoestr·w. 
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W dalszym etapie przeprowadzono analizň stopnia indukcji procesu apoptozy  

i autofagii oraz wpğyw badanych zwiŃzk·w na cykl kom·rkowy po 24 h inkubacji  

z zastosowaniem cytometru przepğywowego. W tym celu uŨyto odpowiednio zestaw·w: 

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit II (BD PharmigenÊ, USA), Autophagy Assay 

kit oraz jodku propidyny (oba z ImmunoChemistry Technologies, USA). 

Po analizie otrzymanych wynik·w, kt·re dotyczyğy gğ·wnych proces·w 

zachodzŃcych w kom·rce, dokonano oznaczeŒ aktywnoŜci kaspaz inicjatorowych 

(kaspaza 8 i 10) oraz efektorowych (kaspaza 3/7 i 9), a takŨe poziomu ekspresji biağek 

szlak·w sygnağowych zwiŃzanych z apoptozŃ (biağko Bax, Bcl-2, NF-əB i p53), autofagiŃ 

(kinaza Akt, AMPK, mTOR i biağko LC3A/B) oraz cyklem kom·rkowym (cyklina A2  

i E1) pod wypğywem badanych selenoestr·w po 24 h inkubacji. Badania te zostağy 

przeprowadzone przy wykorzystaniu technologii cytometrii przepğywowej. Dodatkowo, 

w celu potwierdzenia wynik·w uzyskanych za pomocŃ cytometru przepğywowego, 

przeprowadzono badanie poziomu ekspresji biağka Akt, AMPK, Bax, p53 oraz kaspazy 7 

i 9 z wykorzystaniem techniki Western Blot. 

W ostatnim kroku dokonano analizy in silico metodŃ dokowania molekularnego 

wiŃzania siň zwiŃzk·w EDAG-1 i EDAG-8 z transporterami BCRP, MDR1 i MRP1  

w por·wnaniu z ich selektywnymi inhibitorami (odpowiednio nowobiocyna, MK-571  

i werapamil), a takŨe wpğyw tych pochodnych na aktywnoŜĺ niniejszych biağek opornoŜci 

za pomocŃ cytometrii przepğywowej i zestawu MDR Assay Kit (Abcam, UK). 

4.3. Wyniki 

Wstňpny skrining aktywnoŜci przeciwnowotworowej badanych selenoestr·w 

wobec kom·rek raka piersi MDA-MB-231 i MCF-7 oraz prawidğowych kom·rek  

MCF-10A zostağ przeprowadzony z wykorzystaniem testu przeŨywalnoŜci MTT. 

Uzyskane wyniki wykazağy, Ũe najbardziej aktywne wobec wszystkich badanych linii 

kom·rkowych byğy pochodne EDAG-1, EDAG-8 i EDA-71. W przypadku linii MCF-7 

ich IC50 wynosiğo odpowiednio 0,47 Ñ 0,06 ÕM, 0,61 Ñ 0,05 ÕM i  1,75 Ñ 0,06 ÕM, 

natomiast w kom·rkach MDA-MB-231 wartoŜci te wynosiğy: 0,71 Ñ 0,06, 0,53 Ñ 0,03  

i 1,4 Ñ 0,05 ÕM. Podczas analizy z zastosowaniem prawidğowych kom·rek MCF-10A 

zaobserwowano zbliŨone wartoŜci IC50 do tych otrzymanych w przypadku linii 

nowotworowych (0,41 Ñ 0,03 ÕM, 0,51 Ñ 0,02 ÕM i 1,56 Ñ 0,05 ÕM odpowiednio  

dla zwiŃzku EDAG-1, EDAG-8 i EDA-71). Pozostağe badane selenoestry zawierajŃce 

koŒcowŃ grupň nitrylowŃ charakteryzowağy siň sğabszym dziağaniem cytotoksycznym  

niŨ ich analogi zawierajŃce grupň karbonylowŃ. Dawka IC50 dla EDAG-7 i EDAG-10 
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wynosiğa odpowiednio: 3,15 Ñ 0,21 ÕM i 2,6 Ñ 0,03 ÕM (MCF-7), 4,64 Ñ 0,24 ÕM i 4,18 

Ñ 0,29 ÕM (MCF-10A) oraz 2,79 Ñ 0,1 ÕM (MDA-MB-231) dla pochodnej EDAG-10. 

