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1. WSTEP

1.1. Czerniak

Czerniaka po raz pierwszy opisal francuski lekarz René Laennec przedstawiajac swoje
obserwacje na wyktadzie w Faculté de Médicine de Paris w 1804, a nastgpnie publikujac je
w 1806 roku. Jest to nowotwér zitosliwy wywodzacy si¢ z melanocytow,
wyspecjalizowanych komorek syntetyzujacych i1 wydzielajacych brazowy barwnik —
melaning. Najczgsciej wystgpuje w obrebie skory, naczynidéwki oka oraz blon sluzowych
[Ruka 2005; Krzakowski 2006].

Wedhug §wiatowych statystyk liczba zachorowan na czerniaka skory stale wzrasta. Za
najwazniejsze czynniki zwigkszonego ryzyka uznaje si¢: dzialanie promieniowania
ultrafioletowego (szczegdlnie w dziecinstwie), stale draznienie mechaniczne lub
chemiczne oraz niska zawarto$¢ barwnika w skorze (jasne wtosy, oczy oraz jasny fototyp
skory) [Ruka 2009, Kyrgidis 2010, Alekseenko 2010]. Najwigcej zachorowan odnotowuje
si¢ w Australii (ok. 40—60 zachorowan na 100 000 mieszkancow rocznie) wsrod ludnosci o
jasnej karnacji pochodzacej z Europy, a najmniej w Chinach, Indiach i Japonii (od 0,2 do
0,6 zachorowan na 100 000 mieszkancéw rocznie) [Ruka 2005, Wolnicka-Glubisz 2007].
Istnieja rowniez predyspozycje genetyczne, poniewaz okoto 10-13% czerniakow to formy
rodzinne [Ruka 2009, Ko 2010].

W Polsce czerniaki wystepuja wzglednie rzadko - standaryzowany wspotczynnik
zachorowalno$ci w 2009 roku wynidst okoto 4,5/100 000, co odpowiada rocznie okoto
1200 zachorowaniom u megzczyzn 1 niecalym 1400 u kobiet [Krajowy Rejestr
Nowotworéw, Didkowska 2011]. Czerniaki sa jednak nowotworami o najwigkszej
dynamice wzrostu liczby zachorowan. W Polsce w ostatnich dwudziestu latach liczba
zachorowan zwigkszyta si¢ 3-krotnie [Ruka 2009].

Uwaza sig, ze za transformacj¢ nowotworowa melanocytu odpowiadaja spontaniczne
mutacje genetyczne oraz uszkodzenia DNA powstate pod wplywem czynnikow
srodowiskowych, z ktérych najwazniejsze jest promieniowanie UV. Dlatego tez jasny
fototyp skory i sktonno$¢ do oparzen stonecznych zwigkszaja ryzyko zachorowania na
czerniaka skory [Krzakowski 2006, Alekseenko 2010, von Thaler 2010]. Jednak, jak w
przypadku wigkszo$ci nowotwordw, oprocz czynnikow srodowiskowych do powstania
czerniaka skory przyczyniaja si¢ spontaniczne mutacje niektérych gendow oraz sekwencji
regulatorowych DNA [Hanahan 2011, Bennett 2008]. Dokladna molekularna droga

przeksztalcenia melanocytu w komodrke nowotworowa nie jest jeszcze znana. Nie
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wszystkie czerniaki zawieraja takie same mutacje, ale niektére z nich pojawiaja sig
czgsciej niz inne. Najczgsciej spotykane zmiany w DNA mozna podzieli¢ w zalezno$ci od
wptywu na komorke na (1) mutacje przetamujace wyciszenie proliferacyjne komorki; (2)
mutacje zwigkszajace tempo proliferacji; (3) mutacje hamujace przebieg apoptozy.
Najczgsciej ulegajacy uszkodzeniom gen w czerniaku skory (80-90% przypadkow) to
CDKN24, ktory koduje inhibitory kinaz cyklinozaleznych (CDK) hamujacych podziaty
komorkowe. Wigkszos¢ czerniakow wykazuje rOwniez mutacje aktywujace gendw BRAF
(50-70%) lub NRAS (15-25%), ktore prowadza do przyspieszenia proliferacji. Wsrod
mutacji hamujacych przebieg apoptozy najczgsciej wystgpuja mutacje inaktywujace
dzialanie genu APAF-1 (42%), co uniemozliwia aktywacj¢ kaspazy 9 [Bennett 2008,
Kyrgidis 2010, Ko 2010, Takata 2009, Dahl 2007]. Innym czynnikiem przyczyniajacym
si¢ do zahamowania apoptozy jest tez obserwowana w czerniakach aktywacja czynnika
transkrypcyjnego NF«B oraz nadekspresja bialek antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2
(Bcl-2 1 Mcl-1) [Kyrgidis 2010]. Kolejnym rodzajem mutacji zwigkszajacej oporno$é
komorki na apoptozeg jest nadmierna aktywacja biatek szoku termicznego HSP70 1 HSP27
obserwowana w niektérych czerniakach [Schmitt 2006, Carta 2005].

W przeciwienstwie do wielu innych nowotwordéw, w czerniaku rzadko stwierdza sig
mutacje najbardziej znanego supresora nowotwordw — biatka p53. Tylko 9% przypadkow
wykazuje obnizenie jego aktywnosci [Bennett 2008, Dahl 2007].

Czerniaki r6znia si¢ migdzy soba zawarto$cia melaniny, czyli stopniem melanizacji.
Zmiany nowotworowe moga przybiera¢ rozne barwy od czarnej, przez brazowa az do
bialej. Sposrod wszystkich czerniakow zlosliwych okoto 2-8% klasyfikuje si¢ jako
amelanotyczne, to znaczy takie, ktore zawieraja bardzo mato lub wcale nie zawieraja
melaniny [Adler 1997, Wain 2008, Moloney 2011]. W wigkszo$ci przypadkow sa to
przerzuty, gdzie 35 do 60% to formy amelanotyczne, cho¢ zdarzaja si¢ rowniez
amelanotyczne czerniaki pierwotne [Kapila 1991, Wain 2008]. Z powodu trudnos$ci
diagnostycznych czerniak amelanotyczny wykrywany jest czgsto w zaawansowanym
stadium, co przektada si¢ na krotszy czas przezycia. Jednak za gorsze niz w przypadku
formy melanotycznej rokowanie, niezaleznie od pozniej diagnozy, odpowiadaja tez cechy
biologiczne czerniaka amelanotycznego. Dowiedziono, ze amelanizacji czerniaka u ludzi
towarzyszy przyspieszenie podziatow komoérkowych [Cheung 2012], a w modelach
zwierzecych rowniez szybszy wzrost guza [Cichorek 2006']. W konsekwencji utrate

melaniny najczg$ciej uwaza si¢ za objaw mniejszego zroznicowania morfologicznego
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czerniaka, a jak wiadomo obnizenie zr6znicowania nowotworu podnosi jego ztosliwos¢ 1
wiaze si¢ ze ztym rokowaniem.

Wiasciwie we wszystkich przypadkach czerniakéw amelanotycznych w ich
komorkach wykrywa si¢ obecno$¢ tyrozynazy — enzymu odpowiedzialnego za syntezg
melaniny [Cheung 2012]. Tyrozynaza jest jednak zatrzymywana w formie niedojrzatej w
siateczce wewnatrzplazmatycznej lub aparacie Golgiego i nie dociera do miejsc syntezy
melaniny - melanosomoéw. Niedojrzata forma enzymu jest tez szybciej degradowana przez

proteasomy [Halaban 1997, Halaban 2002].

1.2. Czerniak przeszczepialny chomika— charakterystyka linii Ab

Wobec trudnos$ci z uzyskaniem materialu badawczego od ludzi przydatnym
narzedziem w badaniach nad czerniakiem sa modele zwierzgce. Szczegdlnie szerokie
zastosowanie znalazty modele oparte na gryzoniach - myszach i chomikach [Becker 2010].
Model przeszczepialnego czerniaka chomika (zwany czerniakiem Bomirskiego) zostat
opracowany przez Bomirskiego 1 wsp. w 1977 roku. Ze spontanicznie powstalego
czerniaka skory w hodowli chomikéw ztocistych wyprowadzono dwie gltowne linie:
melanotyczna nazwana Ma oraz amelanotyczna oznaczona Ab [Bomirski 1977]. W
badaniach podstawowych szczeg6lnie cenna jest forma amelanotyczna Ab, ktéra pozwala
analizowaé t¢ stosunkowo rzadko wystgpujaca u ludzi ale bardzo agresywna postacé
czerniaka. Linia Ab powstata z linii Ma, gdy ta samoistnie stracita zdolno$¢ syntezy
melaniny [Bomirski 1988]. Utrata barwnika $wiadczy o zmniejszeniu stopnia
zréznicowania komorek czerniaka, co taczy si¢ z szybsza proliferacja, zwigkszona
zto§liwoscia nowotworu 1 wczesniejsza $miercia obarczonych nim chomikéw, w
porownaniu z linia melanotyczna Ma [Bomirski 1988]. Pozniejsze prace Cichorek i wsp.
wskazuja na obnizona zdolno$¢ do spontanicznej apoptozy komorek linii Ab w
poréwnaniu z macierzysta forma melanotyczna [Cichorek 2006', Cichorek 2006%], a
jednocze$nie dowodza, ze linia ta jest znacznie bardziej wrazliwa na apoptoz¢ indukowana
kamptotecyna [Cichorek 2006°, Koztowska 2002, Cichorek 2007]. Poniewaz amelanizacja
czerniaka wiaze si¢ z obnizeniem poziomu syntezy i sekrecji melaniny, dowiedziono ze
komorki linii Ab wydzielaja do srodowiska zewngtrznego mniej biatek niz komorki linii

Ma [Wachulska 2005].
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1.3.  Uklad ubikwityna — proteasomy

Degradacja biatek komorkowych (proteoliza) to wysoce ztozony i $cisle kontrolowany
proces, ktory zapewnia homeostazg i reguluje wiele funkcji komorki. Podstawowym jego
elementem jest uktad ubikwityna-proteasomy (ang. ubiquitin-proteasome system, UPS),
ktory odpowiada za degradacje okoto 80% biatek w komorce [Crawford 2011]. Proteolizie
w proteasomach ulegaja wylacznie biatka ubikwitynowane, to jest z dotaczona czasteczka
ubikwityny. Ubikwityna (Ub) jest ewolucyjnie bardzo konserwatywnym polipeptydem
wystgpujacym we wszystkich komorkach eukariotycznych. W procesie ubikwitynacji
czasteczka Ub o masie 8,5kDa skladajaca si¢ z 76 aminokwasow zostaje kowalencyjnie
zwiazana z biatkiem substratowym, co stanowi oznakowanie biatka jako przeznaczonego
do degradacji. Biatko z dotaczona czasteczka Ub jest szybko rozpoznawane i trawione
przez proteasom. Przylaczenie Ub katalizowane jest przez cykliczne dzialanie enzyméw
nazywanych El, E2 oraz E3 (ryc.1). W pierwszym etapie Ub jest aktywowana przez
enzym EIl, tzw. enzym aktywujacy ubikwityng. W zaleznej od ATP reakcji powstaje
produkt posredni EI1-Ub. Koleiny produkt posredni E2-Ub powstaje w wyniku
przeniesienia aktywowanej Ub jest na enzym koniugujacy E2. Na koncu enzym
koniugujacy E2 we wspolpracy z enzymem E3 zwanym ligaza ubikwityny przenosi
czasteczke Ub na biatko substratowe. W ten sposob powstaje wiazanie izopeptydowe
migdzy C-koficem czasteczki Ub a jedna z reszt lizyny biatka substratowego [Mayer 2005,
Huang 2008, Bubko 2010, Nagy 2010, Shi 2010].

SH
o mwr Y e
» > > —Ip ------ >
VWANH
- S>—Ub S Ub ‘) 0%~
2 oF WANH, VWANH
o)—Ub

Ryec. 1. Proces ubikwitynacji biatka.

Poprzez ubikwitynacj¢ uktad UPS kontroluje czas trwania w komorce kluczowych
biatek regulatorowych, a co za tym idzie wplywa na wiele istotnych procesow
komorkowych, takich jak cykl komoérkowy, apoptoza, regulacja transkrypcji, naprawa

DNA oraz prezentacja antygenow [Mayer 2005, Crawford 2011].
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Badania procesu degradacji biatek i roli uktadu UPS zapoczatkowali w latach 70. XX
wieku Aaron Ciechanover, Avram Hershko oraz Irwin Rose. Jako pierwsi zauwazyli, ze
proteoliza komoérkowa wymaga naktadu energii w postaci ATP, musi to wigc by¢ proces
specyficzny 1 wymagajacy regulacji [Ciechanover 1978]. W kolejnych pracach autorzy
udowodnili, ze proteolizy nie dokonuje jedna proteaza lecz caty kompleks biatkowy
ztozony z wielu podjednostek oraz opisali mechanizm ubikwitynacji bialek [Ciechanover
1980, Hershko 1980, Hershko 1998]. Wage tych odkry¢ potwierdzita przyznana badaczom

w 2004 roku Nagroda Nobla w dziedzinie chemii.

1.3.1. Proteasom — miejsce degradacji ubikwitynowanych bialek

Ubikwitynowane biatka sa rozpoznawane przez bialkowy kompleks katalityczny
zwany proteasomem, ktory degraduje je do peptydow o dilugosci 8-12 aminokwasdéw
[Rockel 2008].

Proteasom zostat po raz pierwszy wyizolowany z wotowych przysadek mozgowych
przez Rechsteinera i wspOlpracownikow w 1986r 1 opisany jako duza ATP-zalezna
proteaza zasadowa [Hough 1986]. Dwa lata pozniej, w 1988 roku, Goldberg
scharakteryzowat jego aktywnos$¢ enzymatyczna i zaproponowal nazwe proteasom [Arrigo
1988].

Proteasom jest duzym kompleksem enzymatycznym zbudowanym z ponad 40
roznych tancuchow polipeptydowych. Kompleks proteasomu o statej sedymentacji 26S 1
masie okoto 2,5MDa (proteasom 26S) sktada si¢ z dwodch czesci: kompleksu
regulatorowego o statej sedymentacji 19S (ang. regulatory particle, RP 19S) oraz rdzenia o
statej sedymentacji 20S (ang. core particle, CP 20S) (ryc. 2). Kompleks regulatorowy 19S
rozpoznaje i rozwija poliubikwitynowane biatka, natomiast rdzen 20S posiada aktywno$¢
proteolityczna i odpowiada za degradacj¢ biatek substratowych [Kisselev 2001, Mayer
2005, Kim 20117].

W komorkach eukariotycznych rdzen 20S zbudowany jest z 28 podjednostek
nalezacych do dwoch typow: a i1 B. Podjednostki tego samego rodzaju tworza heptametry o
ksztalcie pierscienia. Rdzen sktada si¢ z czterech pierscieni. Dwa identyczne wewngtrzne
pier§cienie zbudowane sa z siedmiu réznych podjednostek B (Bl — B7) kazdy, a dwa
identyczne zewngtrzne z siedmiu roéznych podjednostek a (al — a7). Czwartorzgdowa
struktura proteasomu moze wigc byé opisana jako a7B7p7a7 [Mayer 2005, Kim 2011%], a
jego ksztalt przypomina pusty w $rodku cylinder (ryc. 2). Nieaktywne katalitycznie
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pierScienie o tworza zakonczenia cylindra, natomiast proteolityczne centra aktywne
zlokalizowane sa w dwoch wewngtrznych pierscieniach  na N-koncach podjednostek 1,
B2 oraz B5. Do wngtrza rdzenia prowadzi waski kanal utworzony w zewnetrznych
pierscieniach o, przez ktéry moga przejs¢ tylko rozwinigte polipeptydy. N-konce

podjednostek o tworza rodzaj bramki, ktora kontroluje przejscie substratu przez kanal.

ub
ub p

ub

KOMPLEKS
REGULA-
TOROWY

198

RDZEN 20S

Ryec. 2. Budowa proteasomu.

W komorkach eukariotycznych miejsca aktywne rdzenia proteasomu zlokalizowane sa
w podjednostkach B1, B2 oraz B5, po 3 w kazdym pier§cieniu wewngtrznym. Miejsca te
ro6znia si¢ specyficznoscia substratowa:

— podjednostka  B5  posiada  aktywno$§¢ ,,chymotrypsynopodobna”  (ang.
ChymoTripsin-Like, ChT-L) i hydrolizuje lancuch polipeptydowy za resztami
hydrofobowymi;

— podjednostka B2 wykazuje aktywnos¢ ,.trypsynopodobna” (ang. Trypsin-Like, T-L)
1 przeprowadza hydrolizg polipeptydow za resztami zasadowymi;

— podjednostka Bl o aktywnos$ci ,kaspazopodobnej” (ang. Caspase-Like, C-L)
hydrolizuje polipeptydy za resztami kwasowymi [Kisselev 2001, Rockel 2008, de
Bettignies 2010].

13



WSTEP

1.4. Inhibitory proteasomow — charakterystyka chemiczna

Od wczesnych latach dziewigédziesiatych, kiedy to zidentyfikowano proteasomy jako
enzymy odpowiedzialne za degradacj¢ ubikwitynowanych biatek [Hough 1986; Waxman
1987], trwaly proby znalezienia specyficznych zwiazkéw hamujacych ich aktywnos$¢. W
pierwszym okresie poszukiwano inhibitoréw do badan podstawowych nad aktywnos$cia
katalityczng proteasoméw, lecz w miar¢ odkrywania kluczowej roli uktadu UPS w
funkcjonowaniu komorki, zaczgto rozwaza¢ potencjalne zastosowanie tych zwiazkow jako
lekow. Poczatkowo inhibitory proteasomow (IP) miaty stuzy¢ zapobieganiu zanikowi
biatek widkien migsniowych, ktére towarzyszy roznym stanom chorobowym. Wkrotce
okazalo sig tez, ze IP maja silne dzialanie przeciwnowotworowe. Wczesne prace dowiodty,
ze wykazuja dzialanie cytotoksyczne in vitro w liniach komérkowych biataczek [Imajoh-
Ohmi 1995, Shinohara 1996, Drexler 1997] oraz dziataja przeciwnowotworowo in vivo w
modelu chtoniaka Burkitta [Orlowski 1998]. W dalszych badaniach okazato sig, ze IP
wywieraja efekt cytotoksyczny takze na wiele innych rodzajow nowotworow.

Niektore IP sa zwiazkami syntetycznymi, jednak duza ich czg$¢, jak na przyktad
epoksomycyna lub laktacystyna, to naturalne substancje produkowane przez bakterie, ktore
odkrywano w badaniach przesiewowych przy okazji poszukiwania zwigzkoéw o dziataniu
przeciwnowotworowym [Hanada 1992, Omura 1991]. W oparciu o naturalne substancje
syntetyzowano nowe pochodne o zwigkszonej sile 1 swoisto$ci, ktore kierowano do prob
klinicznych. Wynikiem tych poszukiwan byta rejestracja w USA jednego z IP,
bortezomibu (PS341), w 2003 roku jako leku w terapii szpiczaka mnogiego, a w 2005 w
terapii chtoniaka. Obecnie wysitki badaczy skupiaja si¢ na odkryciu lub zsyntetyzowaniu
nowych IP o wigkszym spektrum aktywnosci, lepszym przyswajaniu oraz mniejszych
efektach ubocznych [de Bettignies 2010].

Chociaz proteasom posiada rozne miejsca aktywne, do znacznego obnizenia poziomu
degradacji biatek wystarczy zahamowanie aktywnosci chymotrypsynopodobnej (ChT-L).
Natomiast inhibicja aktywnosci trypsynopodobnej (T-L) lub kaspazopodobnej (C-L) tylko
nieznacznie zmniejsza poziom proteolizy [Kisselev 2006]. Poniewaz dodatkowo wigkszo$¢
inhibitorow aktywnos$ci ChT-L to zwiazki hydrofobowe, ktére znacznie tatwiej wnikaja do
komorki niz hydrofilowe inhibitory aktywnosci T-L lub C-L, duza wigkszos$¢ z opisanych
inhibitorow  proteasoméw  dziala  przede  wszystkim  hamujac  aktywno$¢

chymotrypsynopodobna (ChT-L).
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Najwazniejsze inhibitory proteasomow pod wzgledem struktury chemicznej mozna
podzieli¢ na 5 klas: aldehydowe pochodne peptydéw, borowe pochodne peptydow,
epoksyketony peptydowe, winylowo-sulfonowe pochodne peptydoéw, oraz p-laktony
[Adams 2004', Genin 2010]. Ryc. 3 przedstawia wzory strukturalne przedstawicieli
glownych grup IP.

Pochodne aldehydowe peptydow Pochodne borowe peptydéw

20
sastne

MG-132 bortezomib (PS-341)
Epoksyketony peptydowe B-laktony
: HO
o 0 o wOH
' : | 7
o . 0 _ \ H O
; < “oH 0
OH
epoksomycyna laktacystyna

Ryec. 3. Wzory strukturalne przedstawicieli gltownych klas chemicznych inhibitorow proteasomow.

1.4.1. Inhibitory peptydowe

Pochodne aldehydowe peptydow

Jest to grupa najwczesniej odkrytych i ciagle w badaniach podstawowych najszerzej
stosowanych IP [Rock 1994, Vinitsky 1992].

Aldehydowe pochodne peptyddéw byly juz wczesniej dobrze znane jako inhibitory
proteaz cysteinowych i serynowych, takich jak katepsyny i kalpainy. Jednak z powodu
bardzo reaktywnej aldehydowej grupy funkcyjnej zwiazki te sa mato specyficzne i hamuja
dzialanie wielu réznych proteaz. Zsyntetyzowano wigc analogi o wigkszej specyficzno$ci

dla proteasomu, a wsrod nich najbardziej znany z tej grupy, MG-132 [Tsubuki 1993].
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MG-132 hamuje glownie aktywnos¢ ChT-L, latwo wnika do komorek, ale tez szybko
oddysocjowuje od proteasomu, ulega utlenianiu i jest wydalany z komorki przez
transportery opornosci wielolekowej — jest wiec inhibitorem odwracalnym [Kisselev 2001;
de Bettignies 2010]. Jednak, w przeciwienstwie do innych pochodnych aldehydowych,
MG-132 posiada stosunkowo dobra swoistos¢ dla proteasomu — katepsyny i kalpainy

hamuje przy 10-krotnie wigkszym st¢zeniu.

