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Abstract

Introduction: Naproxen is a non-steroidal anti-inflammatory drug mainly used to treat inflammation, pain, and
fever of various etiology. Scientific studies conducted over the last five years have shown, that its introduction
significantly influenced neoplastic processes in the in vitro and in vivo studies carried out within cell cultures and
animal models.

Aim of the study: Our aim was to review the theses, extract and present the influence of naproxen and its
derivatives in signaling pathways involved in the initiation, promotion and progression of cancer as well as to
indicate potential directions for further research.

Methods and materials: We have reviewed the theses in the bibliographic PubMed database, using the
keywords: ,,naproxen”; ,,naproxen derivatives”; ,,cancer”; ,,cancer treatment” ,,cancer prevention”.
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Results: In addition to the well-known mechanism of inhibiting COX, there are scientific proofs of the activity
of naproxen against other molecules, such as PI3-K (phosphatidylinositol 3-kinase), GSK-3f (glycogen synthase
kinase-3f3), NF«xB (nuclear transcription factor kB), MMP ( metalloproteinases), NO (nitric oxide) involved in
neoplastic processes.

Conclusion: Conclusions drawn from the analysis of specific molecular activities of naproxen and its derivatives
against neoplastic processes are promising. However, more preclinical research is needed to confirm the
effectiveness, practical applicability and to assess the side effects of the therapy, before starting the clinical trials
in humans.

Keywords: naproxen; naproxen derivatives; cancer; cancer treatment; cancer prevention

Abstrakt

Wprowadzenie: Naproksen jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym stosowanym glownie do leczenia
stanow zapalnych, bolu, oraz objawowego leczenia goraczki réznego pochodzenia. W badaniach naukowych
przeprowadzonych na przestrzeni ostatnich pieciu lat dowiedziono, ze jego zastosowanie w stopniu znacznym
wplywato na procesy nowotworzenia w badaniach in vitro na hodowlach komoérkowych oraz in vivo na
modelach zwierzecych.

Cel pracy: Celem naszej pracy byt przeglad badan naukowych oraz wyodrebnienie i przedstawienie wpltywu
naproksenu i jego pochodnych na szlaki sygnalowe zaangazowane w inicjacj¢, promocj¢ oraz progresje
nowotwordw oraz wskazanie potencjalnych kierunkéw dalszych badan naukowych.

Materialy i metody: DokonaliSmy przegladu prac badawczych w bibliograficznej bazie PubMed.
Zastosowalismy stowa klucze: ,,naproxen”; ,naproxen derivatives”; ,cancer”; ,cancer treatment” ,cancer
prevention”.

Wyniki: Poza znanym mechanizmem polegajacym na hamowaniu COX, istnieja badania dowodzace aktywnosci
naproksenu wzgledem innych molekut, takich jak PI3-K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu), GSK-3p (kinaza
syntazy glikogenu- 3p), NFkB (jadrowy czynnik transkrypcyjny «B), MMP (metaloproteinazy), NO (tlenek azotu)
zaangazowanych w procesy nowotworzenia.

Podsumowanie: Wnioski wysunigte z analizy specyficznych aktywnos$ci molekularnych naproksenu i jego
pochodnych wzglgdem proceséw nowotworzenia sg obiecujace. Konieczne jest jednak przeprowadzenie
wiekszej ilosci badan przedklinicznych celem potwierdzenia skutecznosci, mozliwosci praktycznego
zastosowania, oraz oceny objawdw niepozadanych terapii przed rozpoczeciem badan klinicznych z udziatem
ludzi.