WartoŜci IC50 zar·wno EDAG-7 wobec linii MDA-MB-231, jak i cisplatyny wobec 

wszystkich badanych linii kom·rkowych, byğy wyŨsze niŨ badany zakres stňŨeŒ (>5 ÕM). 

W kolejnym eksperymencie ocenie poddano wğaŜciwoŜci antyproliferacyjne 

badanych zwiŃzk·w selenoorganicznych. Dokonano tego poprzez oznaczenie stopnia 

inkorporacji [3H]-tymidyny do DNA kom·rek MDA-MB-231, MCF-7 i MCF-10A. 

Zaobserwowano, Ũe stopieŒ inhibicji procesu biosyntezy DNA jest zaleŨny od stňŨenia 

badanych selenoestr·w, a najsilniej dziağajŃcymi pochodnymi wobec wszystkich 

badanych linii kom·rkowych byğy zwiŃzki EDAG-1 i EDAG-8. WartoŜĺ IC50  

dla EDAG-1 wynosiğa 0,79 Ñ 0,02 ÕM, 0,70 Ñ 0,15 ÕM i 0,72 Ñ 0,07 ÕM,  

a dla EDAG-8: 0,96 Ñ 0,07 ÕM, 0,47 Ñ 0,08 ÕM i 0,93 Ñ 0,07 ÕM odpowiednio dla linii  

MCF-7, MDA-MB,231 i MCF-10A. Selenoester EDA-71 byğ umiarkowanie aktywny 

wobec linii MDA-MB-231 i MCF-10A (IC50 wynosiğo odpowiednio 1,51 Ñ 0,15 ÕM  

i 2,18 Ñ 0,13 ÕM), a w przypadku kom·rek MCF-7 byğa to najsğabiej dziağajŃca pochodna 

spoŜr·d wszystkich testowanych zwiŃzk·w selenoorganicznych (IC50 = 2,44 Ñ 0,04 ÕM). 

W przypadku pochodnej EDAG-7 odnotowano wartoŜci IC50 r·wne 1,81 Ñ 0,11 ÕM,  

2,04 Ñ 0,16 ÕM i 2,33 Ñ 0,02 ÕM odpowiednio dla linii MCF-7, MDA-MB-231  

i MCF-10A, natomiast dla zwiŃzku EDAG-10 wynosiğy one 1,95 Ñ 0,11 ÕM  (MCF-7), 

1,56 Ñ 0,08 ÕM (MDA-MB-231) i 1,6 Ñ 0,05 ÕM (MCF-10A). Selenoester E-NS-4 

najsğabiej spoŜr·d wszystkich badanych zwiŃzk·w selenoorganicznych dziağağ wobec 

linii MDA-MB-231 (IC50 = 2,49 Ñ 0,23 ÕM) i MCF-10A (IC50 = 3,16 Ñ 0,11 ÕM), 

natomiast w kom·rkach MCF-7 dawka IC50 wynosiğa 2,37 Ñ 0,04 ÕM. Cisplatyna jako 

zwiŃzek referencyjny nie wpğywağa istotnie na zahamowanie procesu biosyntezy DNA  

w badanych liniach kom·rkowych, a jej wartoŜci IC50 byğy wyŨsze niŨ badany zakres 

stňŨeŒ (>5 ÕM). 