Pochodne borowe peptydow

Pochodne borowe peptyddéw jako inhibitory proteasoméw zsyntetyzowane zostaly
przez Adamsa i1 wspoipracownikow z firmy ProScript Inc., pdzniejszego Millenium
Pharmaceuticals [Adams J 2004°]. Dzigki podstawieniu atomu boru w miejsce grupy
aldehydowej, inhibitory tej grupy dziataja efektywniej i wykazuja wigksza specyficznos¢
dla proteasomu niz pochodne aldehydowe. Pochodne borowe w warunkach fizjologicznych
sa tez tatwo wchtaniane i stabilne metabolicznie, co pozwala stosowac je in vivo [de
Bettignies 2010].

Dzigki polaczeniu sily, swoistosci 1 stabilnosci metabolicznej borowe pochodne
peptydow  wybrano jako pierwsze do badan klinicznych w  terapiach
przeciwnowotworowych. Najbardziej znany z tych zwiazkow, bortezomib (PS341) po
dobrych wynikach prob klinicznych zostat dopuszczony w roku 2003 w USA do
stosowania u ludzi w leczeniu szpiczaka mnogiego, a w 2005 w terapii chtoniaka. Jednak
liczne efekty uboczne oraz szybko pojawiajaca si¢ opornos¢ na bortezomib sktaniaja do
poszukiwan IP lepiej dostosowanych do leczenia klinicznego. Obecnie trwaja proby
kliniczne innego zwiazku z tej grupy — CEP-18770, ktoéry w przeciwienstwie do
bortezomibu moze by¢ podawany doustnie [de Bettignies 2010, Genin 2010].

Epoksyketony peptydowe

Epoksyketony takie jak epoksomycyna lub eponemycyna to naturalne zwiazki
wytwarzane przez bakterie z rodzaju Actinomycetes. Epoksomycyna zostala
zidentyfikowana w 1992 r. przez Hanad¢ 1 wsp. jako substancja o dziataniu
przeciwnowotworowym w badaniach r6znych linii nowotworowych in vitro, oraz in vivo w
modelu myszy obarczonych guzem czerniaka B16 [Hanada 1992]. W 1999 Meng i wsp.
wykazali, ze jej dzialanie opiera si¢ na hamowaniu aktywno$ci proteasomow.
Epoksomycyna jest inhibitorem nieodwracalnym i hamuje glownie aktywno$¢ ChT-L.

Dzigki wyjatkowemu sposobowi blokowania miejsca aktywnego zwiazki z tej grupy to
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najbardziej specyficzne sposrdd wszystkich znanych inhibitoréw proteasomow. Jak dotad
nie stwierdzono, aby epoksomycyna hamowata aktywnos¢ jakichkolwiek innych enzymow
proteolitycznych [Kisselev 2001, de Bettignies 2010].

Wyjatkowa specyficznos¢ epoksyketonow spowodowata, ze w oparciu o ich strukture
zaczgto syntetyzowaé nowe zwiazki o lepszych parametrach farmakokinetycznych.
Najbardziej] zaawansowane sa prace nad carfilzomibem (PR-171), pochodna
epoksomycyny ktora weszta w druga faze badan klinicznych w terapii szpiczaka mnogiego

[Genin 2010, McCormack 2012].

Winylowo-sulfonowe pochodne peptydow

Zwiazki te sa syntetycznymi nieodwracalnymi inhibitorami proteasomow. Po
wyznakowaniu radioaktywnym izotopem, barwnikiem fluorescencyjnym lub biotyna
stosowane sa jako zwiazki znakujace miejsca aktywne w badaniach struktury proteasomow

w r6éznych komorkach i tkankach [Kisselev 2001, de Bettignies 2010].

1.4.2. Inhibitory niepeptydowe

Czynnikiem ograniczajacym uzyteczno$¢ inhibitorow peptydowych jest to, ze w
zywym organizmie moga by¢ degradowane przez endogenne proteazy. To zainicjowato
poszukiwania niepeptydowych inhibitorow proteasomow, ktore przynajmniej w teorii

powinny by¢ bardziej stabilne metabolicznie.

B-laktony

Najszerzej stosowanym inhibitorem z tej grupy jest laktacystyna, substancja naturalnie
wydzielana przez bakterie z rodzaju Streptomyces. Zostala odkryta przez Omurg i
wspotpracownikow w 1991 jako zwiazek powodujacy zatrzymanie cyklu komérkowego i
indukujacy réznicowanie komodrek nerwowych. W 1995 Fenteany i1 wsp. opisali jej
dziatanie jako nieodwracalnego inhibitora aktywnosci Ch-TL proteasomoéw. PoZniejsze
badania dowiodty, ze in vitro zwiazek w tej postaci jest nieaktywny, jednak w neutralnym
pH ulega spontanicznej hydrolizie do klasto-p-laktonu laktacystyny, zwanego omuralidem
[Corey 1999, Dick 1996]. B-lakton nie hamuje dzialania wigkszo$ci proteaz serynowych,
jego selektywnos$¢ wzgledem proteasomu jest wiec znacznie wigksza niz aldehydow

peptydowych, takich jak MG-132 [Kisselev 2001].
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Opracowano takze odmienny chemicznie lecz strukturalnie podobny do laktacystyny
zwiazek, salinosporamid A, znany réwniez pod nazwa marizomib lub NPI-0052, ktory
hamuje nieodwracalnie 1 z podobna skutecznoscia wszystkie 3 rodzaje miejsc aktywnych
proteasomu [Feling 2003]. Obecnie trwaja badania kliniczne NPI-0052 w terapii szpiczaka
mnogiego u pacjentéw, u ktoérych pojawita si¢ opornos¢ na bortezomib lub inne klasyczne
chemioterapeutyki [McConkey 2008, Genin 2010]. Obiecujace wyniki przyniosty tez
proby kliniczne NPI-0052 w terapii skojarzonej z inhibitorami deacetylazy histonowej u

pacjentow z czerniakiem [Millward 2012].

1.5. Mechanizmy dzialania inhibitorow proteasomow i ich wplyw na komorki

nowotworowe

Wybiorcza ubikwitynacja 1 degradacja biatek regulatorowych przez uktad UPS jest
kluczowa dla kontroli wielu procesow komorkowych, migdzy innymi cyklu komorkowego,
apoptozy, naprawy DNA, chemotaksji i angiogenezy. Ta wyjatkowa rola w komorce
spowodowata, ze proteasomy staly si¢ obiecujacym celem terapii przeciwnowotworowych
[Adams J 2000, Adams J 20041]. Dodatkowo okazalo sie, ze komorki nowotworowe sg
duzo bardziej wrazliwe na cytotoksyczne dzialanie IP niz komorki prawidtowe, co
zapewnia konieczng w terapii selektywno$¢ leku wobec nowotworu [Fernandez 2005,
Fernandez 2006, Qin 2005, Qin 2006, Nikiforov 2007, Bazzaro 2006, Zanotto-Filho 2012].
Przyczyny tego zjawiska w znacznej mierze pozostaja nieznane, lecz uwaza sig, ze
czesSciowo moze to wynikac ze zwigkszonego tempa podzialdéw komodrek nowotworowych,
zaburzen regulacji cyklu komorkowego oraz zwigkszonego zapotrzebowania na syntez¢
nowych biatek [McConkey 2008]. Poczatkowo sadzono, Zze systemowe podawanie IP
bedzie si¢ wiazato z cigzkimi efektami ubocznymi spowodowanymi duza toksycznoscia.
Jednak badania przedkliniczne na gryzoniach i matpach dowiodly, ze nawet 80%
zahamowanie aktywno$ci proteasomow w prawidlowych komorkach jest dobrze
tolerowane [Adams 2002; McConkey 2008].

Do najwazniejszych mechanizmow dziatania cytotoksycznego IP w komorkach
nowotworowych nalezy zatrzymanie cyklu komoérkowego oraz indukcja apoptozy. Smier¢
komorki nowotworowej moze nastapi¢ w wyniku jednoczesnej aktywacji kilku procesow

pro-apoptotycznych (ryc. 4).
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Ryec. 4. Schemat dziatania inhibitorow proteasoméw w komoérkach nowotworowych.

Warto podkresli¢, ze IP w roznych rodzajach nowotworéw moga indukowaé
odmienne mechanizmy prowadzace do apoptozy [Crawford 2011, McConkey 2008, Mayer
2005, Frankland-Searby 2012].

1.5.1. Indukcja apoptozy pod wplywem inhibitoréw proteasoméow

Apoptoza — ogolna charakterystyka procesu

Proces apoptotycznej $mierci komorki zostal po raz pierwszy zaobserwowany i
opisany w 1972 roku w pionierskich badaniach Kerra i wsp. nad niedokrwiennym
uszkodzeniem watroby. Apoptoza inaczej zwana jest programowang $mierciag komorki,
poniewaz wymaga kontrolowanej aktywacji proteaz takich jak kaspazy i innych hydrolaz,
ktore odpowiadaja za szybka degradacje struktur komorkowych. Zjawisko apoptozy
wystgpuje naturalnie w rozwoju ptodowym, jest tez wazna droga eliminacji uszkodzonych
lub zmutowanych komoérek z organizmu. Zaburzenia tego procesu sa czynnikiem
onkogennym i przyczyniaja si¢ do nowotworzenia komoérek [Kroemer 2007].

Umierajaca w  procesie apoptozy komorka podlega zmianom zaréwno
morfologicznym, jak 1 biochemicznym [Zhivotovsky 2010]. W przeciwienstwie do
nekrozy, gdzie dochodzi do rozerwania btony komodrkowej i wywotania odpowiedzi
zapalnej, apoptoza zachodzi calkowicie w obrgbie komoérki z zachowana blona
komorkowa. Na poziomie morfologicznym klasycznymi wyznacznikami komorki
apoptotycznej sa kondensacja chromatyny jadrowej, obkurczenie cytoplazmy,
fragmentacja jadra oraz tworzenie si¢ pgcherzykow btony komoérkowej (ang. membrane

blebbing). Nastepnie komodrka rozpada si¢ na fragmenty otoczone btona, tak zwane ciatka
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apoptotyczne. Ostatnim etapem $mierci jest fagocytoza ciatek apoptotycznych przez
makrofagi lub sasiadujace komorki [Vicencio 2008, Zhivotovsky 2010].

Do biochemicznych markerow apoptozy zalicza si¢ aktywacje kaspaz oraz zmiany
struktury btony komorkowej. Kaspazy sa syntetyzowane w komorce jako nieaktywne
proenzymy. Ich aktywacja polega na proteolitycznym odcigciu prodomeny i uwolnieniu
aktywnych podjednostek p20 i pl0 [Kumar 2007, Li 2008]. Natomiast apoptotyczne
zaburzenia struktury blony komorkowej polegaja na przemieszczeniu fosfatydyloseryny
(PS) z wewnetrznej do zewngtrznej warstwy fosfolipidowej, co okre§la si¢ mianem
eksternalizacji. Eksternalizacja PS jest sygnatem do fagocytozy przez sasiednie komorki.

Indukcja apoptozy moze przebiega¢ rdéznymi drogami. Najwazniejsze 1 najlepiej
poznane to szlak zewngtrzny (receptorowy) oraz wewngtrzny (mitochondrialny) (ryc.5).
Oba szlaki $mierci apoptotycznej maja trzy kolejne fazy: inicjacji, integracji (decyzji) oraz
egzekucji (degradacji). Wczesna faza inicjacji przebiega réznie w zaleznosci od czynnika
indukujacego apoptozg¢. W fazie integracji dochodzi do jednoczesnej aktywacji kaspaz i
uwolnienia biatek proapoptotycznych z mitochondrium. W tym czasie zostaje podjg¢ta
ostateczna decyzja o $mierci 1 komorka przekracza tzw. ,,punktu bez powrotu”. P6zna faza
egzekucji jest podobna dla wszystkich drog apoptozy. W tym czasie aktywowane sa
procesy wywotujace rozpad komorki i opisane wcze$niej zmiany morfologiczne [Kroemer
2007]. Niezaleznie od czynnika indukujacego, w przebiegu $mierci apoptotycznej niemal
zawsze obserwuje si¢ aktywacj¢ kaspaz. Kaspazy dzialaja na zasadzie kaskady
enzymatycznej, gdzie jeden enzym aktywuje drugi. Ze wzgledu na faz¢ apoptozy kaspazy
dziela si¢ na inicjatorowe (kaspaza 8 1 9), ktore aktywuja nastgpne kaspazy, oraz
efektorowe (kaspaza 3, 6 1 7), ktére degraduja biatka komdrkowe w poznej fazie apoptozy
[Kroemer 2007, Kumar 2007, Li 2008].

Szlak zewngtrzny, receptorowy, apoptozy aktywowany jest w odpowiedzi na sygnaty
pochodzace ze S$rodowiska zewngtrznego komorki. Czynnikiem indukujacym jest
zwiazanie liganda z jednym z tak zwanych receptorow $mierci. Jest to grupa receptorow
powierzchniowych z rodziny TNFR (receptory dla TNF), ktérej najwazniejsi
przedstawiciele to Fas/CD95, TNFRI1, TRAIL-1 i -2. Zwiazanie liganda powoduje
przytaczanie si¢ czasteczek bialka adaptorowego np. FADD (ang. Fas-associating death
domain-containing protein) do domeny wewnatrzkomorkowej receptora 1 utworzenie
kompleksu DISC (ang. death-inducing signaling complex), ktéry nastepnie aktywuje
inicjatorowa kaspaze 8. Aktywna kaspaza 8 z kolei aktywuje kaspazy efektorowe
[Zhivotovsky 2010, Kroemer 2007].
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Ryec. 5. Schemat gtownych szlakéw indukeji apoptozy.

Apoptoze na drodze wewngetrznej, mitochondrialnej, wywotuja czynniki pochodzenia
wewnatrzkomorkowego. Do aktywacji tej drogi dochodzi w odpowiedzi na réznego
rodzaju warunki stresowe w komorce, na przyktad uszkodzenie DNA, stres oksydacyjny,
wzrost stezenia jonéw Ca’’, nagromadzenie zle zwinietych biatek i wywotany tym stres
siateczki wewnatrzplazmatycznej; stres ER. Droga mitochondrialng czgsto przebiega
roOwniez apoptoza wywotana substancjami cytotoksycznymi. Kluczowym elementem tego
szlaku jest btona mitochondrialna. Czynniki apoptotyczne powoduja posrednio lub
bezposrednio wzrost przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej, co prowadzi do obnizenia
potencjatu transbtonowego (AW,,) i uwolnienia do cytoplazmy biatek proapoptotycznych
takich jak cytochrom C, AIF (ang. apoptosis inducing factor), endonukleaza G,
Smac/DIABLO, mi/HtrA2. Cytochrom C, ktéory w warunkach prawidtowych jest czgscia
fancucha oddechowego i1 znajduje si¢ w przestrzeni migdzyblonowej mitochondrium, w
cytoplazmie taczy si¢ z biatkiem APAF-1 (ang. apoptosis protease activating factor 1)
oraz kaspaza 9 w multimetryczny kompleks zwany apoptosomem. Przytaczenie kaspazy 9,
ktora jest kaspaza inicjatorowa szlaku wewngtrznego, do apoptosomu powoduje jej
aktywacje. Aktywna kaspaza 9 aktywuje z kolei kaspazy efektorowe — gléwnie kaspaze 3.
Obecnos¢ cytochromu C w cytoplazmie jest wigc niezbedna w przebiegu apoptozy droga

wewnetrzng [Zhivotovsky 2010, Kroemer 2007].
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Wazrost przepuszczalno$ci btony mitochondrialnej moze spowodowaé $§mier¢ komorki
nawet przy braku aktywnych kaspaz w procesie nazywanym apoptoza kaspazoniezalezna.
W tym przypadku $mier¢ komodrka umiera z powodu nieodwracalnej utraty funkcji
oddechowej mitochondriow (katastrofa bioenergetyczna) lub tez w wyniku uwolnienia z
mitochondriow do cytoplazmy niezaleznych od kaspaz biatek apoptogennych: AIF i
endonukleazy G. Szczegdlnie wazna jest rola AIF, ktory w warunkach prawidtowych
zlokalizowany jest w przestrzeni migdzybtonowej mitochondrium 1 bierze udziat w
fosforylacji oksydacyjnej. W procesie apoptozy przemieszcza si¢ do jadra, gdzie powoduje
kondensacj¢ chromatyny oraz masowa aktywacj¢ endonukleaz degradujacych komorkowe
DNA [Kroemer 2005, Lartigue 2009, Pradelli L 2010].

Jak wspomniano wcze$niej, najwazniejszym zdarzeniem na wewngtrzne] drodze
apoptozy jest wzrost przepuszczalnosci blony mitochondrialnej. Integralno$¢ zewnetrznej
btony mitochondrium regulowana jest gtownie przez biatka z rodziny Bcl-2. W rodzinie
Bcl-2 znajduja si¢ dwie grupy biatek o przeciwnym dziataniu. Jedna grupe tworza biatka
antyapoptotyczne: Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 hamujace apoptozg, a druga biatka
proapoptotyczne: Bax, Bak, Bad, Bim, Noxa oraz Puma indukujace proces apoptozy. Bax 1
Bak to biatka efektorowe, ktoére inicjuja tworzenie poréw w zewngtrznej blonie
mitochondrialnej 1 zwigkszenie jej przepuszczalno$ci. Pozostate biatka tej rodziny reguluja

dziatanie Bak 1 Bax [Levine 2008, Chipuk 2010, Llambi 2011].

Wplyw inhibitorow proteasomow na apoptoze¢ komorek nowotworowych

Dowiedziono, ze podobnie jak chemioterapeutyki, inhibitory proteasomow indukuja
apoptoze w roznych rodzajach komoérek nowotworowych, takich jak rak jajnika, glejak,
biataczki, szpiczak, rak piersi, rak prostaty, rak watrobowokomoérkowy, rak trzustki, rak
jelita grubego oraz czerniak [Bazzaro 2006, Zanotto-Filho 2012, Satou 2004, Baou 2010,
Zavrski 2003, An 2000, Keyomarsi 2010, Shirley 2005, Naumann 2012, Baiz 2009,
Nawrocki 2002, Ding 2007, Gartel 2012]. Poniewaz uklad UPS kontroluje niemalze
wszystkie funkcje zyciowe komorki potrzebne zar6wno do proliferacji jak i zachowania
homeostazy, jego zablokowanie najczg$ciej uruchamia wiele réznych szlakoéw inicjacji
apoptozy jednocze$nie. Doktadna sekwencja zjawisk prowadzacych do $mierci komorki
nie jest poznana lecz przypuszcza sig, ze jest ona specyficzna dla konkretnego typu
komoérek lub/i inhibitora proteasomow [Ding 2007, McConkey 2008]. W wigkszosci

przypadkoéw apoptoza zachodzi droga wewngtrzna, chociaz IP potrafia tez uwrazliwic¢
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komorki nowotworowe na indukcje szlaku receptorowego apoptozy [Seol 2011, Zhu 2005,
Naumann 2011, Nikrad 2005].

Ostatecznym czynnikiem powodujacym apoptozg moze by¢ bezposrednie zaburzenie
poziomu 1 aktywnos$ci biatek zaangazowanych w proces apoptozy, obnizenie aktywnos$ci
prozapalnego czynnika transkrypcyjnego NFxB, nagromadzenie Zle zwinigtych biatek 1
stres siateczki wewnatrzplazmatycznej (stres ER), lub tez stres oksydacyjny. W zaleznosci
od rodzaju nowotworu, $mier¢ komorki moze wynika¢ z uruchomienia rdznych
mechanizméw [Mayer R 2005, McConkey 2008, Crawford 2011, Frankland-Searby 2012].

W niektorych rodzajach nowotworow zahamowanie aktywno$ci proteasomow
indukuje apoptoz¢ w sposob bezposredni poprzez zmiany poziomu biatek
proapoptotycznych 1 antyapoptotycznych z rodziny Bcl-2.  Wsrdéd  biatek
proapoptotycznych najczesciej dochodzi do wzrostu poziomu Noxa, co stwierdzono
migdzy innymi w czerniaku, biataczce, raku prostaty i raku jelita grubego [Baou 2010,
Fernandez 2005, Qin 2005, Qin 2006, Naumann 2012, Chen S 2010]. W czerniaku oraz
raku jelita grubego obserwuje si¢ tez akumulacje Bax, Puma 1 Bid [Seeger 2010, Nencioni
2006, Ding 2007]. Badania czerniaka 1 glejaka dowodza z kolei, ze IP moga takze
powodowac spadek poziomu bialek antyapoptotycznych Bel-XL i1 Bel-2 [Fernandez 2005,
Yin 2005, Armstrong 2010].

W innych przypadkach inhibitory proteasomow prowadza do akumulacji bialek
posrednio indukujacych apoptozg, w tym najwazniejszego supresora nowotworow — p53.
Pod wptywem IP poziom p53 rosnie migdzy innymi w czerniaku, raku jelita grubego i raku
nerki [Fernandez 2005, Qin 2005, Ding 2007, Vaziri 2009]. Kolejnym i najwcze$niej
odkrytym mechanizmem indukcji apoptozy przez IP, waznym szczeg6lnie w nowotworach
uktadu  krwiotworczego, jest obnizanie aktywno$ci  prozapalnego  czynnika
transkrypcyjnego NFkB [Adams 2004', Hideshima 2002, Satou 2004]. Obnizenie
aktywacji NFxB stwierdzono takze w wielu nowotworach niezwigzanych z uktadem
krwiono$nym, w tym w czerniaku [ Amschler 2010, Amiri 2004, Mtynarczuk-Bialty 2006].

Wiadomo takze, ze inhibitory proteasoméw moga uruchamia¢ droge mitochondrialng
apoptozy w odpowiedzi na nagromadzenie zle zwinigtych biatlek w siateczce
wewnatrzplazmatycznej, ktore to zjawisko okre§la si¢ jako stres siateczki
wewnatrzplazmatycznej (stres ER) [Nawrocki 2005, Obeng 2006, Armstrong 2010,
Morgillo 2011, Park 2011] lub w wyniku akumulacji reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species, ROS) i stresu oksydacyjnego [Fribley 2004, Perez-Alvarez 2009].
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1.5.2. Wplyw inhibitorow proteasomow na cykl komoérkowy komodrek

nowotworowych

Utrata kontroli nad cyklem komoérkowym i niekontrolowana proliferacja sa jednymi z
podstawowych cech komorek nowotworowych. W wigkszosci rodzajow nowotworéw
stwierdza si¢ mutacje gendéw bialek zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego,
takich jak kinazy cyklinozalezne (ang. cyclin-dependent kinases, CDK), cykliny oraz
inhibitory CDK [Vermeulen 2003, Wiliams 2012]. Niektore z inhibitoréw CDK np. p27
lub p21 sa waznymi supresorami nowotworéw [Wiliams 2012]. Mutacje ich genow
najczesciej przetamuja stan koncowego zrdéznicowania komorki w fazie GO lub GI1 1
prowadza do wzmozonej proliferacji. W czerniaku skory genem najczgsciej ulegajacym
uszkodzeniom jest rejon CDKN2A4 kodujacy inhibitory CDK pl6 i ARF (p14). Jego
uszkodzenia lub delecje¢ stwierdza si¢ w 80-90% przypadkoéw [Bennett 2008, Dahl 2007,
Kyrgidis 2010].