Slowa klucze: naproxen; naproxen derivatives; cancer; cancer treatment; cancer prevention

I. Wprowadzenie

Naproksen, inhibitor COX-1 i COX-2 (cyklooksygenazy-1 i cyklooksygenazy-2), jest jednym z dobrze
znanych i powszechnie stosowanych lekow z grupy niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych. Wprowadzony do
obrotu przez FDA (ang. Food and Drug Administration) w roku 1976, zarejestrowany jest do leczenia
objawowego reumatoidalnego zapalenia stawow, niektorych spondyloartropatii, choroby zwyrodnieniowej
stawow, ostrej dny moczanowej, ostrych zaburzen mig$niowo-szkieletowych, bolesnego miesigczkowania,
goraczki roznego pochodzenia, oraz celem usmierzenia tagodnego i umiarkowanego bolu [1]. W literaturze
medycznej spotka¢ si¢ mozna z doniesieniami o potencjale zastosowaniu tego leku réwniez w chorobie
Alzheimera [2], infekcji wirusem SARS-CoV-2 [3] oraz, tak jak innych lekéw z grupy NLPZ, w leczeniu
nowotworow ztosliwych. Poza znanym mechanizmem polegajacym na hamowaniu COX, istnieja badania
dowodzace aktywnosci naproksenu wzgledem innych molekut zaangazowanych w procesy nowotworzenia,
takich jak PI3-K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu), GSK-3p (kinaza syntazy glikogenu- 33), NFxB (jadrowy
czynnik transkrypcyjny «B), MMP (metaloproteinazy), NO (tlenku azotu). Szeroki zakres badan
epidemiologicznych dowodzi, ze naproksen, wzglgdem innych lekow z grupy NLPZ, wykazujacych wptyw na
COX-2, ma najmniejsze ryzyko wystapienia niepozadanych zdarzen sercowo-naczyniowych [4,5].

Pierwszym etapem karcynogenezy jest inicjacja. Polega ona na wystapieniu w komorce pojedynczej
mutacji spontanicznej, lub indukowanej narazeniem na karcynogen. W warunkach fizjologii, takie uszkodzenie
DNA jest wykrywane i naprawiane przez komorkowe systemy naprawcze, natomiast jesli uszkodzenie jest zbyt
powazne- komoérka wehodzi na szlak apoptozy. Za proces inicjacji odpowiada mutacja w genach krytycznych,
czyli takich ktére odpowiadajg za kontrolg cyklu zyciowego, a wigc gendw regulatorowych, supresorowych czy
protoonkogenéw. Kolejnym etapem karcynogenezy jest promocja, w ktorej dochodzi do kumulowania sig¢
mutacji aktywujacych onkogeny i hamujacych geny regulatorowe i supresorowe, ktore nie sa naprawiane, co
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prowadzi do niekontrolowanego wzrostu i namnazania si¢ komoérek nowotworowych oraz ich nie§miertelnosci, a
w konsekwencji do wzrostu guza. Ostatnim etapem karcynogenezy jest progresja, czyli ztosliwienie- nabywanie
zdolnosci do naciekania, angiogenezy i tworzenia si¢ przerzutow [6].

II. Cel pracy

Celem naszej pracy byl przeglad badan naukowych oraz wyodrebnienie i przedstawienie wplywu
naproksenu i jego pochodnych na szlaki sygnatowe zaangazowane w inicjacj¢, promocj¢ oraz progresje
nowotwordw oraz wskazanie potencjalnych kierunkéw dalszych badan naukowych.

I11. Materialy i metody
Dokonalismy przegladu artykutéw naukowych w bibliograficznej bazie PubMed. Zastosowalismy
stowa klucze: ,,naproxen”; ,,naproxen derivatives” ,,cancer”; ,,cancer treatment” ,,cancer prevention”

IV. Wyniki- opis stanu wiedzy

IVA. Naproksen i jego pochodne w regulacji szlakow zaleznych od COX-1 i COX-2 oraz proces6ow
zapalnych zaleznych od cytokin

Przewlekly stan zapalny taczy si¢ z karcynogeneza na réznych jej etapach, w tym inicjacji, promocji
konwersji zto§liwej 1 przerzutach [7]. Leki przeciwzapalne od dawna byly badane jako kandydaci terapeutyczni
w leczeniu i profilaktyce raka. W ciagu ostatnich kilku dekad badania wykazaly, Ze niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ) zmniejszaja ryzyko rozwoju niektorych rodzajow nowotwordw i zmniejszajg ich
progresje, prawdopodobienstwo nawrotéw i stopien ztosliwosci. Co wigcej, w badaniach przedklinicznych
odnotowano poprawe wynikow podczas taczenia NLPZ z lekami przeciwnowotworowymi. Wlasciwosci
przeciwnowotworowe naproksenu (NAP) przypisuje si¢ gtéwnie obnizeniu poziomu prostaglandyny E> (PGE»),
gtéwnego produktu kaskady aktywacji obu izoform cyklooksygenazy (COX) (COX1/COX2) [8].