Wysoka cytotoksycznoŜĺ badanych zwiŃzk·w selenoorganicznych moŨe byĺ 

zwiŃzana z ich wğaŜciwoŜciami proapoptotycznymi. W zwiŃzku z tym podjňto badania  

z zastosowaniem cytometru przepğywowego, aby m·c potwierdziĺ to zağoŨenie. 

Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe badane selenoestry silnie indukujŃ proces apoptotyczny  

w kom·rkach raka piersi, a jego intensywnoŜĺ zaleŨy od zastosowanej dawki. PochodnŃ 

o najwiňkszej aktywnoŜci proapoptotycznej byğ EDAG-8. Z kolei zwiŃzek EDA-71 

wykazywağ podobnŃ siğň indukowania apoptozy w badanych kom·rkach dopiero  

w trzykrotnie wiňkszej dawce (1,5 ÕM i 3 ÕM) niŨ pozostağe dwa selenoestry (0,5 ÕM  
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i 1 ÕM). Co wiňcej, zwiňkszenie dawki EDA-71 powodowağo istotny wzrost liczby 

kom·rek nekrotycznych w badanych liniach kom·rek nowotworowych,  

czego nie odnotowano przy ekspozycji na pochodne EDAG-1 i EDAG-8. Warto r·wnieŨ 

podkreŜliĺ fakt, Ũe linia MDA-MB-231 byğa bardziej wraŨliwa na zastosowane pochodne 

niŨ kom·rki MCF-7. W przypadku eksperyment·w z uŨyciem prawidğowych kom·rek 

MCF-10A odnotowano zbliŨone odsetki kom·rek apoptotycznych co w badanych liniach 

nowotworowych, a przy wyŨszych stňŨeniach zwiŃzk·w zauwaŨono wzrost populacji 

kom·rek nekrotycznych, co wskazywağoby na silne dziağanie badanych selenoestr·w. 

ZwiŃzek referencyjny nie charakteryzowağ siň tak silnymi wğaŜciwoŜciami 

proapoptotycznymi co badane pochodne. 

Proces apoptotyczny przebiega dwoma gğ·wnymi szlakami ï zewnŃtrzpochodnym 

(tzw. receptorowym) i wewnŃtrzpochodnym (zwanym inaczej mitochondrialnym) [44]. 

W celu weryfikacji, czy apoptoza indukowana przez badane selenoestry zachodzi poprzez 

szlak receptorowy, oznaczono aktywnoŜĺ kaspazy 8 i 10 metodŃ cytometrii 

przepğywowej. Zaobserwowano, Ũe pochodne EDAG-1, EDAG-8 i EDA-71 istotnie 

zwiňkszajŃ populacjň z aktywnŃ kaspazŃ 8, przy czym najsilniej dziağajŃcym zwiŃzkiem 

byğ EDAG-8. Ponadto, oznaczenie aktywnej formy kaspazy 10 pod wpğywem EDA-71 

r·wnieŨ wykazağo znaczŃcy wzrost aktywnoŜci tej proteazy. W przypadku cisplatyny  

nie odnotowano istotnego pobudzenia aktywnoŜci tych kaspaz inicjatorowych. 

Mitochondrialny szlak apoptozy jest duŨo bardziej skomplikowanym 

mechanizmem sygnağowym niŨ ŜcieŨka receptorowa. Bierze w nim udziağ wiele r·Ũnego 

rodzaju biağek, takŨe tych naleŨŃcych do szlaku zewnŃtrzpochodnego. WzmoŨenie 

aktywnoŜci kaspazy 8 powoduje powstanie biağka tBid, kt·re oddziağuje z biağkami Bax 

i Bak, prowadzŃc do ich wsp·lnej oligomeryzacji. W wyniku tego dochodzi do powstania 

makropor·w w bğonie mitochondrialnej, co zwiňksza jej przepuszczalnoŜĺ, prowadzŃc  

do spadku jej potencjağu (ȹɊm). Nastňpstwem tego jest uwolnienie zawartoŜci macierzy 