W prawidlowych warunkach obecno$¢ roznych bialek regulatorowych jest wymagana
tylko w krotkich okresach cyklu, potem sa one szybko ubikwitynowane i kierowane do
degradacji proteasomalnej. Poniewaz przechodzenie do kolejnych faz cyklu komorkowego
zalezy w ogromnym stopniu od dziatania ukladu UPS, apoptozie wywotanej
zahamowaniem aktywno$ci proteasomOw czgsto towarzyszy lub ja poprzedza
spowolnienie tempa proliferacji komorek i zatrzymanie cyklu komorkowego. Szczegdlng
role odgrywa tu biatko Skp2 (ang. S-phase kinase protein 2) odpowiadajace za
ubikwitynacj¢ 1 degradacj¢ niektorych cyklin 1 inhibitorow CDK, migdzy innymi p21 1 p27
[Abukhdeir 2008, Lu 2010]. Skp-2 przyspiesza cykl komorkowy, gdyz obnizenie poziomu
p21 1 p27 umozliwia przejscie z fazy G1 do S i ostatecznie podzial komoérki [Benanti
2012]. Zmniejszenie poziomu p27 obserwowano w wielu rodzajach nowotworow takich
jak biataczki, rak piersi, ptuc, jelita grubego, prostaty lub jajnika [Chu 2008]. Uwaza sig,
ze do zwigkszonej degradacji p27 przyczynia si¢ stwierdzona w niektorych nowotworach
nadekspresja Skp-2. W podobny sposob podwyzszony poziom Skp-2 powoduje obnizenie
poziomu drugiego waznego inhibitora CDK, biatka p21 [Inui 2003, Crawford 2011].

Zahamowanie aktywnos$ci proteasomow w przypadku wielu nowotworow takich jak
glejak, rak jajnika, rak watrobowokomodrkowy a takze czerniak, prowadzi do zatrzymania
cyklu komoérkowego w fazie G2 lub M [Sorolla 2008, Fernandez 2005; Crawford 2011,
Mayer 2005, Adams J 2004']. Szczegotowe badania dowiodly, ze czesto jest to wynik
spadku poziomu Skp-2 oraz nagromadzenia p27 i p2l, ktore przy braku aktywnych
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proteasomOw nie moga ulec ubikwitynozaleznej degradacji [Zanotto-Filho 2012; Baiz

2009; Lu 2008, Bazzaro 2006].

1.6. Mechanizmy opornosci na dzialanie inhibitoréw proteasomoéow

W wielu przypadkach wykazano, ze komorki nowotworowe, rdwniez czerniaka, sa
bardziej wrazliwe na dziatanie cytotoksyczne IP niz komorki prawidlowe [Fernandez
2005, Qin 2005, Nikiforov 2007, Bazzaro 2006, Zanotto-Filho 2012].

Jednak wrazliwos¢ komorek nowotworowych na zahamowanie aktywnosci
proteasomOéw bywa bardzo zréznicowana. RoOzne rodzaje nowotworéw wykazuja
odmienna wrazliwo$¢ na dzialanie tego samego inhibitora [Kisselev 2001; Kisselev 2006;
Keyomarsi 2010; de Bettignies 2010]. Co wigcej, poniewaz IP o rdznej strukturze
chemiczne] moga mie¢ odmienne mechanizmy dziatania, wywieraja odmienny efekt
cytotoksyczny na ten sam typ nowotworu. W niektorych przypadkach stwierdza sig
synergistyczne dziatanie IP [Shirley 2005; Chauhan 2008]. Zdarzaja si¢ rowniez komorki
nowotworowe niemal catkowicie oporne na dziatanie niektérych z tych zwiazkow, wsrod
nich komérki izolowane z niektérych czerniakéw [Fernandez 2005; Sorolla 2008].

Powszechnie przyjmuje si¢, ze podstawowym parametrem determinujacym
wrazliwos¢ komorek nowotworowych na zahamowanie aktywnosci proteasoméw jest
szybkos¢ podzialow komorkowych [McConkey 2008, Frankland-Searby 2012]. Im szybsze
podziaty, tym silniejszy efekt cytotoksyczny. Inna istotna kwestia jest aktywnos$¢
translacyjna komorek. Zazwyczaj wysoka wrazliwos¢ na zahamowanie aktywnosci
proteasomOw obserwuje si¢ w nowotworach, ktore syntetyzuja i wydzielaja duze ilosci
bialek, jak szpiczak mnogi [McConkey 2008, Nawrocki ST 2008].

Jednak z pewnoscia cytotoksyczno$¢ IP determinowana jest rowniez innymi cechami.
Opornos¢ danego nowotworu moze wynika¢ z braku indukcji apoptozy, co najczesciej
spowodowane jest zaburzeniami poziomu biatek z rodziny Bcl-2 [Nawrocki ST 2002;
Fernandez 2005, Balsas 2012, Wolter 2007], bywa tez zwiazana ze wzrostem aktywnosci
proteolitycznej proteasomu [Magill 2004] lub nadekspresja podjednostek B, szczegdlnie B5
[Bazzaro 2006, Balsas 2012]. Wigksza opornos¢ wykazuja réwniez komorki ze

zwigkszonym poziomem biatek szoku termicznego [McConkey 2008].
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1.6.1. Rola bialek HSP w opornosci na inhibitory proteasomow

Poniewaz IP powoduja nagromadzenie nieprawidlowo zwinigtych bialek, na
szczegblna uwage w zjawisku oporno$ci na te zwiazki zastuguje rola biatek szoku
termicznego (ang. heat shock proteins, HSP). Po raz pierwszy opisano je u muszki
Drosophila w 1962 r jako grupe biatek, ktora gromadzi si¢ w komorkach poddanych
szokowi cieplnemu i1 zwigksza odporno$¢ na podwyzszona temperaturg. PoOzZniejsze
badania dowiodly, Zze biatka HSP znajduja si¢ w komorkach wszystkich organizméw i sa
najbardziej konserwatywna rodzing bialek. Obecnie uwaza si¢ je za biatka indukowane
stresem, poniewaz ich ekspresja rosnie w odpowiedzi na wiele réznych czynnikow
stresowych zarowno endogennych jak 1 pochodzacych ze §rodowiska zewngtrznego. HSP
maja dzialanie cytoprotekcyjne i petnia rolg biatek opiekunczych (chaperonowych), ktore
pomagaja w zwijaniu nowosyntetyzowanych lub nieprawidtowo zwinigtych polipeptydow.
Ze wzgledu na masg czasteczkowa rodzing HSP u ssakow podzielono na 5 grup: HSP110,
HSP90, HSP70, HSP60 oraz mate HSP (15-30kDa). Kazda grupa zawiera zar6wno biatka
stale obecne w komorce (podlegajace ekspresji konstytutywnej), jak i indukowane w
odpowiedzi na stres. Z powodu zaangazowania w proces nowotworzenia wiele uwagi
poswigca si¢ biatku HSP70 oraz jednemu z matych HSP, HSP27. W warunkach
prawidlowych ich poziom w komorce jest prawie niewykrywalny. Natomiast pod
wplywem czynnikow stresowych ekspresja na pewien czas gwattownie rosnie [Garrido

2006, Joly 2010, Jego 2013].
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Ryec. 6. Antyapoptotyczna rola biatek HSP70 i HSP27 (na podstawie Garrido C 2006).
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HSP biora udziat w zwijaniu nowosyntetyzowanych polipeptydow, sktadaniu

kompleksow biatkowych 1 transporcie biatek przez btony. Poniewaz oddziatuja z wieloma
biatkami regulujacymi apoptoze, niektore HSP maja réwniez silne wilasnosci anty-
apoptotyczne (ryc. 6).
Dowiedziono, ze HSP70 wiaze biatka z rodziny Bcl-2 (np. Bax) i zapobiega powstawaniu
poréw w btonie mitochondrialnej [Stankiewicz 2005]. HSP hamuja takze pozne etapy
apoptozy. Juz po uwolnieniu bialek proapoptotycznych z mitochondrium HSP27 moze
wiaza¢ cytochrom C [Bruey 2000; Concannon 2001, Paul 2002], a HSP70 biatko APAF-1
[Beere 2000, Saleh 2000], co zapobiega aktywacji kaspazy 9 i nastgpnie kaspazy 3.
Ponadto HSP70 poprzez bezposrednie wiazanie z AIF blokuje tez apoptozg
kaspazoniezalezna [Ravagnan 2001, Gurbuxani 2003, Matsumori 2005]. Cytoprotekcyjne
dziatanie HSP27 w warunkach stresowych moze tez wynika¢ ze zdolnosci do wybidrczego
kierowania niektorych bialek do degradacji proteasomalnej. Jednym z takich bialek jest
IxB, inhibitor czynnika transkrypcyjnego NF«B. Degradacja inhibitora powoduje wzrost
aktywnos$ci NFkB, ktory hamuje apoptoze [Parcellier 2003]. HSP27 przyspiesza réwniez
proteoliz¢ inhibitora CDK, p27, co uniemozliwia zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie
G1 [Parcellier 2006].

Hamowanie apoptozy przez biatka HSP moze by¢ niezbgdne dla utrzymania przy
zyciu komorek nowotworowych. Dlatego tez czgsto zachodzi w nich konstytutywna
nadekspresja HSP70 lub HSP27 [Garrido 2006]. Zwigkszona ekspresje tych biatek
wykrywa si¢ w wielu nowotworach [Nylandsted 2000, Cornford PA 2000, Ciocca 2005,
Parcellier 2005, Calderwood 2010, Vidyasagar 2012], w tym w czerniaku [Park 2000,
Missotten 2003, Carta 2005, Schmitt 2006; Yerlikaya 2008, Shipp 2013]. Stwierdzono, ze
wysoki poziom zaréwno HSP70 jak 1 HSP27 wiaze si¢ ze stabym zrdéznicowaniem
komorek nowotworowych, a wige duza ztosliwoscia 1 ztym rokowaniem [Thanner 2005,
Ciocca 2005].

Zahamowanie aktywnoS$ci proteasomow réwniez prowadzi do indukeji ekspresji
réznych biatek szoku termicznego, wtaczajac HSP70 1 HSP27. Badania z wykorzystaniem
mikromacierzy dowodza, ze to wiasnie ich geny sa najintensywniej aktywowane w
odpowiedzi na dzialanie IP [Mitsiades 2002, Yang 2006]. Wzrost poziomu HSP70 i
HSP27 pod wpltywem IP obserwowano tez w przypadku czerniaka [Fernandez 2005].

Z powodu wiasciwosci anty-apoptotycznych zwigkszona ekspresja HSP wiaze si¢ z
rozwojem opornosci nowotworu na leczenie. Wykazano, ze nadekspresja biatek HSP70 1

HSP27 przynajmniej czg$ciowo odpowiada za opornos¢ niektdrych rodzajow komorek na

27



WSTEP

zahamowanie aktywnos$ci proteasoméw [Goldbaum 2009, Park 2012]. Chauhan i wsp. w
2003 roku udowodnili, Zze oporno$¢ niektérych bialaczek na dziatanie IP wynika
bezposrednio z nadekspresji HSP27 w tych komoérkach. Nastepnie w badaniach ekspres;i
genow z uzyciem mikromacierzy wykazano, ze w biataczkach z opornos$cia zwiazana jest

réwniez nadekspresja HSP70 [Shringarpure 2006].

1.7. Leczenie czerniaka

Wysoka oporno$¢ na chemioterapi¢ powoduje, ze brak jest obecnie skutecznych
metod leczenia czerniaka. Postgpowaniem z wyboru jest leczenie chirurgiczne.
Szczegodlnie wyniki leczenia czerniaka w uogdlnionym stadium, z odleglymi przerzutami,
sa niezadowalajace. Sredni czas przezycia wynosi 6-10 miesiecy, a tylko 5-10% chorych
przezywa ponad 5 lat [Ruka 2005, Ruka 2009].

Ze wzgledu na brak skutecznych terapii czerniak zaliczany jest do tak zwanych
»howotworow sygnatowych”, na ktérych w pierwszej kolejnosci prowadzone sa badania
kliniczne nowych lekow [Ruka 2005]. Miedzy innymi trwaja proby leczenia chorych z
zaawansowanym stadium czerniaka inhibitorami proteasomow. Badania kliniczne z
zastosowaniem najbardziej znanego zwiazku z tej grupy - bortezomibu - nie przyniosty
niestety spodziewanych rezultatow [Markovic 2005, Su 2010]. Dlatego tez testuje si¢ coraz
to nowe zwiazki hamujace aktywno$¢ proteasomow. Obiecujace efekty przyniosty proby
kliniczne podobnego do laktacystyny inhibitora NPI-0052, ktéry w potaczeniu z
vorinostatem — inhibitorem deacylazy histonowe; (HDAC) powodowal zatrzymanie

choroby u 60% chorych [Millward 2011].
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2. CEL PRACY

Pomimo zZe cytotoksyczny efekt zahamowania aktywnos$ci proteasomow w réznych
rodzajach nowotwordéw zostal dobrze udokumentowany, stosunkowo mato jest danych
dotyczacych czerniaka [Fernandez 2005, Qin 2005, Sorolla 2008]. Wykazano, ze
odmienne formy czerniaka istotnie rdznia si¢ opornoscia na dziatanie inhibitorow
proteasomédw. Ponadto, w wigkszosci prac wykorzystywano bortezomib, jedyny jak do tej
pory inhibitor proteasomow dopuszczony w terapii nowotwordéw u ludzi. Wiadomo jednak,
ze bortezomib nie przyniost spodziewanych efektéw w leczeniu czerniaka. Tymczasem w
chwili obecnej intensywnie prowadzone sa proby kliniczne inhibitorow proteasomow
nowej generacji, ktore sa pochodnymi wczesniej znanych zwiazkow, jak epoksomycyna
lub laktacystyna. Ponadto brak jest w piSmiennictwie prac, ktore w analizie
cytotoksycznego wplywu inhibitoréw proteasomoéw na czerniaka biora pod uwage stopien
jego melanizacji. Zachodzi pytanie, czy komorki amelanotyczne linii Ab czerniaka
przeszczepialnego chomika, ze wzgledu na szybkie tempo podziatoéw okaza si¢ wrazliwe
na zahamowanie aktywnos$ci proteasoméw, czy tez beda oporne w zwiazku z niska

aktywnos$cia wydzielnicza.

Poniewaz wciaz jeszcze dane dotyczace mechanizméw dziatania inhibitoréw

proteasomdw w procesie nowotworowym nie sa w pelni poznane, celem mojej pracy bylto:

1. okreslenie  wrazliwosci  komorek  linii  amelanotycznej (Ab)  czerniaka
przeszczepialnego chomika na cytotoksyczne dziatanie trzech strukturalnie réznych
inhibitoro6w proteasoméw: epoksomycyny, MG-132 oraz laktacystyny,

2. zbadanie drogi $mierci komoérek Ab pod wptywem inhibitoréw proteasomoéw oraz
okreslenie jej charakteru,

3. poznanie mechanizmoéw ewentualnej opornosci komoérek Ab zwiazanej z biatkami

szoku termicznego.
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3. MATERIAL I METODY

3.1. Material

Badania wykonano na komorkach izolowanych z guzow linii amelanotycznej (Ab)
czerniaka przeszczepialnego chomika. Na badania uzyskano zgodg¢ lokalnej Komisji d/s

Etyki (nr 30/2009).

3.1.1. Zwierze¢ta

Czerniaka pasazowano na samcach chomikéw syryjskich (Mesocricetus auratus
waterhouse) odmiany ztociste] (agouti) w Zakladzie Embriologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Komorki przeszczepiano $rednio co 11 dni wedlug metody

opisanej przez Bomirskiego [Bomirski 1977].

3.1.2. Komorki linii Ab czerniaka przeszczepialnego chomika

Wykorzystane w badaniach komorki izolowane byty z guza nowotworowego w
Zakladzie Embriologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego zgodnie z procedura
izolacji nieenzymatycznej opracowang przez Bomirskiego 1 wspotpracownikéw [Bomirski
1975]. Po mechanicznym rozdrobnieniu guza komorki izolowano na mieszaninie 9%
fikolu (ICN Biomedicals) i 75% uropoliny (Polfa Starogard) o gestosci 1,072 g/cm’.
Zywotno$¢ komorek oceniana z uzyciem blekitu trypanu wynosita powyzej 90%.

Po izolacji komodrki hodowane byty przez 24 godziny w standardowej pozywce
hodowlanej: podtoze RPMI 1640 (Biomed Lublin) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy
cielgcej (FCS) (Invitrogen, USA) oraz antybiotykow: streptomycyny (100 pg/ml) 1
penicyliny (100 jedn./ml), w 37°C w atmosferze 5% CO,. Po tym czasie komorki
wykorzystywano do dalszych badan.
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3.1.3. Inhibitory proteasomow

Do badan wybrano inhibitory aktywnosci ChT-L proteasomdéw reprezentatywne dla
trzech podstawowych grup tych zwiazkow rézniacych sig struktura chemiczng (patrz:
Wstep):

epoksyketony peptydowe:

e epoksomycyna (Biomol, USA), rozpuszczalna w DMSO
aldehydowe pochodne peptydow:
e MG-132 (SIGMA, USA), rozpuszczalny w DMSO

B-laktony:

e laktacystyna (SIGMA, USA), rozpuszczalna w wodzie

Komorki inkubowano przez wymagany okres czasu (6, 12, 18, 24, 48 lub 72 godziny)
w standardowej pozywce hodowlanej z dodatkiem IP w r6znych stezeniach:
— epoksomycyna 0,1puM, 0,5uM 1 1pM
- MG-132 1uM, 5uM 1 10uM
— laktacystyna 1pM, SuM i 10uM.

3.1.4. Inhibitor kaspaz

Do oceny udzialu apoptozy kaspazoniezaleznej w procesie S$mierci komorek
stosowano og6lny inhibitor kaspaz Boc-D-FMK (BAF) (Calbiochem, USA),
rozpuszczalny w DMSO. BAF jest inhibitorem o szerokim spektrum dzialania, ktory
hamuje dziatanie zarowno kaspaz inicjatorowych jak 1 efektorowych.

Komoérki inkubowano w standardowej pozywce hodowlanej z IP oraz BAF w st¢zeniu
50uM przez 24 godziny. Stosowano 2-godzinng preinkubacj¢ przed dodaniem inhibitorow

proteasomow.
Nastepnie komorki poddawano testom opisanym ponizej. W badaniach kontrolnych

dla probek z uzyciem epoksomycyny, MG-132 oraz BAF stosowano komorki inkubowane

z DMSO.
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3.2. Metody
3.2.1. Ocena aktywnosci proteasomow metoda luminescencyjna

Aktywno$¢ ChT-L proteasoméw w komorkach oznaczano testem luminometrycznym
(Promega, USA). Test ten opiera si¢ na hydrolizie peptydu sprzgzonego z lucyferyna przez
jednostke 20S proteasomu. Uwolniona lucyferyna staje si¢ substratem dla enzymu
lucyferazy w reakcji, w ktérej z udzialem ATP powstaje sygnat $wietlny
(luminescencyjny). Tak wigc nat¢zenie sygnatu §wietlnego jest proporcjonalne do poziomu
aktywnos$ci ChT-L.

Badanie wykonywano zgodnie z protokotem zalecanym przez producenta. Komorki
Ab hodowano na ptytkach 96-dotkowych w ilosci 1x10*/dotek w standardowej pozywce
hodowlanej przez 1 godzing i 45 minut. Na 2 godziny przed pomiarem do hodowli
dodawano IP. Wszystkie probki wykonywane byly w duplikatach. 15 minut przed
pomiarem do prébek dodawano bufor reakcyjny zawierajacy substrat Suc-LLVY-
aminolucyferyneg (stgzenie koncowe 20uM) oraz enzym lucyferazg. Probki wytrzasano 2
minuty, 700 rpm i inkubowano w temperaturze pokojowej. Natg¢zenie luminescencji
mierzono w luminometrze ptytkowym Fluoroscan FC firmy ThermoScientific (USA).

Wyniki badanych probek wyrazono jako procent aktywnosci ChT-L proteasomow w
komorkach kontrolnych, ktorej warto$¢ przyjeto za 100%.

3.2.2. Badanie zywotnoS$ci komorek z uzyciem XTT

Zmiany zywotnosci komodrek badano przy uzyciu testu XTT (Roche, Niemcy). Test
ten pozwala z duza doktadnos$cia oznaczy¢ aktywnos$¢ metaboliczna komorek w prébcee.
Spadek aktywnos$ci metabolicznej jest miara cytotoksycznego dzialania badanej substancji.
Zasada jego dziatania opiera si¢ na rozktadzie przez aktywne metabolicznie komorki zoltej
soli tetrazolowej XTT do pomaranczowego formazanu. Hydroliza soli XTT zachodzi pod
wptywem mitochondrialnych dehydrogenaz, tak wigc st¢zenie powstajacego formazanu
jest bezposrednim odzwierciedleniem aktywnos$ci enzymoéw mitochondralnych, co okresla
si¢ jako zywotno$¢ komorek. Stgzenie formazanu w badanej probce jest mierzone za
pomoca spektrofotometru ptytkowego przy dtugosci fali 450 nm.

Badania wykonano wedlug metodyki opisanej wczesniej [Jost 1992] i zgodnie z
zaleceniami producenta. Komorki inkubowano na ptytkach 96-dotkowych w ilosci
2x10%/dotek w standardowej pozywce hodowlanej w obecnosci IP oraz inhibitora kaspaz

BAF. Czas inkubacji wynosit 6, 12, 18, 24, 48, lub 72 godziny. Wszystkie probki
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wykonywane byty w trzech powtorzeniach. 5 godzin przed uptywem Zadanego czasu do
probek dodawano roztwér XTT (stezenie koncowe 0,3 mg/ml) i ponownie inkubowano.
Absorbancj¢ powstalego formazanu odczytywano przy 450 nm przy uzyciu
spektrofotometru ptytkowego Multiscan FC firmy ThermoScientific (USA).

Na wykresach zywotno$¢ komorek w badanych probkach wyrazono jako procent

zywotnosci komorek kontrolnych, ktorych warto$¢ przyjeto za 100%.

Na podstawie pomiaru aktywnos$ci proteasomow oraz zywotnosci komorek w tescie
XTT do dalszych badan wybrano nastgpujace stezenia inhibitorow proteasomow:
— epoksomycyna 0,5uM
- MG-132 5uM
— laktacystyna 10uM.
Stezenia te sq dla epoksomycyny 1 MG-132 najnizszymi st¢zeniami pozwalajacymi
catkowicie zahamowaé¢ aktywno$¢ ChT-L proteasomow, natomiast w przypadku
laktacystyny jest to st¢zenie, ktére w badanym zakresie najsilniej hamuje aktywno$¢ ChT-

L proteasomow.