Spadek aktywno$ci PGE>w badaniu nad wysoce inwazyjnymi komoérkami raka piersi MDA-MB-231,
spowodowany inkubacjg tych komorek in vitro z pochodng ‘4’ nowo zsyntetyzowanych pochodnych naproksenu,
skutkowat opodznieniem catkowitego tempa migracji komorek MDA-MB-231 [9]. Podobne wlasciwosci
antymigracyjne zaobserwowano w badaniach z udziatem nanoczasteczki platyny (IV) naproksenu in vitro oraz in
vivo przeprowadzonych na czterech nowotworowych liniach komérkowych, w tym ludzkiego raka ptuc (A549),
ludzkiego raka jajnika (SKOV-3), mysiego raka okr¢znicy (CT-26) i oporng na cisplatyne lini¢ komodrkows
AS549R raka watroby [10].

Z kolei w eksperymencie in vivo na modelach szczurzych, dotyczacym hamowania progresji gruczolaka
okreznicy do gruczolakoraka pod wplywem przerywanej, naprzemiennej terapii aspiryng i naproksenem,
zauwazono wilasciwosci chemoprewencyjne, spadek proliferacji komorkowej i inwazyjnosci spowodowanej
zmniejszeniem st¢zenia PGE2 w srodowisku komorek nowotworowych. W tymze badaniu, analiza biomarkerow
guza okreznicy wykazata rowniez, ze mediatory prozapalne takie jak IL1p, IL6, IL12, byly istotnie skorelowane
z hamujacym dziataniem aspiryny i naproksenu. Te cytokiny, przez swoje mechanizmy immunologiczne, sg
uznane za gtéwny czynnik progresji nowotworu i ztego rokowania [11].

IVB. Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) jako potencjalny cel dla naproksenu

Kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (P13-K) bierze udziat w procesach nowotworzenia poprzez hamowanie
apoptozy oraz indukcj¢ podziatow komorkowych, zwigkszajac niesmiertelno$¢ komorek nowotworowych i w
konsekwencji potencjat wzrostu masy guza.

W badaniu na komoérkach raka pecherza moczowego UM-UC-5 i UMUC-14, wyniki komputerowego
profilowania kinaz sugeruja, ze kinaza 3-fosfatydyloinozytolu (PI3-K) jest potencjalnym celem dla naproksenu.
Dane z testu kinazy, testu wigzania typu pull-down oraz Western Blot ujawnity i potwierdzily, ze naproksen
bezposrednio wigze si¢ z kinaza PI3-K in vitro i ex vivo, co hamuje jej aktywno$¢, przez zmniejszanie
fosforylacji jej kinazy o nazwie Akt. Konsekwencja tego jest wzrost biatka polimerazy poli(ADP-rybozy)(PARP)
oraz kaspazy 3 oraz kaspazy 7, ktore m.in. powoduja spadek stgzenia biatka antyapoptycznego Bcl-2, oraz
wzrost biatka proapoptycznego Bax, w znacznym stopniu indukujgc $mieré komorek. Jednoczesnie, dziatajac za
posrednictwem wzrostu aktywnosci biatka p53, a w konsekwencji p21 (bgdacym inhibitorem kinaz zaleznych od
cyklin), naproksen spowodowat spadek stezenia CDK4 (ang. cyclin-dependent kinase 4), oraz cyklidyny D1, co
powodowalo zatrzymanie komorek w fazie G1, a w konsekwencji zahamowanie ich namnazania. Ponadto,
biatko p21 jest w stanie hamowaé aktywno$¢ jadrowego antygenu komorek proliferujacych (ang. proliferating
cell nuclear antygen — PCNA), ktory jest czynnikiem indukujacym dzialanie polimerazy DNA, co powoduje
zahamowanie replikacji i naprawy tancucha DNA [12]. Ten mechanizm molekularny, hamujacy proliferacje
komoérek nowotworowych, zaobserwowano réwniez w badaniu nad wplywem dzialania nanoczasteczek
naproksenu pokrytych kwasem hialuronowym na komorki raka piersi [9], oraz w badaniu nad mechanizmem
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dziatania naproksenu, powodujacym spadek progresji gruczolaka do gruczolakoraka okreznicy. Dawki
naproksenu 200 i 400 ppm hamowaly namnazanie komorek gruczolakorakéw (gcznie; inwazyjnych oraz
nieinwazyjnych) o 23%-71%, a inwazyjnego gruczolakoraka o 53%-88% [11].