mitochondrialnej do cytozolu kom·rki i aktywacja kaspazy 9 [45]. Ponadto, zar·wno 

biağko tBid, jak i p53, sŃ inhibitorami antyapoptotycznego biağka Bcl-2, blokujŃc jego 

dziağanie, a samo wzmoŨenie ekspresji p53 zwiňksza wewnŃtrzkom·rkowy poziom 

biağka Bax [45, 46]. W toku oznaczeŒ dotyczŃcych szlaku wewnŃtrzpochodnego 

wykazano, Ũe badane selenoestry (EDAG-1, EDAG-8, EDA-71) powodujŃ istotny 

spadek ekspresji NF-əB i Bcl-2 wraz ze wzrostem stňŨenia biağka p53 i Bax,  

a takŨe wpğywajŃ na spadek potencjağu mitochondrialnego ȹɊm, co skutkowağo nastňpczŃ 

aktywacjŃ kaspazy 9. Tak jak poprzednio, najbardziej wraŨliwa na leczenie byğa linia 
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MDA-MB-231, najaktywniejszŃ pochodnŃ byğ zwiŃzek EDAG-8, a cisplatyna  

nie wpğywağa istotnie na badane biağka i zjawiska. 

W trakcie trwania procesu apoptotycznego istnieje punkt, w kt·rym to oba szlaki 

(zewnŃtrz- i wewnŃtrzpochodny) schodzŃ siň w jednŃ wsp·lnŃ ŜcieŨkň sygnağowŃ,  

w kt·rej do dochodzi do aktywacji kaspazy 3 i 7, rozpoczynajŃc tym samym fazň 

wykonawczŃ apoptozy [45]. Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

wskazujŃ, Ũe wszystkie badane selenoestry (EDAG-1, EDAG-8, EDA-71) istotnie 

wpğywajŃ na aktywacjň kaspazy 3/7, a najsilniejszym potencjağem pobudzajŃcym  

je charakteryzuje siň pochodna EDAG-8, zwğaszcza w kom·rkach MDA-MB-231. 

Natomiast w przypadku zwiŃzku referencyjnego nie zaobserwowano istotnych zmian 

aktywnoŜci tych proteaz. 

Autofagia (programowana Ŝmierĺ kom·rki typu II, autofagocytoza) jest procesem 

oczyszczania kom·rek ze zbňdnych lub wadliwych skğadnik·w. Co ciekawe, nadmierna 

aktywacja tego procesu moŨe byĺ skğadowŃ cytotoksycznego dziağania zwiŃzk·w [47]. 

W zwiŃzku z tym podjňto badania metodŃ cytometrii przepğywowej majŃce na celu ocenň 

indukcji autofagii pod wpğywem badanych pochodnych (EDAG-1, EDAG-8, EDA-71). 

ZwiŃzek referencyjny nie indukowağ tego zjawiska w badanych kom·rkach, natomiast 

wszystkie zwiŃzki selenoorganiczne pobudzağy ten proces. WŜr·d nich, EDAG-8 

charakteryzowağ siň najsilniejszymi wğaŜciwoŜciami proautofagocytarnymi, a pochodna 

EDA-71, mimo Ũe w trzykrotnie wyŨszym stňŨeniu (1,5 ÕM i 3 ÕM) niŨ pozostağe dwa 

selenoestry (0,5 ÕM i 1 ÕM), wykazywağa sğabsze dziağanie w por·wnaniu do pozostağych 

dw·ch zwiŃzk·w. Molekularny mechanizm autofagii obejmuje wiele ŜcieŨek 

sygnağowych. WŜr·d nich gğ·wnym szlakiem jest oŜ PI3K/Akt/mTOR, w kt·rej to PI3K 

pobudza biağko Akt, a te z kolei stymuluje kinazň mTOR, hamujŃc w ten spos·b 

autofagocytozň. JednakŨe, aktywnoŜĺ mTOR nie tylko zaleŨy od kinazy Akt, ale wpğyw 

na niŃ ma r·wnieŨ kinaza aktywowana AMP (AMPK), kt·ra jest jego inhibitorem [48]. 