3.2.3. Analiza cyklu komorkowego z uzyciem jodku propidyny

Poniewaz fazy S, G2 oraz M zwiazane sa z podzialem komorki, komorki znajdujace
si¢ w tym okresie cyklu przyjeto jako dzielace sig, natomiast te w fazach GI1 lub GO za
komorki w okresie spoczynkowym.

Odsetek komorek w roznych fazach cyklu oznaczano w cytometrze przeptywowym na
podstawie zawartoSci DNA w jadrach komérkowych. Barwienie DNA jodkiem propidyny
(PI) pozwala zmierzy¢ ilo$¢ materialu genetycznego w komoérce i na tej podstawie
odrézni¢ zawierajace wigcej DNA komorki dzielace si¢ (faza S+G2/M) od tych w fazie
spoczynkowej (G0/G1). Dodatkowo metoda ta pozwala zaobserwowa¢ populacje komoérek
o obnizonej zawartosci DNA — frakcje sub-G1, w ktoérej gromadza si¢ migdzy innymi
ciatka apoptotyczne (ryc. 7).

Badania wykonywano zgodnie z procedura opisang wczesniej [Darzynkiewicz 1984,
Cichorek 2006']. W skrocie: komoérki hodowano w stezeniu 1x10°ml w standardowej
pozywce hodowlanej w obecnos$ci IP oraz inhibitora kaspaz BAF. Czas inkubacji wynosit

6, 12, lub 24 godziny. Po uptywie wymaganego czasu komorki zawieszano w PBS. 1x10°
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M1 — subG1
M2 — GO/G1
M3 - S+G2M

liczba koma rek

1023
Intensywnos¢ fluorescencji Pl

Ryc. 7. Przyktadowy histogram analizy cyklu komoérkowego komoérek wybarwionych jodkiem propidyny
(PI). Zakresy M1, M2 i M3 obejmuja populacje komérek w odpowiednich fazach cyklu.

komorek w 1 ml PBS utrwalano przez 24 godziny 70% etanolem w temperaturze -20°C,
ptukano PBS, a nastgpnie barwiono w roztworze PBS zawierajacym jodek propidyny w
stezeniu 40 pg/ml (SIGMA, USA) i RNaze A w stezeniu 100 pg/ml (SIGMA, USA).
Zawiesing komorek inkubowano 30 minut w ciemno$ci w 37°C. Fluorescencje jodku
propidyny analizowano na cytometrze przeplywowym FACScan (BectonDickinson
Biosciences, USA) w Zakladzie Fizjopatologii GUMed. Z kazdej probki zliczano 10*
komorek. Uzyskane dane analizowano programem WinMDI 2.9 (The Scripps Research

Institute, USA).

3.2.4. Ocena zmian apoptotycznych w blonie komdorkowej — eksternalizacja

fosfatydyloseryny

Aby oceni¢ wczesne zmiany apoptotyczne, analizowano eksternalizacje
fosfatydyloseryny (PS), to jest jej przemieszczenie z wewngtrznej do zewngtrznej warstwy
btony komorkowej. Aneksyna V, ktora wiaze si¢ specyficznie z PS obecna na powierzchni
komorek, pozwala wigc wyznakowaé¢ komorki apoptotyczne. Jodek propidyny w
warunkach prawidtowych nie wnika od wngtrza komorki, barwi wige tylko DNA komorek

martwych, z uszkodzona btona.
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Jednoczesne barwienie aneksyna V (An) oraz jodkiem propidyny (PI) pozwala
zréznicowaé komorki na cztery populacje (ryc. 8):

- An-/PI- — nie wiazace aneksyny i nie wigzace jodku propidyny — komorki zywe,

- Ant/PI- — wiazace aneksyng, ale nie wiazace jodku propidyny — komorki
wczesnoapoptotyczne, z zachowang integralnoscia blony komorkowe;,

- An+/PI+ — wiazace zardwno aneksyn¢ jak 1 jodek propidyny — komorki z
uszkodzong blong komoérkowa uwazane za komoérki pdznoapoptotyczne (martwe),

- An-/PI+ — wiazace tylko jodek propidyny — komorki nekrotyczne.

Suma populacji komorek (An+/PI-) oraz (An+/PI+), okreslana czasami jako komorki
aneksynododatnie, stanowi liczbg wszystkich komoérek przechodzacych proces apoptozy.

Zmiany w strukturze blony komorkowej badano z uzyciem aneksyny V zwiazanej z
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz jodku propidyny (BD Pharmingen, USA)
wedtug procedury opisanej wezesniej [Cichorek 2011] 1 zgodnie z zaleceniami producenta.
Komoérki hodowano na plytkach 12-dotkowych w stezeniu 1x10° w standardowej pozywce
hodowlanej, w obecnosci IP oraz inhibitora kaspaz BAF. Czas inkubacji wynosit 6, 12, lub
24 godziny. Po phlukaniu PBS 1x10° komoérek zawieszano w 100 pl buforu (0,1M
HEPES/NaOH pH 7,4; 1,4M NaCl; 25mM CaCl,) zawierajacego aneksynge V
wyznakowana FITC 1 jodek propidyny. Probki inkubowano 15 minut w ciemno$ci w

temperaturze pokojowe;.
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Ryc. 8. Przyktadowy wykres punktowy typu ,.dot plot” przedstawiajacy analiz¢ cytometryczna komorek
barwionych aneksyna V wyznakowana FITC (An-FITC) oraz jodkiem propidyny (PI) z wyréznionymi
populacjami komorek.
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Fluorescencj¢ aneksyny V 1 jodku propidyny analizowano na cytometrze
przeplywowym FACScan (BectonDickinson Biosciences, USA) w Zakladzie
Fizjopatologii GUMed. Z kazdej probki zliczano 2x10* komoérek, a uzyskane dane
analizowano programem WinMDI 2.9 (The Scripps Research Institute, USA).

3.2.5. Analiza zmian morfologicznych chromatyny jadrowej

Zmiany morfologiczne zachodzace w komodrce w poznej fazie apoptozy oceniano na
podstawie kondensacji chromatyny jadrowej oraz nastgpujacej potem fragmentacji jadra.
Do analizy tego zjawiska wykorzystano barwnik fluorescencyjny Hoechst 33342. Jest to
barwnik DNA, ktory tatwo przenika przez btony komodrkowe, dzigki czemu mozna go
stosowa¢ do badania zywych komorek. Fluorescencja Hoechst 33342 jest bardzo wrazliwa
na zmiany konformacji DNA 1 w jadrach apoptotycznych o skondensowanej chromatynie
jest duzo bardziej intensywna niz w jadrach niezmienionych.

Komorki hodowano w stezeniu 1x10° w standardowej pozywce hodowlanej w
obecnosci IP oraz inhibitora kaspaz BAF. Czas inkubacji wynosit 6, 12, lub 24 godziny. 30
minut przed koncem czasu inkubacji do pozywki hodowlanej dodawano $wiezo
przygotowany roztwor Hoechst w PBS do stgzenia koncowego 3 pg/ml. Komorki
inkubowano 30 minut w ciemnosci, w 37°C, 5% CO,. Nastegpnie ptukano i zawieszano w
10ul PBS. Zawiesing komorek naniesiong na szkietko mikroskopowe analizowano pod
mikroskopem odwroconym Nikon Eclipse TE300 (Nikon, Japonia) wyposazonym w
kamer¢ cyfrowa Olympus XC30 (Olympus, Japonia). Do dokumentacji fotograficznej
wykorzystano obiektywy 10x 1 40x.

3.2.6. Ocena aktywacji kaspazy 9 i 3 oraz ekspresji bialek HSP metoda

immunoblottingu

Aby potwierdzi¢ indukcje apoptozy w komodrkach Ab oraz oceni¢ aktywacje jej szlaku
mitochondrialnego, zbadano aktywacje¢ kaspazy 3 i 9 metoda immunoblottigu (Western-
blot).

Metoda ta badano rowniez poziom biatek szoku termicznego HSP70 oraz HSP27.

Komoérki hodowano w stezeniu 1x10° w standardowej pozywce, w obecnosci IP oraz
inhibitora kaspaz BAF. Czas inkubacji wynosit 6, 12, lub 24 godziny. 3x10° komorek
ptukano PBS, zawieszano w buforze lizujacym (10mM Tris-HCI1 pH 8,0; 140mM NaCl;
2% TX-100) z dodatkiem inhibitorow proteaz (ImM AEBSF; 0,8uM aprotyniny; S0uM
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bestatyny; 15uM E-64; 20uM leupeptyny; 10uM pepstatyny A) w ilosci 10 pl buforu na
1x10° komoérek. Komorki inkubowano w buforze lizujacym przez 1 godzing w 4°C, a
nastgpnie wirowano w 4°C, 15 minut, 14 000 rpm. W supernatancie oznaczano biatko
catkowite metoda Lowry’ego. 60 pg bialka naktadano na zZel poliakrylamidowy 13% dla
kaspazy 3 lub 10% dla pozostalych biatek. Po rozdziale elektroforetycznym biatka
przenoszono z zelu na blong nitrocelulozowa za pomoca transferu potsuchego.
Prawidtowos$¢ transferu biatek sprawdzano poprzez odwracalne barwienie membrany
barwnikiem Ponceau S. Nastgpnie btong blokowano 2 godziny w 4% odtluszczonym
mleku w buforze TBS (10mM Tris pH 7,6; 150mM NaCl) i1 inkubowano przez noc w
roztworze przeciwcial pierwszorzegdowych w TBS:

— kaspaza 9 (Stressgen, USA), mysie monoklonalne 1:500

— kaspaza 3 (Santa Cruz Biotechnology, USA), krolicze poliklonalne 1:250

— HSP70 (StressMarq, USA), mysie monoklonalne 1:5000

— HSP27 (Stressgen, USA), krolicze poliklonalne 1:1000

— B-aktyna (SIGMA, USA), mysie monoklonalne 1:30000
B-aktyna stuzyta jako standard wewngtrzny potwierdzajacy rownomierne nalozenie probek
na zel.
Po przemyciu buforem TBS membrang inkubowano 2 godziny w roztworze odpowiednich
przeciwcial drugorzegdowych w TBS:

— przeciwciala krolicze przeciwko przeciwciatom mysim sprzg¢zone z peroksydaza

chrzanowa (Sigma, USA), 1:50000
— przeciwciala kozie przeciwko przeciwcialom kroliczym sprzgzone z peroksydaza
chrzanowa (Pierce, USA), 1:50000

Po plukaniu buforem TBS membrang inkubowano 5 minut w roztworze
chemiluminescencyjnego substratu dla peroksydazy chrzanowej (Pierce, USA). Sygnat

chemiluminescencyjny uwidaczniano natychmiast na kliszy autoradiograficzne;j.

3.2.7. Analiza uwalniania cytochromu C i AIF z mitochondriow za pomoca

barwien immunofluorescencyjnych

Aby oceni¢ indukcj¢ mitochondrialnego szlaku apoptozy, analizowano translokacje
cytochromu C z mitochondriow do cytoplazmy oraz biatka AIF z mitochondriow do

cytoplazmy 1 jadra komorkowego.
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3.2.7.1. Barwienie cytochromu C

W celu zbadania wyptywu cytochromu C z mitochondriow wykonano podwojne
barwienie immunofluorescencyjne znakujac cytochrom C zielonym barwnikiem Alexa
Fluor 488, a mitochondria czerwonym barwnikiem MitoTracker Red CMXRos.

Komorki hodowano na szkietkach nakrywkowych w  stezeniu 1x10%ml w
standardowej pozywce hodowlanej w obecnosci IP. Czas inkubacji wynosit 6, 12, lub 24
godziny. 30 minut przed uptywem tego czasu i utrwaleniem komoérek, do pozywki
hodowlanej dodawano roztwor barwnika MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, USA) do
stezenia koncowego 250nM 1 ponownie inkubowano. Barwienie prowadzono wedhug
procedury zalecanej przez producenta przeciwcial pierwszorzedowych przeciwko
cytochromowi C. Komorki utrwalano 10 minut 3,7% formaldehydem w 0,01M buforze
PBS pH 7.4 i permeabilizowano 5 minut 90% metanolem. Po odptukaniu metanolu
szkietka nakrywkowe z komdrkami blokowano 30 minut 3% ptodowa surowica bydleca
(FBS) w PBS i inkubowano 1 godzing z przeciwciatlami pierwszorzgdowymi przeciwko
cytochromowi C (mysie monoklonalne, BD Pharmingen, USA) rozcienczonymi 1:400 w
roztworze blokujacym. Prébki ponownie ptukano i inkubowano 1 godzing w ciemno$ci w
roztworze przeciwcial drugorzedowych sprzgzonych z barwnikiem AlexaFluor 488
(przeciwciata kozie przeciwko przeciwcialom mysim, Invitrogen, USA) w stezeniu 1:400
w PBS. Szkietka z wybarwionymi komorkami plukano PBS, pozostawiano do wyschnigcia

1 skrywano preparatem PermaFluor (Shanon Lipshaw Co.).

3.2.7.2. Barwienie bialka AIF

Aby oceni¢ translokacj¢ czynnika AIF, wykonano podwojne barwienie
immunofluorescencyjne, w ktorym AIF wyznakowano opisanym wczes$niej zielonym
barwnikiem Alexa Fluor 488, a DNA jadrowe czerwonym jodkiem propidyny.

Komorki hodowano na szkietkach nakrywkowych w  stezeniu 1x10%ml w
standardowej pozywce w obecnosci IP. Czas inkubacji wynosit 6, 12, i 24 godziny.
Procedur¢ barwienia prowadzono zgodnie z =zaleceniami producenta przeciwciat
pierwszorzedowych przeciwko AIF. Komorki utrwalano 10 minut 4% paraformaldehydem
w PBS i permeabilizowano 10 minut 0,2% Trytonem X100 w PBS. Nastgpnie komorki na
szkietkach nakrywkowych plukano PBS i blokowano 30 minut 2% albuming surowicy
bydlecej (BSA) w buforze PBST (bufor PBS z dodatkiem 0,2% Tween20). Po blokowaniu

komorki przenoszono do roztworu przeciwcial pierwszorzegdowych przeciwko AIF
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(krélicze monoklonalne, Abcam, Wielka Brytania) rozcienczonych 1:500 w 1% BSA w
PBST i inkubowano przez noc w 4°C. Szkietka z komorkami plukano w PBS i
inkubowano 1 godzing z przeciwcialami drugorzedowymi zwiazanymi z barwnikiem
Alexa Fluor 488 (przeciwciala kozie przeciwko przeciwciatlom kroliczym, Invitrogen,
USA) rozcieficzonymi w stosunku 1:400 w 1% BSA w PBS. Aby usuna¢ RNA przed
koncowym barwieniem jodkiem propidyny, probki traktowano RNaza A (SIGMA, USA)
0,1 mg/ml przez 30 minut w 37°C. Po ponownym ptukaniu PBS komorki barwiono 30
minut jodkiem propidyny (Fluka, USA) w stezeniu 2,5 pg/ml w PBS. Szkietka z
wybarwionymi komodrkami ptukano PBS, pozostawiano do wyschnigcia 1 skrywano

preparatem PermaFluor (Shanon Lipshaw Co.).

3.2.7.3. Analiza jako$ciowa barwien immunofluorescencyjnych

Preparaty immnofluorescencyjne oceniane byly przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego Eclipse 600 (Nikon, Japonia) wspolpracujacego z systemem
konfokalnym Radiance 2100 (BioRad, Wielka Brytania) wyposazonym w laser
kryptonowo-argonowy, ktory emituje $wiatto monochromatyczne o dtugosciach fali 488
nm i 568 nm. Swiatto dlugosci fali 488 nm stuzyto do wzbudzenia barwnika Alexa Fluor
488, natomiast $wiatlo 568 nm wzbudzalo fluorescencje barwnikow MitoTracker Red 1
jodek propidyny. Obrazy uzyskiwane byly pod obiektywem 60x z imersja olejowa i
analizowane oprogramowaniem LaserSharp 2000 v.4 (BioRad, Wielka Brytania).

Na preparatach analizowano wspotwystepowanie (kolokalizacje) barwnikow w
réznych organellach lub kompartmentach komérkowych (mitochondria, jadro komoérkowe,

cytoplazma).

3.2.8. Analiza statystyczna

Analizie statystycznej poddano dane iloSciowe uzyskane z pomiaroOw zywotnosci
komorek, analizy cyklu komoérkowego oraz oceny apoptotycznych zmian w blonie
komorkowej. Obliczenia statystyczne zostaly przeprowadzone przy uzyciu pakietu
statystycznego STATISTICA 2011 (StatSoft. Inc.) oraz arkusza kalkulacyjnego Excel.
Istotno$¢ roéznic pomigdzy dwoma grupami (model zmiennych niepowiazanych) zbadano
testami istotno$ci réznic U Manna-Whitneya. Istotno$¢ réznic pomigdzy wigcej niz dwoma
grupami sprawdzono testem Kruskala-Wallisa. W przypadku otrzymania istotnych

statystycznie rdznic pomigdzy grupami zastosowano testy post hoc (test Dunna).
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Testy niezaleznosci Chi-kwadrat wykorzystano dla zmiennych jako$ciowych.
We wszystkich obliczeniach za poziom istotnosci przyj¢to p=0.05.

Dane na wykresach podano jako $rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe.
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4. WYNIKI

4.1. Inhibitory proteasomow hamujg aktywno$s¢ ChT-L proteasoméw w

komorkach Ab

Poniewaz rozne komodrki nowotworowe wykazuja odmienna wrazliwo$¢ na
cytotoksyczne dziatanie IP, na poczatku pracy zbadano stopien zahamowania aktywnos$ci
ChT-L proteasoméw w komorkach Ab pod wplywem trzech rdéznych stgzen
epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny (ryc. 9).

Najnizsze uzyte stgzenie epoksomycyny (0,1uM) obnizato aktywno§¢ ChT-L o okoto
90%, do poziomu 11% aktywnosci komorek kontrolnych. Natomiast epoksomycyna w
stezeniu 0,5uM 1 1,0uM wywolywala niemalze catkowita inhibicj¢ aktywnosci ChT-L,
zmniejszajac ja do okoto 1% wartosci kontrolnej. Podobne wyniki uzyskano poddajac
komorki dziataniu MG-132, ktéry w najnizszym badanym stezeniu (I1uM) hamowat
aktywno$¢ ChT-L o nieco ponad 90%, pozostawiajac ja na poziomie 7% w porownaniu do
kontroli. Podobnie jak w przypadku epoksomycyny, wyzsze st¢zenia MG-132 (5uM i
10uM) niemal catkowicie blokowaty aktywnos$¢ ChT-L, ktora spadata ponizej 1% wartosci
kontrolnej. Dla laktacystyny nie udato si¢ osiagna¢ catkowitego zahamowania aktywnosci
ChT-L nawet w st¢zeniu 10uM. 1uM 1 S5uM stgzenie inhibitora miato niewielki wplyw na
te aktywno$¢, obnizajac ja jedynie o odpowiednio 7% 1 13% w stosunku do kontroli. Tylko
w stezeniu 10uM laktacystyna w sposdb znaczacy hamowala aktywno$¢ proteasomow
zmniejszajac ja do 66% wartosci w komorkach kontrolnych. Stosowanie wigkszych stgzen
laktacystyny byloby niewskazane ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia dziatah
cytotoksycznych zwigzanych z blokowaniem innych proteaz (np. katepsyny A), co

mogloby rzutowac¢ na wyniki nastgpnych do§wiadczen.
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Ryc. 9. Wplyw wybranych stgzen epoksomycyny, MG-132 oraz laktacystyny na aktywnos$¢ ChT-L
proteasoméw komoérek Ab. Wyniki wyrazono jako procent aktywnosci ChT-L w komorkach kontrolnych,
ktorych wartos$¢ przyjeto za 100%, i przedstawiono jako $rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe.
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4.2. Inhibitory proteasomow zmniejszaja zywotnos¢ komorek Ab

Aby zbada¢ dziatanie cytotoksyczne IP w stosunku do komorek linii Ab, oceniano
zmiany zywotnosci komorek po 6, 12, 18, 24, 48, lub 72 godzinach inkubacji z wybranymi
stezeniami epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny.

Epoksomycyna 1 MG-132 w stezeniach, ktore catkowicie hamowaty aktywnos¢ Ch-
TL proteasomoéw, wykazywaty podobny efekt cytotoksyczny. Natomiast cytotoksyczne
dziatanie najmniejszych testowanych stgzen epoksomycyny (0,1uM) i MG-132 (1uM),
przy ktorym komorki zachowaty okoto 10% aktywnosci ChT-L, byto opdZznione o okoto 6
godzin 1 na poczatku trwania do§wiadczenia byto w porownaniu z wigkszymi stgzeniami
znamiennie slabsze (p<0,05). Niezaleznie od stezenia epoksomycyny lub MG-132
statystycznie istotny spadek zywotnosci komorek (p<0,05) nastgpowal po 24 godzinach, a
w 48 godzinie doswiadczenia we wszystkich przypadkach notowano zmniejszenie
zywotno$ci komorek o ponad 95%.

Epoksomycyna obnizala zywotno$¢ komoérek w sposob zalezny od dawki (ryc. 10).
Najnizsze z zastosowanych stgzen epoksomycyny (0,1uM) przez pierwszych 6 godzin
inkubacji nie mialo wptywu na zywotnos$¢. Pierwsze efekty cytotoksyczne obserwowano
po 12 godzinach, kiedy to zywotnos¢ komorek spadata o 21% w poréwnaniu z komoérkami
kontrolnymi. Po 24 godzinach spadek ten wynosit 70%. Cytotoksyczne dziatanie
epoksomycyny w wigkszych stgzeniach bylo szybsze. Juz po 6 godzinach inkubacji z
0,5uM 1 1uM epoksomycyna zywotnos¢ komoérek zmniejszata si¢ odpowiednio o 22% 1
16% w stosunku do kontroli. W 12 godzinie inkubacji obserwowano spadek zywotnosci o
ponad 40% zaréwno dla 0,5uM jak i 1uM epoksomycyny. 24-godzinne dziatanie inhibitora
w obu tych stgzeniach obnizato Zywotno$¢ komorek o okoto 85%.

Wpltyw 0,1uM epoksomycyny na zywotno$¢ komoérek w 12, 18 i 24 godzinie
doswiadczenia byt istotnie stabszy (p< 0,05), niz dwoch wigkszych stezen. Natomiast nie
obserwowano istotnych réznic w dziataniu migdzy epoksomycyna w wigkszych stezeniach
- 0,5uM 1 1uM.