Wspomniane badania nie byly jedynymi, w ktérych zaobserwowano, ze ekspresja antygenu PCNA
ulega zmniejszeniu pod wplywem pochodnych naproksenu. W badaniu nad zwigzkami naproksenu
uwalniajacego siarkowodor 1 ich aktywno$cia wzgledem komoérek nowotworowych raka okreznicy
zaobserwowano, ze HS-NAP (naproksen uwalniajacy siarkowodor) zmniejsza ekspresje PCNA w komorkach
HT-29 (ludzkiej linii raka okr¢znicy). Pod tym wzgledem wielkos$¢ redukcji masy guza wyniosta od 29%+3% do
74%+4% w zaleznosci od dawki. Dowiedziono rowniez, ze HS-NAP powodowal zalezng od stezenia
akumulacj¢ komoérek HT-29 w fazie GO/G1, podczas gdy mniej komoérek znajdowato si¢ w fazach S i G2/M. W
tym eksperymencie wysunigto wniosek, ze HS-NAP znaczaco zwigkszyt liczbe komorek przechodzacych
apoptoze z udzialem zmniejszenia aktywnosci PCNA [13].

Zblizony mechanizm dzialania zauwazono w badaniu nad nowa pochodng naproksenu uwalniajaca H»S,
zwang S-Ethyl-4-Hydrxybenzodithioate (naproksen-HBTA) i jej zdolno$cia do zmniejszania cech przerzutowych
czerniaka, zaré6wno in vitro, jak 1 in vivo. Badania kultur komérkowych wykazaty, ze naproksen-HBTA
indukowat apoptozg¢ za posrednictwem kaspazy3 oraz PARP [14].Podobnie, w pracy oceniajacej dziatanie
przeciwnowotworowe serii nowo zsyntetyzowanych pochodnych naproksenu sodowego na ludzkie linie
komorkowe raka piersi komorki MCF-7 (stabo inwazyjne) i MDA-MB-231 (wysoce inwazyjne) in vitro, okazato
si¢, ze obserwowana aktywnos$¢ hamujaca wzrost komoérek MDA-MB-231 po traktowaniu pochodna ‘4’byta
spowodowana wczesng indukcja apoptozy z udziatem indukcji kaskady kaspaz 319 [15].

Ponadto, wptyw naproksenu na hamowanie cyklu komdrkowego przez cyklidyng D1 stwierdzono w
badaniu wykorzystujacym pulsacyjne i przerywane dawkowanie erlotynibu i naproksenu, co przypuszczalnie
zahamowalo w stopniu znacznym rozwdj raka pgcherza moczowego w modelu szczurzym wywotanym N-
butylo-(4-hydroksybutylo) nitrozoaming [16].

Wyniki wspomnianych eksperymentow ukazuja powtarzalng, konsekwentna aktywno$¢ naproksenu i
jego pochodnych wzgledem poszczegolnych sktadowych tych samych szlakéw molekularnych, co prowadzi do
podobnych skutkéw biologicznych w komorkach nowotworowych. Warto jednak przeprowadzi¢ wigcej badan
przedklinicznych, oceniajacych potencjalne dziatania toksyczne przed rozpoczeciem badan klinicznych z
udziatem ludzi.