Dlatego teŨ inhibicja biağka Akt skutkuje blokowaniem dziağania mTOR, wzmacnianego 

dodatkowo aktywnoŜciŃ supresyjnŃ AMPK, prowadzŃc do indukcji autofagii. W ramach 

przeprowadzonych eksperyment·w wykazano spadek ekspresji kinazy Akt i mTOR  

z jednoczesnym wzrostem poziomu biağka AMPK pod wpğywem badanych zwiŃzk·w 

selenu. Dodatkowo, przeprowadzono r·wnieŨ oznaczenie najbardziej 

charakterystycznego markera autofagii jakim jest biağko LC3A/B, niezbňdnego podczas 

tworzenia autofagosom·w i dodatnio skorelowanego z ich liczbŃ [49]. Zaobserwowano, 

Ũe pod wpğywem zwiŃzk·w EDAG-1 i EDAG-8 dochodzi do istotnego wzrostu ekspresji 
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tego biağka, potwierdzajŃc wczeŜniej uzyskane wyniki. Kom·rki MDA-MB-231 

ponownie byğy bardziej wraŨliwe na leczenie badanymi selenoestrami, a pochodna 

EDAG-8 cechowağa siň najsilniejszym dziağaniem proautofagocytarnym. Cisplatyna  

nie wpğywağa istotnie na ekspresjň badanych biağek. 

Analiza przeprowadzona metodŃ Western Blot potwierdziğa wyniki uzyskane 

metodŃ cytometrycznŃ, gdzie stwierdzono wzrost poziomu biağka AMPK, Bax, p53  

oraz kaspazy 7 i 9, a takŨe spadek ekspresji kinazy Akt. 

Cykl kom·rkowy jest procesem niezbňdnym do namnaŨania kom·rek [50]. 

Zgodnie z tym, zatrzymanie jego przebiegu mogğoby ograniczyĺ proliferacjň kom·rek, 

stajŃc siň strategiŃ leczenia przeciwnowotworowego. Podczas analizy z uŨyciem jodku 

propidyny i cytometru przepğywowego zaobserwowano, Ũe zwiŃzek EDA-71 po 24 h 

ekspozycji na niego zatrzymywağ kom·rki w r·Ũnych fazach cyklu w zaleŨnoŜci  

od badanej linii kom·rkowej. W kom·rkach MCF-7 EDA-71 zatrzymywağa cykl w fazie 

G2/M, natomiast w MDA-MB-231 w fazie S. Z kolei leczenie cisplatynŃ skutkowağo 

zatrzymaniem kom·rek w fazie S w obu badanych liniach nowotworowych. Ponadto,  

aby potwierdziĺ poprawnoŜĺ otrzymanych wynik·w, wykonano dodatkowe oznaczenie 

stňŨenia cykliny A2 i E1, kt·rych najwyŨszŃ ekspresjň obserwuje siň podczas przejŜcia 

kom·rki z fazy G1 do S (cyklina E1) i w fazie G2 (cyklina A2) [51]. Odnotowano podobny 

spadek stňŨenia cykliny E1 i por·wnywalny wzrost ekspresji cykliny A2 po leczeniu 

cisplatynŃ i EDA-71 w linii MDA-MB-231, co potwierdza zatrzymanie tych kom·rek  

w fazie S cyklu kom·rkowego. Natomiast w kom·rkach MCF-7 zaobserwowano istotnie 

niŨszy poziom cykliny E1 i wyraŦnie wyŨszŃ ekspresjň cykliny A2 po inkubacji  

z EDA-71 w por·wnaniu z cisplatynŃ, co wskazuje, Ũe EDA-71 i cisplatyna zatrzymujŃ 

kom·rki odpowiednio w fazie G2/M i S. 