Po 48 godzinach epoksomycyna we wszystkich badanych stgzeniach powodowata

spadek zywotnosci o ponad 95% w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi.
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Ryec. 10. Zmiany zywotnosci komorek Ab pod wpltywem wybranych stezen epoksomycyny. Wyniki
przedstawiono jako procent zywotnosci komorek kontrolnych, ktorych warto$¢ przyjgto za 100%. Dane na
wykresach podano jako §rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe z trzech niezaleznych doswiadczen.

*Statystycznie istotny (p<0,05) spadek zywotnosci komoérek poddanych dziataniu epoksomycyny w stosunku
do kontroli.

# Statystycznie istotna (p< 0,05) rdznica w spadku zywotnosci komérek migdzy epoksomycyna w stezeniu
0,1uM a 0,5uM i1 1puM.

Podobnie jak w przypadku epoksomycyny, dziatanie cytotoksyczne MG-132 w
stosunku do komorek Ab zalezalo od dawki i dla najnizszego stgzenia 1puM bylo
znamiennie stabsze (p< 0,05), niz dla stgzen SuM 1 10uM (ryc. 11). 6-godzinna inkubacja z
1uM MG-132 wywierata niewielki wptyw na Zywotno$¢ komorek, ktora zmniejszala sig¢
jedynie o 6% w stosunku do komorek kontrolnych. Po 12 godzinach zywotno$¢ spadata o
31%, a w 24 godzinie inkubacji spadek wynosit 65% wartosci kontrolnej. MG-132 w
stezeniu SpM 1 10uM obnizat Zzywotno$¢ komoérek w podobnym stopniu i nie zanotowano
statystycznie istotnych roznic migdzy stezeniami. Po 6 godzinach zywotno$¢ komorek
zmniejszala si¢ w stosunku do kontroli o 11% dla 5puM MG-132 i 0 19% dla 10uM MG-
132. W obu przypadkach 12-godzinna inkubacja obnizala zywotnos¢ o 50%, a po 24
godzinach spadek ten wynosit 80%.
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Rye. 11. Zmiany zywotnosci komoérek Ab pod wplywem wybranych stezen MG-132. Wyniki przedstawiono
jako procent zywotnosci komorek kontrolnych, ktorych warto$¢ przyjeto za 100%. Dane na wykresach
podano jako $rednig arytmetyczng & odchylenie standardowe z trzech niezaleznych doswiadczen.

*Statystycznie istotny (p<0,05) spadek zywotnosci komorek poddanych dziataniu MG-132 w stosunku do
kontroli.

# Statystycznie istotna (p< 0,05) réznica w spadku zywotnosci komoérek migdzy MG-132 w stgzeniu 1uM a
S5uM i 10pM.

48-godzinne dzialanie MG-132 w zakresie badanych stgzen zmniejszalo Zywotnosé
komorek o ponad 95% w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi.

Dla laktacystyny nie udalo si¢ osiagna¢ catkowitego zablokowania aktywnosci
proteasomdw nawet w stezeniu 10uM, dlatego tez jej cytotoksyczny wpltyw na komorki Ab
byt stabszy, a ich Zywotno$¢ obnizata si¢ wolniej niz w przypadku pozostatych badanych
inhibitoréw. Statystycznie istotny spadek zywotnosci komorek (p<0,05) nastgpowatl po 48
godzinach inkubacji z laktacystyna (ryc. 12).

Laktacystyna w najnizszym ste¢zeniu (1uM) po 6 godzinach dziatania nie wptywala na
zywotno$¢ komorek. Dopiero 12-godzinna inkubacja z 1uM laktacystyna obnizata
zywotno$¢ o 11%, a 24-godzinna o 36% w stosunku do komorek kontrolnych. Spadek
zywotnos$ci po 48 godzinach inkubacji wynosit jedynie 45%.
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Ryc. 12. Zmiany zywotnosci komoérek Ab pod wplywem wybranych stezen laktacystyny. Wyniki
przedstawiono jako procent zywotnosci komorek kontrolnych, ktoérych warto$¢ przyjgto za 100%. Dane na
wykresach podano jako §rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe z trzech niezaleznych doswiadczen.

*Statystycznie istotny (p<0,05) spadek zywotnosci komorek poddanych dziataniu laktacystyny w stosunku
do kontroli.

# Statystycznie istotna (p< 0,05) réznica w spadku zywotnosci komoérek migdzy laktacystyna w st¢zeniu
[uM a 10pM.

Laktacystyna w pigciokrotnie wigkszym stgzeniu (SuM) powodowata szybszy spadek
zywotnos$ci komorek. Co prawda zmiany po 6 godzinach inkubacji byly jeszcze niewielkie
(spadek o 4%), ale juz po 12 godzinach zanotowano obnizenie si¢ zywotnosci o 31%. Po
24 godzinach zywotno$¢ zmniejszata sig¢ 0 65%, a po 48 godzinach o 91% w poréwnaniu z
komorkami kontrolnymi. Najwigkszy efekt cytotoksyczny laktacystyny obserwowano po
zastosowaniu st¢zenia 10uM. Przez caty czas trwania do$wiadczenia 10uM laktacystyna
zmniejszata zywotno$¢ komorek istotnie silniej (p<0,05) niz 1uM. Juz 6-godzinna
inkubacja z laktacystyna w stezeniu 10uM skutkowata obnizeniem zywotnosci komorek o
16%. Po 12 godzinach inkubacji zywotno$¢ spadata o 52%, a po 24 godzinach o 73% w
poréwnaniu z kontrola. Cytotoksyczne dziatanie 10uM laktacystyny w 48 godzinie
inkubacji dorownywato epoksomycynie i MG-132 powodujac spadek zywotnosci komoérek
o ponad 97%.
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Powyzsze badania postuzyly do okreslenia najmniejszej dawki inhibitora, ktora
powoduje catkowite zahamowanie aktywnosci ChT-L proteasoméw 1 zapewnia
maksymalny efekt cytotoksyczny w stosunku do komodrek Ab. Stezenie to dla
epoksomycyny wyniosto 0,5uM a dla MG-132 5uM 1 w takim stezeniu zwiazki te
stosowano w dalszej czg$ci pracy. W przypadku laktacystyny najwyzsze badane stgzenie
(10uM) co prawda nie powodowalo catkowitej inhibicji proteasomow, jednak efekt
cytotoksyczny po 48 godzinach dzialania doréwnywat epoksomycynie 1 MG-132. Tak
wigc w dalszych doswiadczeniach stosowano laktacystyne w stgzeniu 10uM.

Na podstawie zmian zywotno$ci okreslono réwniez punkty czasowe do dalszych
badan nad mechanizmami $mierci komdrek Ab pod wptywem IP. Kolejne doswiadczenia
wykonywano w trzech punktach czasowych:

— 6 godzin — poczatek zmniejszania si¢ zywotnosci komorek, spadek o okoto 20%,

— 12 godzin — spadek zywotnosci o okoto potowg,

— 24 godziny — spadek zywotnosci o okoto 80%.

4.3. Inhibitory proteasomow powoduja Smier¢ komorek Ab na drodze

apoptozy
4.3.1. Kondensacja chromatyny oraz fragmentacja jader komoérkowych

Jak wynika z oceny zywotnosci, dziatanie IP powodowalo w trakcie 24 godzin §mier¢
znacznej czesSci komorek, ktorej wynikiem byl spadek Zzywotnosci o okoto 80%. Aby
sprawdzi¢, czy komorki Ab umieraja na drodze apoptozy, oceniano towarzyszace
apoptozie zmiany morfologiczne jader komorkowych.

Jadra komorek kontrolnych przez caly czas trwania doswiadczenia byty jednolicie
wybarwione, ksztaltu okragtego lub ,nerkowatego”. Epoksomycyna, MG-132 i
laktacystyna powodowaty zmiang morfologii jader z prawidtowej na apoptotyczna, z
wyrazng kondensacja chromatyny i fragmentacja jadra (ryc. 13).

Pojedyncze jadra apoptotyczne uwidacznialy si¢ na preparatach juz po 6 godzinach
inkubacji z IP. Liczba komdrek wykazujacych zmiany jader komorkowych zwigkszata si¢
w czasie 1 po 24 godzinach w przypadku kazdego z badanych IP w wigkszosci komorek
obserwowano apoptotyczna kondensacje chromatyny. W znacznym odsetku komorek

stwierdzono réwniez charakterystyczna dla tego procesu fragmentacje jadra.
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Ryc. 13. Zmiany morfologii jader komorek Ab poddanych dziataniu IP przez 6, 12 lub 24 godziny i
barwionych Hoechst 33342. Jadra apoptotyczne wykazuja bardziej intensywna fluorescencje niz prawidtowe.
Widoczna kondensacja chromatyny oraz fragmentacja jader.
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4.3.2. Apoptotyczne zmiany w blonie komorkowej

Kolejnym analizowanym parametrem potwierdzajacym apoptotyczna $mier¢ komorek
byly zmiany w strukturze blony komorkowej (eksternalizacja fosfatydyloseryny).
Reprezentatywne wykresy z analizy cytometrycznej zebrano na ryc. 14.

Komoérki linii Ab nawet w warunkach prawidlowych ulegaja spontanicznej apoptozie,
tak wigc juz w kontroli obserwowano komorki wezesno- 1 pdZnoapoptotyczne, przy czym
odsetek obu populacji wynosit po okoto 10% przez caly czas trwania do$§wiadczenia
(tabelal).

Dziatanie kazdego z badanych IP powodowato zwigkszenie populacji poczatkowo
komorek wezesnoapoptotycznych, a nastgpnie pdznoapoptotycznych, przy czym zmiany te
zachodzity wolniej w przypadku laktacystyny niz epoksomycyny i MG-132.

Po 6 godzinach inkubacji z epoksomycyna i MG-132 zanotowano okoto dwukrotny,
istotny (p<0,05) wzrost odsetka komorek zardbwno wezesnoapoptotycznych (An+/Pl-) jak i
péznoapoptotycznych (An+/PI+) w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi. Zmiany
zachodzace pod wptywem laktacystyny byly podobne, cho¢ mniej nasilone. W 12 godzinie
doswiadczenia wielko$¢ populacji komorek wcezesnoapoptotycznych w  przypadku
epoksomycyny oraz MG-132 nie zmienila si¢ istotnie i wynosita nadal okoto 20%.
Jednocze$nie nastapil znamienny (p<0,05) wzrost populacji komoérek An+/PI- dla
laktacystyny. W tym czasie odnotowano rowniez istotne, w porownaniu z komodrkami
kontrolnymi, zwigkszenie liczby komoérek An+/PI+ do 50-60%. Ponownie dzialanie
epoksomycyny 1 MG-132 bylo znamienne statystycznie (p<0,05) 1 silniejsze niz
laktacystyny.

Po 24 godzinach dziatanie IP powodowato dalszy wzrost populacji zaréwno komoérek
wczesno- jak 1 poznoapoptotycznych. W przypadku kazdego z badanych inhibitorow
liczba komoérek Ant+/PI- wzrosta do 27%, An+/PI+ do okoto 70%. Obie populacje byty
istotnie wigksze niz w komorkach kontrolnych (p<0,05).

Tak wigc po 24 godzinach dziatania zaréwno epoksomycyny, jak i MG-132 lub
laktacystyny, 97% komoérek Ab wykazywato cechy wczesnej lub pdznej apoptozy (tabelal.
24h; suma populacji (An+/PI-) + (An+/PI+)).
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Tabela 1. Zmiany odsetka wczesnoapoptotycznych (An+/PI-) i pdéznoapoptotycznych (An+/PI+) komorek
Ab inkubowanych z IP przez 6, 12 lub 24 godziny. Dane w tabeli podano jako $rednia arytmetyczna +
odchylenie standardowe z czterech niezaleznych doswiadczen.

Odsetek komorek wykazujacych

_czas eksternalizacje¢ PS (An+) inhibitor proteasoméw
inkubacji An+/PI- An+/PI+
(wczesnopapoptotyczne) | (pdznoapoptotyczne)
12,1 (£2,1) 8,7 (£2,1) brak
6 26,7 (£3,3) ¥ 12,7 (£2,8) * epoksomycyna 0,5pM
25,0 (+£2,6) * 14,1 (£3,7) *  |MG-1325pM
22,3 (£3,6) 11,1 (£2,2) laktacystyna 10pM
10,3 (+2,0) 9,1 (+1,9) brak
o 19,0 (+3,8) * 60,5 (£5,8) ¥ | epoksomycyna 0,5pM
21,0 (+4,4) * 56,8 (1,3) ¥  |MG-132 5pM
21,3 (£3,7) ¥ 50,0 (£ 0,7) laktacystyna 10pM
9,9 (+ 1,6) 9,0 (+ 1,8) brak
oan 27,1 (£5,5) * 71,8 (£ 6,3) * epoksomycyna 0,5pM

27,1 (£4,5) *

683 (£ 1,4) *

MG-132 5pM

273 (£5.4) *

68,1 (+4,4) *

laktacystyna 10pM

* Statystycznie istotna (p<0,05) rdéznica w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
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Ryc. 14. Reprezentatywne wykresy typu ,,dot plot” z analizy cytometrycznej komoérek Ab poddanych

dziataniu IP przez 6, 12 lub 24 godziny i wybarwionych aneksyna V oraz jodkiem propidyny.

(An+/PI-) - komorki wezesnoapoptotyczne; (An+/PI+) - komorki péznoapoptotyczne.
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4.3.3. Aktywacja kaspazy 3

Indukcje apoptozy pod wyptywem IP w komoérkach Ab analizowano takze na
podstawie najwazniejszego biochemicznego parametru tego procesu, jakim jest aktywacja
kaspazy 3. Aktywacje, ktora zachodzi poprzez proteolityczne cigcie czasteczki proenzymu
na podjednostki aktywne, oceniano po pierwsze na podstawie obecnosci tychze
podjednostek aktywnych, a po drugie na podstawie zmniejszenia ilosci biatka proenzymu
(prokaspazy) (ryc. 15A).

Analiza aktywacji kaspazy 3 wykazala, ze w komorkach kontrolnych biatko
proenzymu (prokaspazy 3) o wielkosci 32 kD wystgpuje na stalym poziomie przez caty
czas trwania badania. Przez ten czas nie stwierdzono obecnos$ci jednostek aktywnych
kaspazy 3.

W komoérkach inkubowanych w obecnosci epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny
rosta z czasem az do 24 godziny badania. Odwrotna tendencj¢ zaobserwowano dla
prokaspazy 3, ktora byta obecna w komorkach, ale jej ilo$¢ spadata w miarg uptywu czasu.
Po 6 godzinach inkubacji z IP obserwowano jeszcze wysoki poziom prokaspazy 3,
poréwnywalny z poziomem w probkach kontrolnych. Natomiast w 12 1 24 godzinie
badania ilo§¢ prokaspazy 3 spadata. Uzyskane wyniki byly podobne dla kazdego ze

stosowanych IP.

4.4. Inhibitory proteasomow indukuja w komorkach Ab szlak mitochondrialny
apoptozy
Przeprowadzone badania dowodza, ze dziatanie cytotoksyczne IP w stosunku do linii
komorek Ab polega na indukcji $mierci komodrki na drodze apoptozy. Udziat szlaku
mitochondrialnego w tym procesie oceniano na podstawie aktywacji kaspazy 9 oraz

wyptywu cytochromu C i biatka AIF z mitochondriéw.

4.4.1. Aktywacja kaspazy 9

Aktywacje¢ kaspazy 9 oceniano, tak jak w przypadku kaspazy 3, na podstawie
obecnosci podjednostek aktywnych oraz zmniejszenia ilosci biatka proenzymu

(prokaspazy) (ryc. 15B).

52



WYNIKI

qoeyqo1d YoAUBIURI0 M 031IMOMNfed Byfferq 9sof1 moxeupal Aoklezpioimjod Auzndumom prepue)s oxel
ouemozijeue duke-¢ ‘1loeqnyur yoewzpos 7 1 7] ‘9 od ] eruepeizp wamApdm pod qy yoexiowoy m (g) ¢ Azedsey zeio () ¢ Azedsey eloemAP[Y * ST &Y

eukpie-g — axzy

eumApie
exysoupal — OX.€/GE

ezedseyoud — Q49¥

Ure uclk U9

Ure uclk U9

Upg yeclk U9

Ure uclk U9

6 ezedsey

d

euhpie-d — azy

eumiApe
eyjsoups| — @)L

ezedseyoud - QYze

Ure Ueclk U9

Ure 4clk U9

ure 4clk U9

Ure Uecl U9

¢ ezedsey

\

oL eukyshoepje|

g zgL-oN

Wrg‘o euAoAwosyoda

e|oJ3uoy

53



WYNIKI

W komoérkach kontrolnych, biatko proenzymu kaspazy 9 o wielko$ci 46 kD (prokaspaza-
9) bylo obecne na stalym poziomie przez caly czas trwania do§wiadczenia. W komorkach
tych nie obserwowano ponadto obecnosci podjednostek aktywnych kaspazy 9, niezaleznie od
czasu inkubacji.

W komorkach inkubowanych z epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna podjednostki
aktywne kaspazy 9 (o wielkosci 35 1 37 kD) obecne byly juz po 6 godzinach i utrzymywaty
si¢ az do 24 godziny doswiadczenia, lecz nie zanotowano znaczacych zmian ich poziomu.
Przez ten czas zmniejszata si¢ takze ilo$¢ biatka prokaspazy 9. Uzyskane wyniki byly

podobne dla kazdego ze stosowanych IP.

4.4.2. Uwalnianie cytochromu C z mitochondriow

Zmiany lokalizacji cytochromu C w komorkach Ab analizowano w mikroskopie
konfokalnym (ryc. 16).

Mitochondria komorek kontrolnych przez caly okres trwania badania zachowywaty
ksztatt nitkowaty i byly réwnomiernie rozproszone w cytoplazmie. W komorkach tych
stwierdzono niemalze catkowita lokalizacj¢ cytochromu C w mitochondriach.

Po 6 godzinach inkubacji tak z epoksomycyna, jak 1 MG-132 lub laktacystyna
morfologia komoérek ulegta zmianie przy czym zmiany te byly podobne dla kazdego z
badanych zwiazkoéw. Komorki ulegly obkurczeniu, co jest jedna z podstawowych cech
apoptozy. Wyraznym zmianom ulegl ksztatt 1 dystrybucja mitochondriow. Mitochondria staty
si¢ pecherzykowate 1 z peryferyjnej czesci cytoplazmy przesungly si¢ w kierunku jadra
komorkowego. W duzej czg$ci komorek stwierdzono obecnos¢ cytochromu C w cytoplazmie.
W wigkszosci wypadkow cytochrom C roztozony byl rdownomiernie w catej cytoplazmie
komorkowej, lecz w czegsci komorek dodatkowo obserwowano charakterystyczne dla
apoptozy ,,paczkowanie” blony komorkowej i w tych przypadkach cytochrom C gromadzit
si¢ przede wszystkim w paczkujacych fragmentach btony. W 12 godzinie doswiadczenia
obserwowano kontynuacj¢ zjawisk zauwazonych wcze$niej, a dodatkowo stwierdzono tez
wyraznie stabsza fluorescencje mitochondriow, co $wiadczy o spadku ich aktywnosci.
Obserwowane mitochondria tworzyly pojedynczy agregat na obwodzie jadra komoérkowego.
W dalszym ciagu w czg$ci komorek obserwowano obecno$¢ cytochromu C w cytoplazmie. W
niektorych komorkach widoczne byto nadal ,,paczkowanie” btony komorkowej 1 gromadzenie
si¢ cytochromu C w tych obszarach. Po 24 godzinach dziatania IP na preparatach

mikroskopowych obserwowano juz tylko nieliczne komorki, o nieaktywnych lub bardzo mato
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Rye. 16. Uwalnianie cytochromu C z mitochondriow komoérek Ab pod wptywem dziatania IP po 6, 12 lub 24
godzinach. Aktywne mitochondria uwidoczniono kolorem czerwonym. Kolorem zielonym wybarwiono
cytochrom C. W komoérkach kontrolnych cytochrom C zlokalizowany jest w mitochondriach. W komoérkach
inkubowanych z IP cytochrom C widoczny jest w cytoplazmie. Strzatkami zaznaczono paczkowanie btony
komérkowej komorek apoptotycznych.
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aktywnych mitochondriach zgromadzonych w poblizu jadra komorkowego. W wigkszosci z

nich cytochrom C lokalizowat si¢ w cytoplazmie.

4.4.3. Uwalnianie bialka AIF z mitochondriow

Zmiany lokalizacji AIF w komorce analizowano w mikroskopie konfokalnym (ryc. 17).

AIF w komorkach kontrolnych przez caty okres inkubacji zlokalizowany byt wytacznie
w mitochondriach, ktore uwidocznity si¢ jako nitkowate struktury rownomiernie rozproszone
w cytoplazmie. Jadra komorkowe, o okragtym lub nerkowatym ksztalcie, byty wyraznie
odgraniczone od mitochondriow zawierajacych AIF. Wewnatrzkomorkowa lokalizacja AIF
ulegta zmianie po 6 godzinach dziatania epoksomycyny lub MG-132. W wielu komoérkach
obserwowano rézne fazy translokacji AIF z mitochondriow. W niektorych mitochondria
zawieraly wciaz znaczne ilosci AlIF, cho¢ jego czes¢ wydostata si¢ juz do cytoplazmy. W
innych komoérkach widoczna byta catkowita 1 prawie rownomierna dyfuzja AIF w calej
cytoplazmie. Natomiast 6-godzinna inkubacja z laktacystyna nie przyniosta widocznych
zmian w rozmieszczeniu AIlF, ktéry nadal zlokalizowany byl w nitkowatych Iub
ziarenkowatych mitochondriach.

12-godzinna inkubacja w przypadku kazdego stosowanego IP powodowata uwalnianie
AIF z mitochondriéw we wszystkich komorkach. AIF obecny byt zaréwno w cytoplazmie,
jak 1 w jadrach komorkowych. Tylko w nielicznych przypadkach AIF lokalizowat si¢ nadal
czgsciowo w mitochondriach. W tym czasie nie obserwowano juz znaczacych rdznic migdzy
dziataniem laktacystyny a epoksomycyny lub MG-132.