IVC. Przeciwnowotworowa aktywno$¢ naproksenu jako skutek hamowania szlaku GSK-3f (kinazy
syntezy glikogenu 3-f)

Kolejnym mechanizmem przeciwnowotworowym NLPZ, niezaleznym od COX, jest hamowanie szlaku
GSK-3B. Kinaza GSK-3p jest jednym z gléwnych skladnikéw kompleksu odpowiedzialnego za proteolityczng
degradacje P-kateniny w szlaku sygnalizacyjnym Wnt/B-katenina, ulegajacym nadekspresji w komorkach
macierzystych niektorych nowotworéow. W rzeczywistosci, farmakologiczne hamowanie aktywnosci GSK-3
moze prowadzi¢ do zakltdcenia dziatania tego kompleksu oraz stabilizacji B-kateniny i aktywacji transkrypcji B-
kateniny i gendéw zaleznych od TCF (ang. T-cell factor; czynnik transkrypcyjny komoérek T). Wykazano, ze
zaklocenia w degradacji proteolitycznej [-kateniny, wywotane hamowaniem GSK3fp, moga powodowaé
akumulacje biatka p53, co zagraza migracji i przezyciu komorek raka w mechanizmach opisanych w punkcie
IVB.

Powyzszy proces oceniano w badaniu aktywno$ci nanoczgsteczek naproksenu pokrytych kwasem
hialuronowym (S-HA-NAP) wzgledem komorek macierzystych raka piersi MCF-7. Dowiedziono, ze naproksen
wykazat zmniejszenie zywotnos$ci i proliferacji MCF-7 poprzez hamowanie GSK-3B, niezaleznie od
mechanizmoéw powiagzanych z COX (stwierdzono, ze poziomy PGEz uwalniane przez komoérki MCF-7 nie byly
znaczace, ponadto wykryto, ze traktowanie S-HA-NP nie miatlo wptywu na t¢ zmienng). Dane te byly
skorelowane z wczesniejszymi pracami donoszacymi, ze komoérki MCF-7 nie sa komodrkami zaleznymi od
aktywnosci PGE; i poparli ide¢ niezaleznych od COX mechanizméw przeciwnowotworowych [9].

IVD. Wplyw naproksenu uwalniajacego siarkowodoér na hamowanie karcynogenezy poprzez inhibicje
sygnalizacji NF-kB

Jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (NF-kB) odgrywa zasadniczg rolg w regulacji proliferacji
komorek, apoptozy i stanu zapalnego, przez co moze rowniez wptywac na onkogeneze, przerzuty nowotworow i
chemiooporno$¢. NF-kB jest aktywowany m.in. w komoérkach nowotworéw limfoidalnych, prostaty, trzustki,
okreznicy, odbytnicy, watroby, gruczotow piersiowych, oraz w czerniaku.

W badaniu nad wplywem naproksenu uwalniajgcego HzS in vitro oraz in vivo w heteroprzeszczepach
ludzkich komoérek nowotworowych do myszy, zaobserwowano inhibicje szlaku transkrypcyjnego NF-«xB, co
skutkowato znacznym hamowaniem wzrostu komoérek HT-29  (ludzkiej linii komorek raka
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okreznicy). Zmniejszenie masy guza bylo zwigzane ze spadkiem pozioméw NF-«kB in vivo, oraz hamowaniem
wigzania migdzy NF-kB (konkretnie typem p65) a DNA. Wiagzanie DNA-NF-«B spadto od 22%+3% do
59%+4% w zaleznosci od stezenia HS-NAP [13].

Tioredoksyna (Trx) to male biatko o aktywnos$ci redoks odpowiedzialne za utrzymanie obnizonego
poziomu enzymu reduktazy tioredoksyny-1 (TrxR). Inaktywacja TrxR prowadzi do zahamowania proliferacji
komorek nowotworowych, jak rowniez zatrzymania cyklu komorkowego i apoptozy.

Rownowaga redoks komorek zalezna od Trx i TrxR, moze wpltywaé na funkcje NF-kB poprzez
regulacje jego zdolnosci do wigzania si¢ z DNA. W badaniu nad HS-NAP, zwigzek ten silnic hamowat
aktywnos$¢ TrxR, dlatego przypuszcza si¢, ze system Trx/TrxR moze by¢ odpowiednim i uzupehiajacym celem
w chemioterapii [13].

Pod koniec badania myszy leczone HS-NAP wykazaly znaczne zmniejszenie objetosci guza w
poréwnaniu z grupa kontrolng o $rednio 96% [13].