Ostatnie badanie dotyczŃce dokowania molekularnego wykazağo, Ũe selenoestry, 

zwğaszcza pochodna EDAG-8, wiŃŨŃ z biağkami BCRP, MDR1 i MRP1 silniej  

niŨ nowobiocyna, MK-571 i werapamil. Z kolei analiza aktywnoŜci pomp bğonowych 

potwierdziğa, Ũe zwiŃzki te sŃ inhibitorami niniejszych transporter·w. 

PodsumowujŃc wyniki badaŒ przeprowadzonych w ramach niniejszej dysertacji 

doktorskiej, moŨna stwierdziĺ, Ũe badane selenoestry mogŃ stanowiĺ nowŃ interesujŃcŃ 

klasň potencjalnych lek·w przeciwnowotworowych w terapii raka piersi w przyszğoŜci. 

JednakŨe zanim trafiŃ one do leczenia klinicznego niezbňdne sŃ dalsze szeroko zakrojone 

badania nad ich aktywnoŜciŃ przeciwnowotworowŃ, zwğaszcza z zastosowaniem modeli 

in vivo, a takŨe analiza ich metabolizmu i bezpieczeŒstwa. 
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5. Wnioski 

1. Selenoestrami o najwiňkszej aktywnoŜci przeciwnowotworowej byğy zwiŃzki 

EDAG-1 i EDAG-8. Badane selenoestry wykazujŃ wysoce silnŃ cytotoksycznoŜĺ  

i wğaŜciwoŜci antyproliferacyjne wobec badanych kom·rek raka piersi juŨ w zakresie 

nanomolarym. 

2. CytotoksycznoŜĺ badanych selenoestr·w w stosunku do kom·rek prawidğowych 

MCF-10A i kom·rek raka piersi byğa zbliŨona. 

3. Liczba i orientacja podstawnik·w zawierajŃcych grupň selenoestrowŃ wzglňdem 

pierŜcienia benzenowego determinuje siğň dziağania przeciwnowotworowego 

zwiŃzku i zaleŨy od linii kom·rkowej raka piersi. W przypadku kom·rek MCF-7 

bardziej aktywne sŃ pochodne zawierajŃce dwa podstawniki z grupŃ selenoestrowŃ 

w pozycji para, natomiast pochodne z trzema podstawnikami w poğoŨeniu meta 

dziağajŃ silniej wobec linii MDA-MB-231. Najsğabsze wğaŜciwoŜci 

przeciwnowotworowe w stosunku do obu linii kom·rkowych raka piersi wykazujŃ 

zwiŃzki zawierajŃce jeden podstawnik z grupŃ selenoestrowŃ. Rodzaj fragmentu 

koŒcowego przy grupie selenoestrowej r·wnieŨ wpğywa na wğaŜciwoŜci 

przeciwnowotworowe zwiŃzku. ZwiŃzki posiadajŃce ketonowy fragment koŒcowy 

wykazujŃ wiňkszŃ aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ niŨ zwiŃzki posiadajŃce grupň 

nitrylowŃ. 

4. Badane selenoestry charakteryzujŃ siň silnymi wğaŜciwoŜciami proapoptotycznym  

i proautofagocytarnymi. Badane pochodne indukujŃ apoptozň przebiegajŃcŃ 

szlakiem receptorowym z aktywacjŃ kaspazy 8 i 10, jak i mitochondrialnym, o czym 

Ŝwiadczy spadek potencjağu mitochondrialnego oraz obniŨenie poziomu 

antyapoptotycznego biağka Bcl-2 i czynnika NF-əB z jednoczesnym wzrostem 

stňŨenia proapoptotycznego biağka Bax i p53 oraz nasileniem aktywnoŜci kaspazy 9, 

pobudzajŃc w ten spos·b kaspazy wykonawcze 3 i 7. 