Po 24-godzinach dziatania kazdego z badanych IP na preparatach mikroskopowych
widoczne byly tylko pojedyncze komorki. We wszystkich obserwowano obecno$¢ AIF w

cytoplazmie i jadrze komérkowym albo w samym jadrze komorkowym.
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Rye. 17. Uwalnianie AIF z mitochondriow w komorkach Ab pod wplywem dziatania IP po 6, 12 lub 24
godzinach. Kolorem czerwonym wybarwiono jadra komorkowe. Kolorem zielonym wybarwiono AIF. AIF w
komoérkach kontrolnych zlokalizowany jest w catoSci w mitochondriach. Widoczna jest translokacja AIF z
mitochondriow do cytoplazmy i jadra komérkowego pod wpltywem dziatania IP.
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4.5. Smier¢ komérek Ab pod wplywem inhibitoréw proteasoméw odbywa sie

czeSciowo na drodze apoptozy kaspazoniezaleznej

Aby oceni¢ udzial apoptozy kaspazoniezaleznej w ogdlnym procesie $§mierci komorek

pod wplywem IP zastosowano inhibitor kaspaz Boc-D-FMK (BAF) o szerokim spektrum

dziatania.

4.5.1. Inhibitor kaspaz BAF hamuje spadek Zzywotnosci komorek

W komorkach kontrolnych 24-godzinna inkubacja z BAF powodowata niewielki wzrost
zywotnos$ci (do okoto 124%) w poréwnaniu do komodrek nie poddanych jego dziataniu (ryc.
18). W tym samym czasie, tak jak to stwierdzono wcze$niej (patrz: rozdziat 4.2),
epoksomycyna, MG-132 oraz laktacystyna znaczaco obnizaty zywotno$¢ komoérek. Po 24
godzinach spadata ona o ponad 80% w komorkach inkubowanych z epoksomycyna lub MG-
132, a w komdrkach traktowanych laktacystyna o okoto 75%.

by m BAF 0pM

120 | @ BAF 50uM
%
5 100
5 *
>
L
g 80 -
g,
N
= 60 4

40 u

20 .

0 : : :
kontrola epoksomycyna MG-132 laktacystyna
0,5uM 5uM 10uM

Ryec. 18. Wplyw inhibitora kaspaz BAF na zZywotno$¢ komorek Ab po 24 godzinach inkubacji w obecnosci IP.

Dane na wykresach podano jako $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe z trzech niezaleznych
doswiadczen.

* Statystycznie istotna (p<0,01) rdéznica migdzy komoérkami inkubowanymi z lub bez BAF.
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Dziatanie inhibitora kaspaz BAF czg$ciowo, lecz nie catkowicie, hamowato ten proces.
Obecnos¢ BAF w srodowisku komorek inkubowanych z IP prowadzila po 24 godzinach do
okoto dwu- lub trzykrotnie mniejszego spadku zywotnos$ci komorek, a roznica ta byta
statystycznie istotna (p<0,01). W przypadku epoksomycyny zywotno$¢ zmniejszata si¢
jedynie o 59%, dla MG-132 o 53%, a dla laktacystyny jedynie o 20% warto$ci kontrolnych.

4.5.2. Inhibitor kaspaz BAF hamuje apoptotyczne zmiany w blonie komorkowej

Wczesniejsze badania wykazaty (patrz rozdzial 4.3.2), ze zastosowane IP po 24-
godzinach dziatania powoduja istotne zwigkszenie puli komoérek zard6wno wezesno- (An+/PI-)
jak 1 poéznoapoptotycznych (An+/PI+), przy rownoczesnym spadku liczby Zywych komoérek
(An-/PI-) do kilku procent. W obecnos$ci BAF zmiany apoptotyczne w btonie komoérkowej 1
smier¢ komorek pod wpltywem IP nastepowaty znaczaco wolniej (tabela 2). Reprezentatywne

wykresy z analizy cytometrycznej zebrano na ryc. 19.

Tabela 2. Wplyw inhibitora kaspaz BAF na zmiany odsetka zywych (An-/PI-), wczesnoapoptotycznych
(An+/PI-) 1 péznoapoptotycznych (An+/PI+) komoérek Ab po 24-godzinach inkubacji z IP. Dane w tabeli podano
jako $rednia arytmetyczng + odchylenie standardowe z trzech niezaleznych doswiadczen.

Odsetek komorek
Odsetek wykazujacych eksternalizacje
inhibitor komorek PS (An+) inhibitor
kaspaz An-/PI- An+/PI- An+/PI+ proteasomow
(zywe) (wczesno- (p6zno-
apoptotyczne) | apoptotyczne)
- 80,5(x 3.1) 9,9 (= 1,6) 9,0 (= 1,8)
brak
+ 85,7(£2,3) 7,8 (£ 1,6) 5,2(£0,2)
- 3,6 (£2,5) 27,1(£5,5) 71,8(£6,3)
epoksomycyna 0,5SpM
BAF | T 12,0(x£3,9) * 25,2(£3,4) 57,6(£54)*
S0pM | _ 3,7 (2,9) 27,1 (£4,5) | 683 (£1,4)
MG-132 5pM
+ 18,8 (x4,2) * 22,4 (£ 6,6) 54,5(£6,3)*
- 3,5(1,7) 27,3 (£54) 68,1 (x4,4)
laktacystyna 10pM
+ 14,7 (£5,2) * 21,9 (£5.5) 58,8 (£9,1)

* Statystycznie istotna (p< 0,05) réznica migdzy komorkami inkubowanymi z lub bez BAF.
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Ryc. 19. Reprezentatywne wykresy typu ,,dot plot” z analizy cytometrycznej komorek Ab wybarwionych
aneksyna V oraz jodkiem propidyny po 24 godzinach inkubacji z IP w obecnosci inhibitora kaspaz BAF.
(An-/PI-) — komorki zywe; (An+/PI-) - komorki wezesnoapoptotyczne; (An+/PI+) - komorki

poznoapoptotyczne.

60



WYNIKI

Po 24 godzinach w komorkach kontrolnych, nie poddawanych dziataniu IP, BAF
powodowat istotny (p< 0,05) spadek populacji komoérek An+/PI+ z 9% do 5%, oraz
jednoczesnie wzrost populacji komorek zywych An-/PI- z 80% do 85%. W populacji
komorek An+/PI- nie zanotowano istotnych zmian.

Wsrod komorek inkubowanych z IP znamiennie wigcej (p< 0,05) komorek pozostawato
zywych (An-/PI-) w obecno$ci BAF. Pod wptywem BAF po 24 godzinach dziatania IP
odsetek komorek An-/PI- zwigkszyl si¢ z okoto 3,5% do 12 — 20%. W przypadku
epoksomycyny 1 MG-132, lecz nie laktacystyny, w obecnosci BAF zanotowano takze istotnie
mniej (p< 0,05) komoérek poéznoapoptotycznych (An+/PI+). W przypadku epoksomycyny ich
ilos¢ spadta z 72% do 57%. Dla MG-132 odsetek ten zmniejszyt si¢ z 68% do 54%, a dla
laktacystyny z 68% do 59%. Jednoczes$nie astosowanie BAF nie obnizylo istotnie odsetka
komorek An+/Pl-, utrzymywat sig stale na poziomie okoto 27%.

Dla wszystkich badanych IP w obecnosci BAF liczba komorek, ktére po 24-godzinach
weszly na droge apoptozy zmniejszyta si¢ z 97% do okoto 80% (tabela 2; suma populacji
(An+/PI-) oraz (An+/PI+))

4.5.3. Inhibitor kaspaz BAF hamuje fragmentacj¢ jader komorkowych

W komorkach kontrolnych, niezaleznie od obecnos$ci BAF, po 24 godzinach inkubacji
obserwowano tylko pojedyncze jadra o morfologii apoptotycznej (ryc. 20).

We wczesniejszych badaniach (patrz: rozdzial 4.3.1) obserwowano duzy wzrost liczby
jader apoptotycznych w komodrkach poddanych dziataniu kazdego z IP. Po 24 godzinach
dziatania epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny wigkszo§¢ komorek w populacji
wykazywata cechy kondensacji 1 fragmentacji jadra. Obecno$¢ BAF hamowata te zmiany.
Wsrod komoérek poddanych dziataniu IP w obecnosci BAF w wigkszos$ci jader komérkowych

stwierdzono kondensacje chromatyny, jednak nie dochodzilo do fragmentacji jadra.
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Ryec. 20.. Wptyw inhibitora kaspaz BAF na zmiany morfologiczne jader komoérek Ab poddanych 24-godzinnemu
dziataniu IP. Barwienie Hoechst 33342.
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4.6. Inhibitory proteasomow nie zatrzymuja cyklu komorkowego komorek Ab

Wplyw zahamowania aktywno$ci proteasomow na cykl komodrkowy analizowano
poprzez pomiar zawartosci DNA w komorkach. Na tej podstawie oceniano odsetek komorek
w poszczegolnych fazach cyklu w catej populacji. Graficzne wyniki analizy przedstawia ryc.
21. Reprezentatywne histogramy przedstawiajace zmiany cyklu komorkowego spowodowane
dziataniem IP zebrano na ryc. 22.

W trakcie catego doswiadczenia rozktad komoérek kontrolnych w poszczegdlnych fazach
cyklu nie zmienial si¢ istotnie 1 wynosit: okoto 34% w fazie S+G2/M (komorki dzielace sig) 1
okoto 50% w fazie GO/G1 (faza spoczynkowa). Okoto 12% komorek lokalizowato si¢ w
obszarze subGl, gdzie zgromadza si¢ komoérki o obnizonej zawartosci DNA, gtownie ciatka
apoptotyczne.

Dziatanie wszystkich trzech IP w wybranych stezeniach nie prowadzilo do zwigkszenia
liczby komorek w fazie S+G2/M, co byloby objawem zatrzymania cyklu komoérkowego.
Przeciwnie, zahamowanie aktywno$ci proteasomoéw powodowato istotny spadek odsetka
komorek dzielacych si¢ (p<0,05). Znaczacemu zmniejszeniu (p<0,05) ulegata rowniez liczba
komorek w fazie GO/G1. Wplyw epoksomycyny, MG-132 i laktacystyny byl podobny 1 nie
zanotowano roznic w dynamice ich dziatania.

Przez pierwszych 6 godzin inkubacji z IP liczba komorek w fazie S+G2/M nie podlegata
istotnym zmianom 1 tak jak w komodrkach kontrolnych wynosita 34%. Jednak po 12
godzinach inkubacji odsetek ten spadat do 19% w przypadku epoksomycyny, 12% dla MG-
132 1 23% dla laktacystyny. W 24 godzinie doswiadczenia w fazie S+G2/M pozostawato juz
tylko 6% komorek poddanych dziataniu epoksomycyny oraz 10% komorek traktowanych
MG-132 lub laktacystyna.

W podobny sposéb badane IP powodowaly spadek odsetka komoérek w fazie
spoczynkowej. Liczba komdrek w fazie GO/G1 po 6 godzinach inkubacji zmniejszata si¢ z
50% w komorkach kontrolnych do okoto 40% w przypadku kazdego z IP. W 12 godzinie
doswiadczenia ich odsetek wynosit 22% dla epoksomycyny, 16% dla MG-132 1 35% dla
laktacystyny. Po 24 godzinach komorki w fazie GO/G1 stanowity juz tylko 11- 15%
populacji.

Dziatanie epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny prowadzito natomiast w miarg
uptywu czasu do wzrostu liczby komoérek w obszarze subGl, gdzie akumuluja si¢ migdzy
innymi ciatka apoptotyczne. Po 6 godzinach inkubacji w obszarze subG1 zlokalizowanych

byto 20-25% komorek w przypadku kazdego z badanych IP, co jest okoto dwukrotnym
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Rye. 21. Zmiany cyklu komérkowego komorek Ab pod wptywem dziatania IP przez 6, 12 lub 24 godziny. Dane
na wykresach podano jako $rednig arytmetyczna * odchylenie standardowe z trzech niezaleznych doswiadczen.

* Statystycznie istotna (p<0,05) réznica w odsetku komoérek w fazach GO/G1 i S+G2/M oraz we frakcji subGl.
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Ryec. 22. Reprezentatywne histogramy z analizy zmian cyklu komérkowego komorek Ab poddanych dziataniu IP
przez 6, 12 lub 24 godziny. Na kazdym histogramie czerwonym wypetnieniem oznaczono rozklad komoérek
kontrolnych, a czarng linig - komorek inkubowanych z badanym IP.
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wzrostem w stosunku do komorek kontrolnych, dla ktorych odsetek ten wynosit 12%.
12-godzinne dzialanie IP powodowato dalszy wzrost frakcji subGl do 58% dla
epoksomycyny, 70% dla MG-132 oraz 40% dla laktacystyny. Po 24 godzinach
wigkszos¢ komorek w populacji znajdowala si¢ juz we frakeji subGl: byto to 82% dla
epoksomycyny i MG-132 oraz 73% dla laktacystyny.

Poniewaz wraz ze wzrostem frakcji subG1 spadat odsetek komoérek w fazach
S+G2/M oraz GO/G1 nalezy przyja¢, ze komorki gromadzace si¢ w obszarze subGl

pochodzity zarowno z populacji komoérek w fazie spoczynkowej, jak 1 dzielacych sig.

4.6.1. Inhibitor kaspaz BAF hamuje akumulacj¢ komodrek we frakcji
subG1

Na podstawie pomiaru zawartosci DNA w komorkach analizowano cykl
komorkowy komorek Ab inkubowanych z IP w obecnosci inhibitora kaspaz BAF.
Graficzne wyniki analizy przedstawia ryc. 23. Reprezentatywne histogramy
przedstawiajace wplyw BAF na zmiany cyklu komorkowego spowodowane dziataniem
IP przedstawiono na ryc. 24.

Zarowno w kontroli, jak 1 komorkach poddanych dziataniu epoksomycyny, MG-
132 lub laktacystyny obserwowano pod wplywem BAF mniejsza akumulacj¢ komorek
o obnizonej zawartosci DNA (frakcja subGl). Dla komorek inkubowanych z IP
dzialanie BAF bylo znamienne statystycznie (p<001). W komorkach inkubowanych z
IP stwierdzono rowniez pod wptywem BAF wzrost odsetka komorek w fazie podziatu
(faza S+G2/M).

W komorkach kontrolnych, niepoddawanych dziataniu IP, obecnos¢ BAF po 24
godzinach powodowata wzrost liczby komorek w fazie S+G2/M (komorki dzielace sig)
z 34% do 42%. Odsetek komorek w fazie spoczynkowej cyklu (GO/G1) nie zmienial si¢
1 w obu przypadkach wynosit 50%, spadata natomiast liczba komorek we frakcji subGl.
Dla komorek kontrolnych hodowanych bez BAF wynosita ona 14%, dla komorek
inkubowanych z BAF jedynie 4%.

Jak stwierdzono wczesniej (patrz: rozdzial 4.6), IP powodowaty gromadzenie si¢
komorek Ab o zmniejszonej zawartosci DNA w obszarze subGl. Pod wptywem 24-
godzinnego dziatania epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny frakcja subGl w
populacji zwigkszata si¢ z 14% w do 75 — 80%. Obecno$¢ BAF hamowata ten proces.
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Ryec. 23. Wplyw inhibitora kaspaz BAF na cykl komérkowy komoérek Ab po 24 godzinach inkubacji w
obecnos¢ IP. Dane na wykresach podano jako $rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe z trzech
niezaleznych do$wiadczen.

* Statystycznie istotna (p<0,01) réznica w ilosci komorek we frakcji subGl migdzy komorkami
inkubowanymi BAF i bez BAF.
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Ryec. 24. Reprezentatywne histogramy z analizy zmian cyklu komorkowego komorek Ab poddanych 24-
godzinnemu dziataniu IP oraz inhibitora kaspaz BAF.
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Po 24 godzinach dzialania kazdego z badanych IP w obecnosci BAF tylko 10 do 15%
komorek znajdowato sig¢ we frakcji subGl.

Poprzednio wykazano réwniez (patrz: rozdziat 4.6), ze badane IP w ciagu 24
godzin zmniejszaja liczbg dzielacych si¢ komorek Ab (faza S+G2/M) z 34% w
populacji kontrolnej do mniej niz 10%. Dziatanie BAF catkowicie znosito ten efekt i w
obecno$ci epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny prowadzilo do wzrostu liczby
komorek w fazie S+G2/M w stosunku do komorek kontrolnych (komoérek nie
traktowanych ani IP, ani BAF). Poziom istotnos$ci statystycznej zmian wynosit p< 0,08.
Po 24-godzinach inkubacji z epoksomycyna i BAF odsetek komorek w fazie S+G2/M
wynosit 43%, dla MG-132 i1 BAF liczba ta wynosita 47%, natomiast w przypadku
dzialania laktacystyny 1 BAF w fazie S+G2/M znajdowalo si¢ 35% komorek.

Dziatanie badanych IP po 24 godzinach obnizato takze liczbg komorek Ab w fazie
spoczynkowej (G0/G1) z wyjsciowych 51% w komorkach kontrolnych do 10-15%.
Ponownie proces ten byt w znacznym stopniu zahamowany przez BAF. W komorkach
inkubowanych z epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna w obecnosci BAF po 24
godzinach w fazie GO/G1 cyklu znajdowato si¢ nadal od 33% do 48% komorek.

4.7. Inhibitory proteasomow indukuja ekspresj¢ bialek szoku termicznego

(HSP) w komoérkach Ab

Aby sprawdzi¢, czy komorki Ab odpowiadaja na dzialanie inhibitorow
proteasoméw indukcja ekspresji biatek HSP, zbadano ekspresj¢ biatka HSP70 oraz
HSP27.

W komorkach kontrolnych przez caty czas trwania do§wiadczenia nie stwierdzono
obecnosci zadnego z badanych biatek HSP (ryc. 25).

Inhibitory proteasomoéw powodowaly aktywacje ekspresji obu biatek: HSP70 i
HSP27. Szybkos¢ aktywacji byla podobna w przypadku wszystkich badanych IP.
Biatko HSP70 pojawiato sig juz po 6 godzinach i jego ilo$¢ wzrastata w czasie dalszej
inkubacji po 12 i 24 godzinach. Indukcja ekspresji biatka HSP27 zachodzita wolniej niz
HSP70. Co prawda HSP27 bylo obecne juz po 6 godzinach inkubacji, lecz w bardzo
malej ilosci. Wyrazny wzrost jego poziomu obserwowano dopiero w 24 godzinie

doswiadczenia.
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5.1. Wplyw inhibitoré6w proteasomoéw na zywotnos¢ komorek Ab

W ostatnich latach cytotoksyczny wptyw zwiazkéw hamujacych aktywnos¢
proteasoméw na komoérki nowotworowe rdéznego rodzaju byt przedmiotem
intensywnych badan [McConkey 2008, Crawford 2011, Frankland-Searby 2012]. Jeden
z tych zwiazkéw — bortezomib — zostal dopuszczony w USA i1 Europie do leczenia
chorych ze szpiczakiem mnogim 1 niektérymi chtoniakami. Mimo, Ze jak dotad nie
udato si¢ uzyska¢ zadowalajacej odpowiedzi terapeutycznej w leczeniu guzow litych
takich jak czerniak [Millward 2011; Su 2010; Markovic 2005], proby kliniczne wciaz
trwaja. Dlatego tez dokladne poznanie mechanizmoéw dziatania inhibitorow
proteasomoOw na komorke nowotworowa jest niezwykle istotnym zagadnieniem.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, ze inhibitory proteasomow:
epoksomycyna, MG-132 1 laktacystyna wywieraja zalezne od dawki dziatanie
cytotoksyczne w stosunku do komorek linii amelanotycznej (Ab) czerniaka
przeszczepialnego chomika. Istnieje wiele doniesien, ktore stwierdzaja cytotoksyczny
wpltyw tych zwiazkdéw na rdézne typy nowotworow, takie jak biataczka, szpiczak, glejak,
nerwiak zarodkowy, rak jajnika oraz rak prostaty [Park 2011, Zavrski 2003, Zanotto-
Filho 2012, Perez-Alvarez 2009, Bazzaro 2006, Yang 2006]. Dowiedziono réwniez, ze
na dzialanie inhibitorow proteasomow wrazliwe sa rdézne formy czerniaka: zaréwno
linie komorkowe czerniaka myszy (B78, B16F10) 1 czlowieka (MeWo, Sk-Mel-19, -28
-94, -103, -147,WM-35, A375, Mel-2A) [Yerlikaya 2008, Kozlowski 2001, Wolter
2007, Qin 2005], jak i komorki czerniaka cztowieka izolowane z przerzutow lub guzow
pierwotnych [Sorolla 2008]. Co wigcej stwierdzono, ze dziatanie bortezomibu in vivo
hamuje wzrost komorek czerniaka czlowieka wszczepionych myszom z zablokowanym
uktadem immunologicznym [Amiri 2004, Fernandez 2005].

Jednak przytoczone prace ocenialy w wigkszosci dzialanie najlepiej znanego i
dopuszczonego do stosowania w terapii pacjentoéw ze szpiczakiem mnogim, inhibitora
proteasoméw — bortezomibu. Badania kliniczne z zastosowaniem bortezomibu u
pacjentow z czerniakiem nie przyniosty jednak spodziewanych wynikow [Markovic
2005, Su 2010], dlatego istnieje potrzeba zbadania wplywu na czerniaka inhibitorow
proteasomOw pochodzacych z innych klas chemicznych, np. aldehydowych pochodnych
peptydow (MG-132), epoksyketonéw (epoksomycyna) lub B-laktonow (laktacystyna).
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Do tej pory nie analizowano takze zwiazku stopnia melanizacji czerniaka z
wrazliwoscia na zahamowanie aktywnosci proteasomow.

W moich badaniach cytotoksyczny wptyw 0,1-1uM epoksomycyny oraz 1-10uM
MG-132 na komorki Ab byt zblizony. Mniejsze stezenia inhibitoréw wolniej
zmniejszaty zywotno$¢ komorek, lecz po odpowiednio dtugim czasie (48 godzin) kazdy
z nich w badanym zakresie st¢zefn obnizat Zzywotno$¢ komorek o ponad 95%. Tak duzy
spadek zywotnosci $§wiadczy o wysokiej wrazliwosci amelanotycznej linii Ab na
dziatanie badanych zwiazkow.