IVE. Wplyw naproksenu i jego pochodnych na zmniejszenie ruchliwo$ci i inwazyjnosci komorek
nowotworowych przez redukcje stezenia i aktywnosci MMP (metaloproteinaz macierzy)

Niezbednymi etapami procesu przerzutowania sg procesy angiogenezy oraz przebudowa macierzy
zewnatrzkomoérkowej przez enzymy proteolityczne, takie jak metaloproteinazy macierzy (MMP). MMP sg
powszechnie spotykane w stanach zapalnych i w §rodowisku komoérek nowotworowych. W stopniu znacznym
wplywaja na wzrost guzow, naciekanie oraz inwazj¢ odleglych narzadow. Co wigcej, MMP pelnig funkcje
synergiczng z COX w promowaniu stanu zapalnego. MMP zostaly uznane za potencjalne biomarkery
diagnostyczne i prognostyczne w wielu typach i stadiach nowotworéw [14,10].

Przeprowadzono badania nad wlasciwosciami przeciwprzerzutowymi naproksenu-HBTA (nowa
pochodna naproksenu uwalniajaca H»S, o nazwie ang. S-Ethyl-4-Hydrxybenzodithioate; NAP-HBTA) wzgledem
komorek czerniaka in vitro linii ludzkiej i in vivo na modelach mysich. W komorkach czerniaka ekspresji ulega
wiele réznych typow MMP, takich jak MMP-1, MMP-2 i MT1-MMP, ktoére odgrywaja zasadnicza role w
tworzeniu mimikry naczyniowej oraz MMP-13, ktoéra sprzyja inwazji i przerzutom. W homogenacie komorek
czerniaka uzyskanych z myszy leczonych NAP-HBTA, stwierdzono znaczng redukcje biatek MMP-2 i MMP-13
W poréwnaniu z myszami kontrolnymi (ktére nie byty poddawane terapii NAP-HBTA) [14].

Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w badaniu nad enkapsulowanymi w albuminie nanoczasteczkami
kompleksow naproksenu platyny (IV) i ich aktywno$cia wzgledem nowotworowych linii komérkowych in vitro i
in vivo. Wykazano, ze wspomniana pochodna naproksenu zmniejszata migracj¢ komoérek guza przez hamowanie
aktywnosci MMP-9 [10].

IVF. Wplyw naproksenu i jego pochodnych na nowotworzenie poprzez hamowanie produkcji iNO

Tlenek azotu (NO) jest waznym mediatorem prozapalnym. Liczne dowody naukowe wskazuja, ze
nadmierna produkcja NO w tkankach guza moze sprzyja¢ rozwojowi stanu zapalnego i ostatecznie prowadzi¢ do
zapalnego uszkodzenia tkanki, oraz stymulowa¢ wzrost i migracje guza poprzez indukowanie proliferacji
komorek, zmniejszanie nadzoru immunologicznego i promowanie angiogenezy.

We wspomnianym juz badaniu skuteczno$ci dziatania zwiazku naproksenu platyny (IV) na hamowanie
rozwoju nowotworu, wykazano zmniejszong produkcjc NO, co sprzyja wzmocnieniu zdolno$ci
przeciwnowotworowej i zmniejszeniu toksycznosci. Warto jednak przeprowadzié testy oceniajace intensywnosc¢
tych procesow [10].

V. Podsumowanie

W omoéwionych badaniach naukowych dowiedziono, ze naproksen i jego pochodne wplywaja na
procesy kancerogenezy w mechanizmach zaleznych od COX-1 i COX-2, ale réwniez innych molekut, takich jak
PI3-K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu), GSK-3B (kinaza syntazy glikogenu- 3p), NFkB (jadrowy czynnik
transkrypcyjny kB), MMP (metaloproteinazy), NO (tlenck azotu). Wnioski te s3 obiecujace, jednak naszym
zdaniem konieczne jest przeprowadzenie wigkszej ilosci badan przedklinicznych celem potwierdzenia
skuteczno$ci, mozliwo$ci praktycznego zastosowania oraz oceny objawdw niepozadanych takiej terapii przed
rozpoczgciem badan klinicznych z udziatem ludzi.
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