5. Indukcja procesu autofagii w wyniku dziağania badanych zwiŃzk·w wynika  

z hamowania kinazy Akt i mTOR z r·wnoczesnym wzrostem ekspresji biağka AMPK 

i LC3A/B. 

6. Selenoester EDA-71 moŨe wykazywaĺ swojŃ aktywnoŜĺ przeciwnowotworowŃ 

poprzez zatrzymanie cyklu kom·rkowego, a jego wpğyw na poszczeg·lne fazy  

tego procesu zaleŨy od badanej linii raka piersi (MCF-7, faza G2/M; MDA-MB-231, 

faza S). Zatrzymanie cyklu kom·rkowego w fazie S (MDA-MB-231) oraz G2/M 
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(MCF-7) przez zwiŃzek EDA-71, wynika z obniŨenia poziomu cykliny E1  

oraz jednoczesnego wzrostu stňŨenia cykliny A2, kt·re byğy swoiste dla badanych 

faz. 

7. Selenoestrem o najniŨszej energii wiŃzania z pompami bğonowymi BCRP, MDR1  

i MRP1 byğ zwiŃzek EDAG-8. Pochodna EDAG-8 wiŃŨe siň z biağkami opornoŜci 

BCRP, MDR1 i MRP1 za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych i oddziağywaŒ typu  

-́́ stacking, a jej struktura stabilizowana jest przez liczne oddziağywania van der 

Waalsa. 

8. Badane selenoestry, a zwğaszcza zwiŃzek EDAG-8, sŃ silniejszymi inhibitorami 

pomp bğonowych BCRP, MDR1 i MRP1 niŨ zwiŃzki referencyjne (nowobiocyna, 

werapamil i MK-571) i modulujŃ ich aktywnoŜĺ. 
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7. Streszczenie w jňzyku polskim i angielskim 

Selen jest pierwiastkiem peğniŃcym szereg istotnych funkcji w organizmie ludzkim, 

z czego gğ·wnŃ jest ochrona antyoksydacyjna kom·rek. Przeprowadzone dotychczas 

przeglŃdy systematyczne i metaanalizy pozwoliğy zaobserwowaĺ, Ũe mikroelement  

ten dziağa chemoprewencyjnie na wiele typ·w nowotwor·w, w tym raka piersi, przez  

co zyskağ duŨe zainteresowanie w dziedzinie onkologii. Z kolei molekularne badania 

mechanizmu dziağania tego mikroskğadnika wykazağy jego wğaŜciwoŜci proapoptotyczne, 

antyproliferacyjne i antyangiogenne, co stağo siň istotnŃ przesğankŃ do projektowania  

i syntezy zwiŃzk·w zawierajŃcych w swojej strukturze atom selenu jako Ŝrodk·w  

o potencjalnej aktywnoŜci przeciwnowotworowej. 

Niniejsza rozprawa doktorska miağa na celu szczeg·ğowŃ ewaluacjň potencjağu 

przeciwnowotworowego nowych pochodnych selenoorganicznych z grupy selenoestr·w. 

Przeprowadzono ocenň wğaŜciwoŜci cytotoksycznych i antyproliferacyjnych badanych 

zwiŃzk·w wobec kom·rek raka piersi MDA-MB-231 i MCF-7 oraz prawidğowych 

kom·rek nabğonka piersi MCF-10A. Nastňpnie wybrano trzy najaktywniejsze pochodne 

(EDA-71, EDAG-1 i EDAG-8), kt·re zbadano pod kŃtem ich aktywnoŜci 

proapoptotycznej i proautofagocytarnej. Oznaczono wybrane markery procesu apoptozy 

i autofagii, a takŨe oceniono wpğyw badanych selenoestr·w na cykl kom·rkowy i biağka 

z nim zwiŃzane. Dodatkowo przeprowadzono analizň dokowania molekularnego in silico 

wiŃzania siň zwiŃzk·w EDAG-1 i EDAG-8 z pompami bğonowymi BCRP, MDR1  

i MRP1 oraz wpğyw tych pochodnych na aktywnoŜĺ niniejszych transporter·w. 