Epoksomycyna po 24 godzinach inkubacji obnizata Zywotno$¢ komorek Ab o
okoto 80%, a po 48 godzinach praktycznie wszystkie komorki byly martwe. W
badaniach Sorolla 1 wsp. 2008 wykorzystujacych komdérki melanotycznych czerniakow
cztowieka izolowane z guzéw pierwotnych lub przerzutow podobny efekt po 48
godzinach dzialania uzyskano w czg$ci badanych linii stosujac o potowg mniejsza
dawke epoksomycyny. Z pigciu badanych przez autoréw rodzajéow czerniaka trzy
okazaly si¢ rownie wrazliwe na dziatanie epoksomycyny jak komoérki Ab, natomiast
dwie wykazaty duza oporno$¢. Autorzy tlumacza to zrdéznicowanym tempem
proliferacji, przy czym komorki szybkoproliferujace byty znacznie bardziej wrazliwe
niz wolnoproliferujace. Linie o szybkim tempie proliferacji zawieraja wigkszy odsetek
komorek dzielacych sig, a uwaza sig, ze te wtasnie komorki sa szczegdlnie wrazliwe na
zahamowanie aktywnos$ci proteasomow. W badanych przeze mnie komodrkach linii Ab
odsetek komorek dzielacych sig byt zblizony do linii o najwigkszym tempie proliferacji
analizowanych przez Sorollg 1 wsp. 2008, mozna wigc stwierdzi¢, ze tempo proliferacji
linii Ab jest podobne do szybkoproliferujacych czerniakow ludzkich. Zapewne
obecnos$¢ wysokiego odsetka komorek w trakcie podzialu jest przyczyna wysokiej
wrazliwosci tej linii na dziatanie inhibitorow proteasomow.

Drugi ze stosowanych przeze mnie inhibitoréw proteasomow — MG-132 — dziatat
bardzo podobnie do epoksomycyny. Juz po 24 godzinach powodowal obnizenie
zywotno$ci komorek Ab o 80%, a po 48 godzinach — o ponad 95%. Poréwnanie tych
wynikow z badaniami na innych liniach komoérek czerniaka pokazuje, ze ich wrazliwo$¢
na ten zwiazek jest bardzo rézna. Amelanotyczna linia czerniaka mysiego B16F10 ma
poréwnywalna z linia Ab wrazliwo$¢ na MG-132. 24-godzinna inkubacja komorek
B16F10 z takim samym st¢zeniem MG-132 obnizata ich zywotno$¢ rowniez o 80%
[Yerlikaya 2008]. Inne badania wskazuja natomiast na nieco wigksza wrazliwos¢

amelanotycznej linii czerniaka cztowieka A375 [Miller 2009], gdzie dwukrotnie
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mniejsze stgzenie MG-132 powodowato $mier¢ praktycznie wszystkich komorek w
trakcie 48 godzin. W przytoczonej wyzej pracy Sorolla i wsp. 2008 te linie komorkowe,
ktore byty oporne na dziatanie epoksomycyny, okazaly si¢ réwniez mato wrazliwe na
MG-132. Wydaje si¢ wigc, ze zwiazek wrazliwosci czerniaka na zahamowanie
aktywno$ci proteasomow z odsetkiem komorek dzielacych si¢ jest w znacznym stopniu
niezalezny od zastosowanego inhibitora.

W moich badaniach dzialanie cytotoksyczne laktacystyny w stosunku do komoérek
Ab bylo stabsze niz epoksomycyny i MG-132. W analizowanym zakresie stgzen nie
udato si¢ uzyska¢ catkowitego zahamowania aktywno$ci ChT-L proteasoméw. W
obecnosci 10uM laktacystyny komorki Ab nadal zachowywaly okoto 35% aktywnosci
ChT-L proteasomoéw. W wyniku tego laktacystyna dzialala wolniej, jednak po
odpowiednio dlugim czasie efekt cytotoksyczny doréwnywat epoksomycynie i MG-
132. Po 24 godzinach inkubacji obserwowatam zmniejszenie zywotnosci komorek Ab o
75%, a po 48 godzinach — o ponad 95%. Z powodu braku danych niemozliwe jest
porownanie wrazliwo$ci roznych typdw czerniaka na dziatanie laktacystyny, niemniej
jednak w niektorych modelach do§wiadczalnych innych nowotwordéw, np. w szpiczaku
lub raku piersi (linia Hs578T) rdwniez zanotowano mniejsza wrazliwo$¢ komorek na
dziatanie laktacystyny niz MG-132 lub epoksomycyny [Zavrski 2003; Keyomarsi
2010].

Pomijajac kwestig tempa proliferacji, formy melanotyczne czerniaka teoretycznie
powinny by¢ bardziej wrazliwe na zahamowanie dziatania proteasomow niz czerniak
amelanotyczny ze wzgledu na zachodzaca w nich intensywna syntez¢ melaniny.
Wiadomo bowiem, ze komodrki syntetyzujace 1 wydzielajace duze ilosci biatka (np.
limfocyty B) sa szczeg6lnie podatne na dziatanie inhibitorow proteasomow [Obeng
2006, McConkey 2008].

Poréownujac wyniki mojej pracy z dostgpnymi w piSmiennictwie danymi na temat
wptywu IP na czerniaki melanotyczne i amelanotyczne nalezy stwierdzi€, ze stopien
melanizacji nie ma wpltywu na wrazliwo$¢ czerniaka na zahamowanie aktywnos$ci
proteasoméw. W badaniach Miller 2009 niektore z badanych linii czerniaka
melanotycznego (WMS852) byly bardziej, inne za§ (HS294T) mniej wrazliwe na
dziatanie cytotoksyczne MG-132 w pordwnaniu z liniag amelanotyczng Ab. Réwniez
ocena panelu 16 linii czerniaka ludzkiego nie wykazata zwiazku migdzy wrazliwoscia

na bortezomib a stopniem melanizacji czerniakéw [Fernandez 2005].
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Mozna wigc wnioskowaé, ze amelanotyczna linia Ab jest wysoce wrazliwa na
zahamowanie aktywnos$ci proteasomow nie dzigki mniejszej syntezie biatka zwigzanej z
obnizona melanogeneza, lecz z powodu duzego odsetka komorek dzielacych si¢ w
populacji. Zwiazek szybkosci proliferacji z odpowiedzia na epoksomycyng, MG-132
lub bortezomib stwierdzono tez w innych rodzajach nowotworow, takich jak na
przyktad rak jajnika [Bazzaro 2006] oraz szpiczak [Nawrocki 2008].

Co istotne, szybkos¢ proliferacji jest tez jednym z czynnikow odpowiadajacych za
selektywnos¢ IP w kierunku komorek nowotworowych. Zahamowanie aktywnos$ci
proteasomow w niewielkim tylko stopniu zmniejsza zywotno$¢ prawidtowych komorek,
takich jak melanocyty, fibroblasty, czy komoérki nablonkowe jajnika [Qin 2005, Wolter
2007, Mtynarczuk-Biaty 2006, Bazzaro 2006], co jest wielka zaleta zmniejszajaca
dzialania uboczne 1 umozliwiajaca stosowanie niektorych z tych zwiazkow w terapii

nowotworow u ludzi [Testa U 2009, Nikiforov 2007, McConkey 2008].

5.2. Indukcja apoptozy w komorkach Ab pod wplywem inhibitorow

proteasomow

Na apoptotyczna $mier¢ komorek Ab wywotana zahamowaniem aktywnosci
proteasomOw wskazuja obserwowane przeze mnie zaburzenia struktury btony
komorkowej (eksternalizacja PS), zmiany morfologiczne jader komorkowych,
aktywacja kaspaz efektorowych, a takze posrednio stwierdzony wzrost liczby komorek
o0 obnizonej zawartosci DNA (frakcja subGl).

Zmiany morfologiczne dotyczace calych komorek lub wybranych organelli sa
jednym z podstawowych wyznacznikow apoptozy, cho¢ zachodza w pdznym jej
stadium. Przeprowadzona przeze mnie ocena jader komorkowych wykazata, ze pod
wptywem wszystkich badanych IP w jadrach komoérek Ab zachodza podobne zmiany.
Pojedyncze komorki ze skondensowana chromatyna obserwowatam juz po 6 godzinach
inkubacji z epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna. Poniewaz jednak struktura jader
ulega zaburzeniu dopiero na poéznym etapie apoptozy, wyrazne zwickszenie odsetka
jader o morfologii apoptotycznej stwierdzitam po 24 godzinach dziatania inhibitorow,
kiedy to widoczna wigkszo$¢ komorek Ab wykazywata cechy kondensacji chromatyny i
fragmentac;ji jadra.

Podobne wyniki uzyskat Sorolla i wsp. 2008, gdzie juz dziesigciokrotnie mniejsze

stezenie MG-132 wywotywato po 48 godzinach inkubacji apoptotyczne zmiany w
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jadrach komorek czerniaka ludzkiego izolowanych z przerzutow. Takze prace
analizujace $mieré¢ komorek czerniaka indukowana bortezomibem potwierdzaja te
obserwacje. Kondensacje chromatyny i fragmentacje jader wykazano po 24 godzinach
inkubacji w ustalonych liniach czerniaka ludzkiego SK-Mel-19 oraz SK-Mel-103
[Fernandez 2005].

Kondensacj¢ chromatyny, a szczegdlnie fragmentacje jadra mozna odnosi¢ do
obserwowanej w badaniach cyklu komorkowego akumulacji komorek o obnizonej
zawartosci DNA (frakcja subGl). Oba te wskazniki apoptozy opieraja si¢ na zmianach
struktury materiatu genetycznego. Analiza morfologii jader komoérkowych komoérek Ab,
gdzie wigkszo$¢ z nich wykazywala apoptotyczne zmiany po 24 godzinach
zahamowania aktywno$ci proteasomow, znajduje potwierdzenie w badaniach
zawartosci DNA, poniewaz z tym samym czasie komorki o zmniejszonej zawartosci
DNA stanowity okoto 80% populacji. Podobna zalezno$¢ wykazat Sorolla i wsp. 2008
w badaniu wpltywu bortezomibu na komodrki czerniaka ludzkiego izolowane
bezposrednio z guzoéw pierwotnych, gdzie po 48 godzinach zanotowano wzrost liczby
komorek z jadrami o morfologii apoptotycznej, a jednoczesnie akumulacje komorek we
frakcji subGl.

Rozpad komorki a takze jej jadra jest ostatnim etapem $mierci apoptotycznej. Do
poznania dynamiki tego procesu przydatne sa jednak wczesne wskazniki apoptozy,
takie jak eksternalizacja fostatydyloseryny lub aktywacja kaspaz.

Zgodnie z oczekiwaniami w mojej pracy apoptotyczne zmiany btony komorkowe;j
pojawiaty si¢ duzo wczesniej niz kondensacja chromatyny. Epoksomycyna, MG-132 i
laktacystyna w podobnym stopniu wywolywaly eksternalizacj¢ PS w komdrkach linii
Ab, przy czym dziatanie laktacystyny bylo wolniejsze niz pozostalych badanych
inhibitorow. Jako ze zmiany w btonie komoérkowej zachodza na bardzo wczesnym
etapie apoptozy, juz po 6 godzinach od zahamowania aktywno$ci proteasomow
obserwowalam dwukrotny wzrost liczby komoérek wykazujacych eksternalizacje PS
(komorki aneksynododatnie, zarowno wczesno- jak 1 poznoapototyczne). Po 12
godzinach ich liczba wzrastala trzykrotnie, a po 24 godzinach, niezaleznie od
stosowanego inhibitora, apoptotyczne zmiany w blonie komodrkowej dotyczyty juz
niemal wszystkich komorek. Cho¢ laktacystyna dzialala wolniej niz epoksomycyna i
MG-132, jednak po 24 godzinach inkubacji wptyw wszystkich badanych IP byt
podobny.
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Eksternalizacje¢ PS pod wplywem IP w komoérkach czerniaka stwierdzano juz
poprzednio, lecz nie tak duza jak w badanej przeze mnie linii Ab. W pracy Qin i wsp.
2005 autorzy analizowali wptyw takiego samego stezenia laktacystyny i dwukrotnie
wigkszego stezenia MG-132 na pig¢¢ ustalonych linii czerniaka ludzkiego [RJO02L,
MGO012, C8161, MUM2B, SK-Mel-28). Najbardziej wrazliwa z badanych linia RJ002L
wykazywata okoto 45% komorek aneksynododatnich po 24 godzinach inkubacji z
laktacystyna 1 65% po inkubacji z MG-132. Najbardziej oporna okazata si¢ linia
amelanotyczna SK-Mel-28, gdzie po tym samym czasie dziatania obu inhibitorow
stwierdzono jedynie okoto 20-25% komorek aneksynododatnich. Tak jak w przypadku
moich badan, efekt dzialania laktacystyny byt stabszy niz MG-132.

Poréwnujac wczesny wskaznik apoptozy, jakim sa zaburzenia w btonie
komorkowej, z analiza zywotnos$ci komoérek dla badanych IP poczatkowo (po 6
godzinach) zauwaza sig, ze Zywotno$¢ obniza si¢ mniej (20%) nizby na to wskazywala
liczba komodrek wykazujacych eksternalizacj¢ PS (40%). Dzieje si¢ tak, poniewaz
zmiany w blonie komorkowej zachodza na wczesnym etapie apoptozy, kiedy komorka
jest jeszcze aktywna metabolicznie. W pozniejszym czasie, po 24 godzinach, oba
parametry przybieraja zblizone wartosci.

Wzrost liczby komodrek wykazujacych eksternalizacj¢ PS oraz apoptotyczne
zmiany w jadrach komorkowych pod wptywem laktacystyny 1 MGI12 wykazano
rowniez w innych rodzajach nowotwordw: glejaku, raku jajnika, szpiczaku lub
biataczce (komorki Jurkat) [Zanotto-Filho 2012, Bazzaro 2006, Zavrski 2003, Park
2011].

Oprdcz apoptotycznych zmian w jadrze oraz btonie komorkowej, w mojej pracy
oceniatam tez aktywacje gldwnej kaspazy efektorowej apoptozy — kaspazy 3. W
kazdym wypadku aktywacja kaspazy 3 zachodzita do$¢ wczesnie, bo juz w 6 godzinie
inkubacji, kiedy zywotnos$¢ komorek ksztattowala si¢ jeszcze na poziomie 80% warto$ci
kontrolnej. Podjednostke aktywna kaspazy obserwowatam nadal po 12 i 24 godzinach.
Nie zanotowatam réznicy w szybkos$ci aktywacji kaspazy 3 pomigdzy stosowanymi
inhibitorami. Poczatek aktywacji kaspazy 3 odpowiadatl obnizaniu si¢ zywotnos$ci
komorek Ab, ktora zaczynala spada¢ niezaleznie od stosowanego IP po 6 godzinie
inkubacji, czyli po aktywacji kaspazy 3.

Na podstawie dostgpnych w pismiennictwie badan mozna stwierdzi¢, ze aktywacja
kaspazy 3 po zahamowaniu aktywno$ci proteasomow zachodzi w komorkach czerniaka

w réznym czasie. W badaniach linii RJOO2L czerniaka ludzkiego dwukrotnie wigksze
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stezenie MG-132 powodowato pojawienie si¢ podjednostki aktywnej kaspazy 3 juz po 3
godzinach, natomiast odpowiedz na dziatanie takiego samego stezenia laktacystyny
byla opdzniona 1 aktywacja kaspazy 3 zachodzita dopiero po 18 godzinach [Qin 2005].
Aktywna podjednostke kaspazy 3 obserwowano tez w komoérkach dwodch czerniakdéw
ludzkich izolowanych z przerzutow w odpowiedzi na nawet dziesigciokrotnie mniejsze
stezenie MG-132 i1 epoksomycyny, lecz dopiero po 24 godzinach [Sorolla 2008]. Do
aktywacji kaspazy 3 dochodzito rowniez w wielu liniach czerniaka ludzkiego (SK-Mel-
19, -29, -103, -147, WM-1366) pod wptywem bortezomibu [Wolter 2007; Nikiforov
2007; Fernandez 2005].

5.3. Indukcja szlaku mitochondrialnego apoptozy w komoérkach Ab pod

wplywem inhibitoréw proteasomow

Jak wiadomo, wiele substancji stosowanych w terapii nowotworéw wywiera efekt
cytotoksyczny poprzez indukcj¢ szlaku mitochondrialnego apoptozy. W moich
badaniach stwierdzitam zmiany, takie jak translokacja cytochromu C i bialka AIF z
mitochondriéw do cytoplazmy oraz aktywacja kaspazy 9, potwierdzajace, ze takze w
tym przypadku apoptoza zachodzi na drodze mitochondrialne;.

Po zahamowaniu aktywnosci proteasomoéw w komoérkach Ab aktywacji kaspazy 3
towarzyszyta aktywacja kaspazy 9. Nie stwierdzilam réznic w szybkos$ci aktywacji
kaspazy 9 pod wplywem badanych inhibitorow. Aktywna podjednostka kaspazy 9, tak
jak 1 kaspazy 3 obecna byta juz w pierwszych 6 godzinach od zahamowania aktywnosci
proteasomow, kiedy obserwuje si¢ spadek zywotnos$ci komorek o zaledwie 10-20%.
Aktywacja kaspazy 9 utrzymywata si¢ nadal po 12 i 24 godzinach.

W komorkach czerniaka aktywacja kaspazy 9 pod wptywem IP moze zachodzi¢ w
réznym czasie. Qin i wsp. 2005 w badaniu linii RJOO2L czerniaka ludzkiego stwierdzili
aktywacje kaspazy 9 juz po 1 godzinie inkubacji z dwukrotnie wigkszym stezeniem
MG-132. W tej samej linii komorkowej odpowiedZ na dziatanie takiego samego
stezenia laktacystyny byla op6zniona wzgledem dziatania MG-132 i, podobnie jak w
mojej pracy, podjednostka aktywna wykrywana byla po 6 godzinach. Inne wyniki
uzyskali Sorolla 1 wsp. 2008, gdzie w komorkach dwoch czerniakow ludzkich
izolowanych z przerzutow aktywna kaspaze¢ 9 obserwowano dopiero po 24 godzinach
inkubacji z MG-132 lub epoksomycyna. Jednak stosowane st¢zenia inhibitoréw byty

dziesigciokrotnie mniejsze.
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Aktywna kaspazg 9 obserwowano rowniez w liniach czerniaka ludzkiego SK-Mel-
19, -29, -103, -147, WM-1366 w wyniku dzialania bortezomibu [Wolter 2007,
Nikiforov 2007; Fernandez 2005].

Istotnym wskaznikiem indukcji drogi mitochondrialnej apoptozy jest wzrost
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej i uwalnianie cytochromu C i biatka AIF z
mitochondrium do cytoplazmy. W moich badaniach translokacja cytochromu C
widoczna byla w czesci komorek juz po 6 godzinach dziatania badanych IP. Po 24
godzinach w praktycznie wszystkich widocznych komorkach cytochrom C
obserwowany byl w cytoplazmie. Uwalnianie AIF zaczynalo si¢ podobnym czasie, z
wyjatkiem laktacystyny, gdzie translokacje AIF obserwowano dopiero po 12 godzinach.
Po 24 godzinach we wszystkich przypadkach obserwowano juz AIF w samym jadrze
lub w cytoplazmie 1 w jadrze komdrkowym. Badanie lokalizacji cytochromu C w
komoérce pozwolito roéwniez zaobserwowal charakterystyczne dla apoptozy
paczkowanie btony komoérkowej, poniewaz uwolniony z mitochondriow cytochrom C
preferencyjnie wiaze si¢ do paczkujacych fragmentow.

Cho¢ brak jest badan z uzyciem epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny to
jednak analiza prac opisujacych dzialanie bortezomibu dowodzi, ze w czerniaku
zahamowanie aktywnosci proteasomow czgsto prowadzi do uwalniania cytochromu C i
biatka AIF, cho¢ zwykle dzieje si¢ to pdzniej niz w komodrkach linit Ab. W komodrkach
izolowanych z przerzutow czerniaka ludzkiego uwolnienie cytochromu C do
cytoplazmy nastgpowato po 12 godzinach inkubacji [Sorolla 2008] z bortezomibem. W
ustalonych liniach czerniaka ludzkiego RJO02L oraz C8161 obserwowano translokacj¢
zarowno cytochromu C jak 1 AIF do cytoplazmy po 18 godzinach [Qin 2005], a w
komoérkach SK-Mel-103 po 20 godzinach [Fernandez 2005]. Natomiast w
amelanotycznej linii A375 nie zaobserwowano uwalniania cytochromu C do 24 godzin
pod wptywem bortezomibu [Amschler 2010].

Uwalnianie cytochromu C pod wptywem epoksomycyny, MG-132 lub
laktacystyny obserwowano rowniez w nowotworach innych typoéw takich jak biataczki,
nerwiak zarodkowy lub rak okreznicy [Baou 2010, Park 2011, Perez-Alvarez 2009,
Nagy 2006, Cheng 2011].

W moich badaniach nie stwierdzitam ani znaczacego opdznienia aktywacji kaspazy
efektorowej (kaspazy 3) wzgledem inicjatorowej (kaspazy 9), ani tez opodznienia

aktywacji tej ostatniej wzgledem uwolnienia cytochromu C do cytoplazmy. Wskazuje
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to, ze mechanizmy drogi wewngtrznej apoptozy sa w komorkach Ab wilaczane bardzo

szybko, juz po 6 godzinach po zahamowaniu aktywnoS$ci proteasomow.

5.4. Udzial apoptozy kaspazoniezaleznej w $mierci komoérek Ab wywolanej

inhibitorami proteasomow

Jak wspomniano wcze$niej, zahamowanie aktywno$ci proteasomow powodowalo
uwolnienie z mitochondridow do cytoplazmy biatka AIF, ktore jest zaangazowane w
proces apoptozy niezaleznej od kaspaz.

W mojej pracy zahamowanie aktywnos$ci kaspaz w czasie 24-godzinnej inkubacji z
epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna prowadzito do dwu i pot- lub trzykrotnie
mniejszego obnizenia zywotnosci komorek. Po tym czasie zywotno$¢ komorek nie
zmniejszala si¢ do 20-30%, lecz utrzymywala na poziomie ponad 40% dla
epoksomycyny i MG-132, oraz ponad 70% dla laktacystyny. Moze to oznaczac, ze cho¢
dziatanie kaspaz jest waznym elementem apoptozy wywotanej zahamowaniem
aktywnos$ci proteasomow, to jednak przynajmniej czg$ciowo $mier¢ komorek zachodzi
na drodze kaspazoniezaleznej. Moze odpowiada¢ za to AIF, ktorego uwalnianie z
mitochondriéw stwierdzono w komoérkach Ab pod wptywem IP. Wyniki uzyskane w
badaniach nad dziatlaniem bortezomibu na czerniaka wydaja si¢ potwierdzaé te
przypuszczenia. W liniach komoérkowych czerniaka RJO02L, C8161 i MUM2B oraz
komorkach izolowanych z przerzutow czerniaka ludzkiego zablokowanie aktywnosci
kaspaz podczas 24-godzinnej inkubacji z bortezomibem powodowato dwukrotnie
mniejsze obnizenie zywotnosci komoérek [Qin 2005, Sorolla 2008]. W badaniach
Fernandez 1 wsp. 2005 analogiczny efekt obserwowano w dwoéch liniach czerniaka
ludzkiego Sk-Mel-103 i -147 po 24 godzinach, w dwoch innych liniach natomiast (Sk-
Mel-19 oraz WM-1366) po 36 i 48 godzinach dziatania bortezomibu. Zablokowanie
kaspaz po 24 godzinach hamowato tez dwukrotnie spadek zywotnosci ludzkich
komorek dendrytycznych, komorek chloniaka oraz raka prostaty wywotany MG-132
[Nencioni 2006, Hussain 2009, Yang 2006]. Z drugiej strony na modelu szpiczaka
Zavrski 2003 wykazal, ze zablokowanie kaspaz tylko w niewielkim stopniu (5-10%)
zapobiega $mierci komorek pod wpltywem laktacystyny.

Przytoczone wyzej prace potwierdzaja, ze zahamowanie aktywnosci kaspaz tylko

czg$ciowo chroni komorki przed cytotoksycznym dziataniem inhibitorow proteasomow
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1 ze ani w czerniaku, ani w innych rodzajach nowotworéw zablokowanie kaspaz nie
zapobiega catkowicie $mierci komorek indukowane;j IP.

Wolniejszemu spodkowi zywotnosci komoérek Ab po zahamowaniu aktywnosci
kaspaz towarzyszyta zmiana morfologii jader komdrkowych. Zablokowanie kaspaz
prawie calkowicie hamowato fragmentacj¢ jader w komorkach linii Ab wywolana
epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna. Kondensacja chromatyny zachodzita nadal,
natomiast fragmentacj¢ jadra obserwowano tylko w pojedynczych komoérkach. Podobne
zaburzenie przebiegu apoptozy wywolane zahamowaniem aktywnos$ci kaspaz wykazat
Sorolla i wsp. 2008 w badaniach dzialania bortezomibu na komorki czerniaka
ludzkiego.

Natomiast zahamowanie aktywnosci kaspaz miato stosunkowo niewielki wptyw na
eksternalizacje fosfatydyloseryny w komorkach Ab. Po 24 godzinach liczba komorek
aneksynododatnich zmniejszyta si¢ zaledwie o okoto 15% ( z 95% do 80%).

Jak wida¢, zablokowanie kaspaz zaburza pdzne etapy apoptozy (degradacja DNA,
fragmentacja jader komorkowych). Natomiast w niewielkim tylko stopniu wptywa na
wczesne etapy tego procesu (zmiana struktury blony komorkowej), ktoére nie wymagaja

dziatania kaspaz.

5.5. Zmiany cyklu komorkowego komoérek Ab pod wplywem inhibitorow

proteasomow

Zahamowanie cyklu komorkowego 1 wzrost liczby komorek dzielacych sig w
populacji czgsto poprzedzaja apoptoz¢ wywotana zahamowaniem aktywnosci
proteasomow. W moich badaniach nie stwierdzitam zahamowania cyklu komoérkowego
linii Ab po zastosowaniu zadnego z badanych inhibitoréw. Obserwowalam natomiast
gromadzenie si¢ komorek we frakcji subGl, gdzie znajduja si¢ komoérki o obnizonej
zawarto$ci DNA, a wigc gldwnie ciatka apoptotyczne.

W roznych rodzajach nowotworéow zahamowanie aktywnosci proteasomow
wptywa na cykl komérkowy w odmienny sposob. Wydaje sig, ze zatrzymanie cyklu
komorkowego zalezy nie od rodzaju zastosowanego zwiazku inhibitorowego, lecz od
typu komorek nowotworowych. Sposrod badanych przeze mnie IP poprzednio
wykazano, ze dziatanie MG-132 moze prowadzi¢ do zatrzymania cyklu i gromadzenia
si¢ komoérek w fazie podzialu (faza S+G2/M) w komoérkach glejaka, raka jajnika,
biataczki (komorki Jurkat) oraz szpiczaka [Zanotto-Filho 2012, Bazzaro 2006, Park

80



DYSKUSJA

2011, Zavrski 2003]. W innych modelach MG-132 powodowal poczatkowo
zatrzymanie cyklu, a nastgpnie $mier¢ komoérek 1 w konsekwencji wzrost populacji
komorek o zmniejszonej zawartosci DNA (frakcja subG1). Takie dzialanie opisano dla
biataczki oraz glejaka [Park 2011; Fan 2011].

Wpltyw epoksomycyny, MG-132 1 laktacystyny na cykl komorkowy czerniaka nie
byt dotychczas badany. Dane pochodzace z prac oceniajacych dziatanie bortezomibu sa
niejednoznaczne. Ocena cyklu komorkowego linii Ab wskazuje, ze pod wplywem
epoksomycyny, MG-132 lub laktacystyny obnizeniu ulega liczba komorek zarowno w
fazie spoczynkowej GO/GI, jak 1 odsetek komorek dzielacych sig¢ (faza S+G2/M).
Wszystkie badane zwiazki dziataly bardzo podobnie powodujac po 12 godzinach
zmniejszenie liczby komorek w fazie GO/G1 oraz S+G2/M o ponad poloweg. Po 24
godzinach nadal nie dochodzito do zatrzymania cyklu, a liczba komérek w fazie GO/G1
oraz S+G2/M zmniejszata si¢ cztero- lub pigciokrotnie. Obserwacje te sa zgodne z
badaniami wplywu bortezomibu na komorki czerniaka ludzkiego izolowane z
przerzutéw, gdzie takze nie dochodzito do zatrzymania cyklu komoérkowego [Sorolla
2008]. Natomiast inne wyniki uzyskali Amschler 1 wsp. 2010 analizujac wplyw
bortezomibu na lini¢ czerniaka ludzkiego A375. Stwierdzili bowiem po 12 godzinach
wyrazne zahamowanie cyklu komorkowego i prawie trzykrotne zwigkszenie odsetka
komorek w fazie S+G2/M, czemu towarzyszyto zmniejszenie liczby komorek w fazie
GO0/G1. Réwniez w ustalonych liniach czerniaka ludzkiego SK-Mel-19 oraz SK-Mel-
103 bortezomib powodowal zatrzymanie cyklu i wzrost liczby komoérek w fazie
S+G2/M z jednoczesnym spadkiem liczebnos$ci fazy GO/G1 [Fernandez 2005].

Wydaje sig, ze odmienny wpltyw IP na cykl komoérkowy moze wynikaé ze
specyficznych mutacji biatek zwiazanych z progresja cyklu komoérkowego obecnych w
r6znych rodzajach nowotwordw [Zanotto-Filho 2012, Baiz 2009, Lu G 2008]. Poniewaz
do zatrzymania cyklu komorkowego nie dochodzilo w badanych przeze mnie
komorkach Ab oraz analizowanych przez Sorollg 1 wsp. komodrkach czerniaka ludzkiego
pochodzacych z przerzutow, by¢ moze znaczenie ma fakt, ze nie sa to ustalone linie
komorkowe, lecz komorki izolowane bezposrednio z masy guza.

Jak wspomniatam wczes$niej, epoksomycyna, MG-132 ani laktacystyna nie
zatrzymywaly cyklu komorkowego linii Ab, obserwowatam natomiast gromadzenie si¢
komorek we frakcji subGl, gdzie lokalizuja si¢ komorki o zmniejszonej zawartosci

DNA. Moga to by¢ zaréwno fragmenty uszkodzonych komorek jak réwniez ciatka
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apoptotyczne [Kajstura 2007]. Akumulacja takich komorek jest czgsto traktowana jako
posredni objaw apoptozy.

W moich badaniach w warunkach prawidtowych komorki o obnizonej zawartosci
DNA stanowily okolo 10% populacji komorek Ab. Ich liczba gwaltownie rosta pod
wplywem wszystkich stosowanych IP. Po 12 godzinach inkubacji z epoksomycyna lub
MG-132 we frakcji subG1 znajdowala si¢ ponad potowa komorek. Dla laktacystyny
odsetek ten byt mniejszy 1 wynosit 40%. Natomiast po 24 godzinach inkubacji dziatanie
laktacystyny doréwnywato pozostatym inhibitorom 1 w kazdym przypadku
obserwowalam wzrost populacji subG1 do okoto 70-80%.

Dromadzenie si¢ komorek o zmniejszonej zawartosci DNA wykazano takze w
badaniach z uzyciem bortezomibeu. W komorkach izolowanych z przerzutow czerniaka
ludzkiego po 24 godzinach liczebno$¢ frakcji subG1 wzrostata z 16 do 65% [Sorolla
2008]. Rowniez w ustalonej linii czerniaka ludzkiego SK-Mel-103 zanotowano wzrost z
3% do prawie 40% [Fernandez 2005]. Istnieja dane opisujace podobne dziatanie MG-
132 w innych rodzajach nowotworéw. W komorkach Jurkat takie samo st¢zenie MG-
132 po 12 godzinach inkubacji powodowato zwigkszenie frakcji subG1l do 55% [Park
2011]. W glejaku rowniez obserwowano zwigkszenie tej populacji komorek, ale dopiero
po 48 godzinach [Zanotto-Filho 2012].

Gromadzenie si¢ komodrek o obnizonej zawartosci DNA (subG1) po zahamowaniu
aktywnosci proteasomoéw potwierdza indukcje apoptozy IP w komodrkach Ab. Poniewaz
wraz ze wzrostem populacji subG1 zmniejsza si¢ liczba komorek w fazie GO/G1 oraz
S+G2/M, mozna wnioskowac, ze komodrki gromadzace sig¢ w obszarze subG1 pochodza
z obu faz cyklu. Analiza zmian cyklu komorkowego dobrze odpowiada omawianym
wczesniej zmianom zywotnosci komorek. Po 24 godzinach inkubacji z epoksomycyna i
MG-132 zywotno$¢ zmniejszata si¢ do okoto 10-15% i tyle samo komoérek pozostawato
w fazie GO/G1 oraz S+G2/M cyklu komoérkowego. W przypadku laktacystyny wielkosci
te byly nieznacznie wyzsze 1 wynosity okoto 25%.

Na uwage zastuguje fakt, ze zablokowanie aktywnos$ci kaspaz w komorkach Ab
inkubowanych z epoksomycyna, MG-132 lub laktacystyna nie tylko zwigksza ich
zywotno$¢, ale tez prowadzi do zatrzymania cyklu komérkowego w fazie podziatu (faza
S+G2/M). Liczba komoérek Ab w tej fazie wzrosta pod wptywem BAF po 24 godzinach
inkubacji o jedna trzecia. Sorolla i wsp. 2008 po zablokowaniu kaspaz réwniez
obserwowali zahamowanie cyklu komodrkowego w hodowli pierwotnej komorek

czerniaka ludzkiego inkubowanych z bortezomibem, jednak efekt ten byt silniejszy,
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poniewaz doszlo do az trzykrotnego wzrostu liczby takich komoérek. Odmienne wyniki
uzyskali natomiast Park 1 wsp. 2011, ktérzy badali wptyw zablokowania aktywno$ci
kaspaz w komorkach Jurkat inkubowanych z MG-132 i nie stwierdzili zatrzymania
cyklu oraz wzrostu liczby komérek w fazie S+G2/M.

W mojej pracy wzrostowi liczby komorek dzielacych si¢ pod wptywem BAF
towarzyszyt jednocze$nie spadek odsetka komorek o obnizonej zawartosci DNA.
Liczba komorek we frakcji subG1l po 24 godzinach inkubacji z IP w obecnosci BAF
byla ponad szesciokrotnie mniejsza (10-15%) niz w komodrkach hodowanych z samymi
IP (80%). Mniejszy, bo tylko dwuipotkrotny spadek obserwowano po zahamowaniu
aktywnosci kaspaz w hodowli pierwotnej komorek czerniaka ludzkiego inkubowanych
24 godziny z bortezomibem [Sorolla 2008]. Natomiast w komoérkach Jurkat poddanych
dziataniu MG-132 w dwukrotnie mniejszym stezeniu zablokowanie kaspaz
spowodowato po 12 godzinach az dziesigciokrotnie zmniejszenie si¢ frakcji subGl
[Park 2011]. Wiadomo, ze zahamowanie aktywno$ci kaspaz w znacznym stopniu
blokuje koncowy etap apoptozy, jakim jest rozpad komorki. Przypuszczalnie to jest
przyczyna cytoprotekcyjnego dziatania inhibitora kaspaz, ktory zapobiega gromadzeniu

si¢ komorek w obszarze subGl.

5.6. Indukcja ekspresji bialek HSP w komoérkach Ab pod wplywem

inhibitoréow proteasomow

W moich badaniach nie obserwowalam konstytutywnej ekspresji biatek HSP27
oraz HSP70 w komorkach linii Ab, mimo Ze podwyzszony poziom tych biatek
zwiazany z transformacja nowotworowa komodrek wykrywa sig¢ w wigkszo$ci
nowotworow, np. w wielu rodzajach raka piersi, prostaty, watroby, zotadka, ptuc oraz
glioblastoma [Nylandsted 2000, Ciocca 2005, Calderwood 2010, Vidyasagar 2012]. W
przypadku czerniaka poziom ekspresji bialek szoku termicznego w stosunku do
prawidlowych melanocytéw bywa bardzo r6ézny. Shipp 1 wsp. 2013 analizujac ekspresj¢
HSP70 w czerniakach ludzkich obserwowal wyzszy jego poziom we wszystkich 8
badanych guzach w poréwnaniu do otaczajacej tkanki. Natomiast w badaniu 20
przypadkéw czerniakoéw siatkowki oka stwierdzono bardzo niska ekspresj¢ HSP70
[Missotten 2003]. Wsrdd ustalonych linii komorkowych czerniaka konstytutywnej
ekspresji HSP70 nie wykazano w liniach komoérkowych cztowieka SK-Mel-19 1 SK-

Mel-103 [Fernandez 2005], wysoka zawarto$¢ tego biatka obserwowano natomiast w
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linii czerniaka ludzkiego G361 [Park 2000] oraz mysiego B16F10 [Schmitt 2006,
Yerlikaya 2008].

Zwigkszona ekspresja HSP27 cechowata wigkszos¢ (30 sposrod 38 badanych
probek) ludzkich czerniakéw siatkéwki oka [Missotten 2003]. Wyzszy poziom HSP27
w porownaniu do prawidlowych melanocytéw wykazano rdwniez w badaniu komorek
izolowanych z guzoéw pierwotnych oraz przerzutow ludzkich czerniakéw skory [Carta
2005]. Nadekspresji tego biatka nie stwierdzono natomiast w ustalonej linii czerniaka
czlowieka A375 [Aldrian S 2003].

Przeprowadzone przeze mnie badania dowodza, ze zahamowanie aktywnosci
proteasomow powoduje indukcj¢ ekspresji HSP70 1 HSP27 w komodrkach Ab. Wzrost
ekspresji HSP70 byt gwattowny. Obecnos¢ biatka HSP70 obserwowatam juz po 6
godzinach inkubacji z kazdym ze stosowanych IP, a jego poziom nadal rost po 12 1 24
godzinach. Indukcja ekspresji drugiego z badanych biatek zachodzila wolniej. Obecno$¢
HSP27 stwierdzalam dopiero po 12 godzinach od zahamowania aktywnosci
proteasomoOw, a wyrazne zwigkszenie poziomu HSP27 nastgpowato dopiero po 24
godzinach. Nie obserwowatam r6znic w indukcji ekspresji HSP70 1 HSP27 zwiazanych
z inhibitorem proteasomow.

Indukcja ekspresji biatek szoku termicznego w odpowiedzi na zahamowanie
aktywnos$ci proteasoméw 1 nagromadzenie zle zwinigtych biatek byla wielokrotnie
opisywana. W badaniach z zastosowaniem mikromacierzy dowiedziono, ze w
komorkach raka prostaty poddanych dzialaniu MG-132 sposrdod wszystkich genow
najbardziej ro$nie ekspresja genow biatek HSP, w tym HSP70 i HSP27 [Yang 2006].
Wzrost poziomu biatka HSP70 1 HSP27 indukowany MG-132 lub laktacystyna
obserwowano w komorkach widkniakomiesaka [Kim 2011']. Brak jest doniesiefi o
zmianach ekspresji HSP27 w czerniaku po zahamowaniu aktywacji proteasomow. Do
tej pory w czerniaku analizowano jedynie wptyw bortezomibu na ekspresj¢ HSP70.
Wykazano indukcj¢ tego bialka pod wptywem bortezomibu w liniach komérkowych
czerniaka ludzkiego SK-Mel-19 i SK-Mel-103 oraz czerniaka mysiego B16F10
[Fernandez 2005, Yerlikaya 2008].

Wiele badan wskazuje na cytoprotekcyjna rolg bialek szoku termicznego w
komorkach nowotworowych, a ich wysoki poziom czgsto wiaze si¢ z oporno$cia na
dziatanie inhibitoréw proteasomoéw. Analizujac zmiany ekspresji genow w liniach
komodrkowych chloniaka po zahamowaniu aktywnos$ci proteasoméw udowodniono, ze

oporne na bortezomib sa te linie, w ktorych zachodzi nadekspresja HSP27 oraz HSP 70
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[Chauhan 2003, Shringarpure 2006]. Rola poszczegodlnych bialek HSP w opornosci
komorek na inhibitory proteasoméw nie jest jednak oczywista. W badaniu 12 linii
nerwiaka zarodkowego nie stwierdzono zwiazku miedzy poziomem ekspresji HSP70 a
wrazliwo$cia na bortezomib [Combaret 2008]. Mozna wigc wnioskowaé, ze
stosunkowo wysoka wrazliwo§¢ komorek Ab na zahamowanie aktywnoSci
proteasomow jest zwigzana nie tylko z duza liczba komorek dzielacych si¢ w populacji,
lecz réwniez z brakiem konstytutywnej ekspresji biatek HSP70 1 HSP27.
Cytoprotekcyjny efekt biatek szoku termicznego nie ogranicza si¢ jedynie do
komorek nowotworowych. Wysoka konstytutywna ekspresja HSP27 chroni rowniez
astrocyty przed dzialaniem MG132 [Goldbaum 2009]. W badaniach mysich
embrionalnych komorek pnia wykazano, ze komorki te sa okolo dziesigciokrotnie
bardziej wrazliwe na dziatanie MGI132, laktacystyny oraz epoksomycyny od
zrdznicowanych komorek somatycznych ze wzgledu na slabsza indukcj¢ ekspresji

HSP70 [Park 2012].

85



WNIOSKI
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Komorki linii amelanotycznej (Ab) czerniaka przeszczepialnego chomika sa wysoce
wrazliwe na zahamowanie aktywnos$ci proteasoméw, co prawdopodobnie ma
zwiazek z szybkim tempem proliferacji komorek.

Dziatanie cytotoksyczne epoksomycyny i MG-132 jest silniejsze niz laktacystyny,
przy podobnym mechanizmie dziatania badanych zwiazkow.

Gtowna droga $mierci komorek pod wptywem wszystkich badanych inhibitorow
proteasomow jest apoptoza indukowana droga mitochondrialna. Dodatkowo, cho¢ w
znacznie mniejszym stopniu, $mier¢ komorek zachodzi na drodze apoptozy
kaspazoniezalezne;.

. Niezaleznie od stosowanego zwiazku odpowiedzia komorek na zahamowanie
aktywnosci proteasomdw 1 nagromadzenie nieprawidlowo zwinigtych biatek jest
wzrost ekspresji biatek HSP70 i HSP27, co jednak nie jest wystarczajace do

uzyskania opornosci 1 nie zapobiega Smierci komorek Ab.
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Czerniak jest jednym z tych nowotwordw, ktorych wskaznik zachorowalnos$ci stale rosnie.
Jednoczesnie jego opornos¢ na chemioterapi¢ powoduje, ze brak jest obecnie skutecznych
metod leczenia. Dlatego tez podejmowane sa proby leczenia czerniaka innymi niz klasyczne
chemioterapeutyki zwigzkami o dziataniu przeciwnowotworowym, takimi jak inhibitory
proteasomow (IP).

W przedstawianej pracy analizowano wptyw trzech IP: 0,5uM epoksomycyny, SuM MG-
132 oraz 10uM laktacystyny na komorki linii amelanotycznej (Ab) czerniaka Bomirskiego. W
badaniach zywotnos$ci komorek z uzyciem XTT stwierdzono, ze wszystkie trzy zwiazki silnie
obnizaty zywotno$¢ komorek, ktora po 48 godzinach inkubacji wynosita jedynie 5% wartosci
wyjsciowej, przy czym dzialanie laktacystyny byto wolniejsze niz epoksomycyny i MG-132.
Analiza morfologii jader komorkowych wybarwionych Hoechst wykazata, ze juz po 6
godzinach inkubacji zaczynaly si¢ w nich zmiany apoptotyczne, z wyrazna kondensacja
chromatyny i fragmentacja jadra. Cytometryczna ocena zmian blony komorkowe;j
(eksternalizacja fosfatydyloseryny) dowiodla, ze pod wptywem dziatania kazdego z badanych
IP po 24 godzinach 97% komorek wykazywato cechy wczesnej lub pdznej apoptozy. Zmiany te
zachodzity réwniez wolniej w przypadku laktacystyny niz epoksomycyny i MG-132.
Apoptotyczna Smieré komorek potwierdzita réwniez stwierdzona z uzyciem immunoblottingu
aktywacja kaspazy 3.

Aktywacja kaspazy 9 oraz obserwowany w badaniach immunofluorescencyjnych wyptyw
cytochromu C i biatka AIF z mitochondriow wskazuje, ze apoptoza w komoérkach Ab wywotana
wszystkimi badanymi [P zachodzita na drodze mitochondrialnej. Zahamowanie aktywnosci
kaspaz za pomoca inhibitora BAF tylko czgsciowo chronito komorki przed cytotoksycznym
dziataniem IP, co dowodzi, ze $mier¢ komorek nastepuje zarowno na drodze kaspazozaleznej
jak i kaspazoniezalezne;j.

Analiza cytometryczna komorek Ab barwionych jodkiem propidyny wykazata, ze dziatanie
IP powodowato istotne zmiany w cyklu komérkowym. Po 24 godzinach obserwowano istotny
spadek odsetka komorek dzielacych oraz komorek w fazie spoczynkowej, przy jednoczesnym
wzroscie liczby komorek o obnizonej zawartosci DNA, charakterystycznych dla apoptozy.

W odpowiedzi na cytotoksyczne dziatanie wszystkich badanych [P w komorkach Ab
obserwowano gwattowna indukcje ekspres;ji biatek szoku termicznego HSP70 i HSP27.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze epoksomycyna, MG-132 oraz laktacystyna
wywieraty efekt cytotoksyczny na komodrki Ab poprzez indukcje¢ szlaku mitochondrialnego
apoptozy. Drziatanie laktacystyny bylo wolniejsze niz epoksomycyny i MG-132, jednak
mechanizm $mierci komorki pozostawal podobny. Uruchamiane procesy obronne, w postaci

wzrostu ekspresji biatek HSP70 i HSP27, nie byty wystarczajace do przetrwania komorki.
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