Wyniki uzyskane w ramach prac zwiŃzanych z niniejszŃ dysertacjŃ doktorskŃ 

wykazağy, Ũe badane zwiŃzki charakteryzujŃ siň silnym dziağaniem cytotoksycznym  

i antyproliferacyjnym zar·wno wobec kom·rek MDA-MB-231 i MCF-7, jak i MCF-10A, 

juŨ w dawkach nanomolarnych. Przeprowadzone analizy wskazağy, Ũe badane pochodne 

wykazujŃ zdolnoŜĺ do silnej indukcji autofagii i apoptozy zachodzŃcej szlakiem 

receptorowym i mitochondrialnym, a takŨe powodujŃ zatrzymanie cyklu kom·rkowego 

w fazie S lub G2/M w zaleŨnoŜci od badanej linii kom·rkowej. Ponadto, selenoestry  

te silnie wiŃŨŃ siň z biağkami opornoŜci BCRP, MDR1 i MRP oraz sŃ ich inhibitorami. 

Uzyskane wyniki sugerujŃ moŨliwoŜĺ potencjalnego zastosowania nowych 

selenoestr·w w terapii raka piersi. JednakŨe istnieje potrzeba przeprowadzenia dalszych 

badaŒ nad ich dziağaniem przeciwnowotworowym, zwğaszcza na modelach zwierzňcych, 

oraz ocena ich bezpieczeŒstwa i metabolizmu. 



29 

 

Abstract 

Selenium is an element that performs many important functions in the human body, 

mainly the antioxidant protection of cells. Systematic reviews and meta-analyses 

conducted so far have observed that this micronutrient has a chemopreventive effect  

on many types of cancer, including breast cancer, and thus has gained great interest in the 

field of oncology. In turn, molecular studies of this microelement's mechanism of action 

have demonstrated its proapoptotic, antiproliferative, and antiangiogenic properties, 

which has become an important premise for the design and synthesis of compounds 

containing selenium atom in their structure as agents with potential anticancer activity. 

This dissertation aimed at a detailed evaluation of the anticancer potential of novel 

selenoorganic derivatives from the selenoesters group. The cytotoxic and antiproliferative 

properties of the tested compounds against MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cells 

and MCF-10A normal breast epithelial cells were evaluated. The three most active 

derivatives (EDA-71, EDAG-1, and EDAG-8) were then selected and tested for their 

proapoptotic and proautophagic activity. Selected apoptosis and autophagy markers were 

determined, and the effects of the tested selenoesters on the cell cycle and related proteins 

were assessed. In addition, an in silico molecular docking analysis of the binding  

of compounds EDAG-1 and EDAG-8 to the membrane pumps BCRP, MDR1,  

and MRP1 and the effect of these derivatives on the activity of these transporters was 

performed. 

The results obtained from the studies related to this PhD dissertation showed that 

the investigated compounds exhibit potent cytotoxic and antiproliferative activity against 

both MDA-MB-231 and MCF-7 cells, as well as MCF-10A cells, even at nanomolar 

doses. Performed analyses indicated that the tested derivatives exhibit the ability to potent 

induction of autophagy and apoptosis occurring via receptor-mediated and mitochondrial 

pathways, as well as causing cell cycle arrest in the S or G2/M phase, depending on the 

tested cell line. Moreover, these selenoesters bind potently to the resistance proteins 

BCRP, MDR1, and MRP1 and are their inhibitors. 

The obtained results suggest the potential application of the novel selenoesters  

in breast cancer therapy. However, there is a need for further research on their anticancer 

effect, especially in animal models, and evaluation of their safety and metabolism. 
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8. Publikacja I: Selenium Compounds as Novel Potential Anticancer 
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