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,,YY zyciu niczego nie nalezy si¢ obawiac.

Nalezy jedynie zrozumie¢.”

Maria Curie-Sktodowska

,,N auka nigdy nie dobiega konca, Watsonie”

Sir Arthur Conan Doyle
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WYJASNIENIE SKROTOW

ALL: ostra bialaczka limfoblastyczna (ang. Acute Lymphoblastic Leukemia)
AML: ostra bialaczka szpikowa (ang. Acute Myeloid Leukemia)

B-CLL: przewlekta biataczka B-limfocytarna (ang. B-cell chronic lymophocytic leukemia)
BM MNC: komorki jednojadrzaste szpiku kostnego (ang. bone marrow-derived
mononuclear cells)

BSA: albumina surowicy wotowej (ang. bovine serum albumin)

CCS: system kalpaina — kalpastatyna (ang. calpain — calpastatin system)

CD: antygen réznicowania limfocytow (ang. cluster of differentiation)

FITC: izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

JC1: jodek 5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1’,3,3’- tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny
kDa: kilodalton

pg: mikrogram

pl: mikrolitr

pM: stezenie mikromolarne

MDR: wielolekowa oporno$¢ (ang. multidrug resistance)

MFI: $rednia fluorescencja (ang. mean fluorescence intensity)

ml: mililitr

MRD: choroba resztkowa (ang. minimal residual disease)

obr./min.: obroty na minute

PBS: buforowana fosforanami sdl fizjologiczna (ang. phosphate buffered saline)
PCR: fancuchowa reakcja polimerazy (ang. polimerase chain reaction)

pH : yjemny logarytm ze stezenia jonow wodorowych

R-PE: fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

RPE-CyS5: fikoerytryna-cyjanina 5 (ang. phycoerythrin-cyanin 5)

SDS: siarczan dodecylu

SDS-PAGE: elektroforeza w warunkach denaturujacych (ang. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

TdT: terminalna transferaza dezoksynukleotydowa (ang. terminal deoxynucleotidyl
transferase)

TEMED: N, N, N’, N’- tetrametyloetylenodiamina

Tris: tréjhydroksymetyloaminometan

TNF: czynnik martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor)

U/ml: jednostki na mililitr
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1. WSTEP

1.1 Ostra bialaczka limfoblastyczna.

Ostra biataczka limfoblastyczna ALL (ang. Acute Lymphoblastic Leukemia)
jest najczesciej wystgpujacym typem bialaczki w onkologii dziecigcej, stanowi
ponad 70% wszystkich zdiagnozowanych nowotworow u pacjentdw ponizej 15 roku
zycia [1-3]. W Polsce biataczka diagnozowana jest u okoto 35 chorych na 1 milion
dzieci kazdego roku [3,4].

Intensywny rozwdj 1 zastosowanie chemioterapii wraz z leczeniem
wspomagajacym przyczynily si¢ do znacznego wzrostu przezycia 1 sukcesu
terapeutycznego w grupie chorych z ALL, wynoszacego ponad 80% wyleczen [5-10]

Przebieg choroby zwigzany jest z nadmierng proliferacja komdrek linii
limfoidalnej B lub T, doprowadzajaca do masowego zajecia szpiku kostnego
mlodymi, niedojrzatymi formami limfoblastow [8,11]. Oprocz nasilonej proliferaciji,
blasty biataczkowe cechuja si¢ réwniez zmniejszong podatnoscia na czynniki
wywolujace programowang $mieré¢ komorek (apoptoze), co w sumie prowadzi do
zahamowania normalnej hematopoezy i rozwoju choroby [5,12,13]. Grupa ostrych
biataczek dziecigcych jest silnie heterogenna; 70% wszystkich zdiagnozowanych
przypadkow ALL stanowi biataczka z prekursorowych komérek limfoidalnych linii

B [14,15] o réznych stopniach zréznicowania.

1.1.1 Podzial bialaczek.

Proces roznicowania i dojrzewania limfocytow B 1 T zwiazany jest z
pojawianiem si¢ poszczegdlnych antygenow na powierzchni komoérki oraz
cytoplazmatycznych immunoglobulin (te zjawiska przedstawiono schematycznie na
rycinie 1). Kolejne stadia rozwoju miodych form komodrek B zwigzane sg z
pojawianiem si¢ powierzchniowych antygenow CD34, CD10 i poczatkowo nieduzej
ilosci CD19. Nastepnie, wczesne limfocyty B charakteryzuja si¢ obecno$cig na
powierzchni komorek antygenow: CD10, CD19, CD24, CD34, CD45, HLA-DR oraz
cytoplazmatycznych: CD22, CD79a, CD79b, TdT (terminalna transferaza
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dezoksynukleotydowa). Gdy konczy si¢ faza limfocyta pre-B, znikaja z jego
powierzchni TdT, CD34 oraz CD10. Dojrzate, naiwne limfocyty B wykazuja
obecno$¢ powierzchniowej immunoglobuliny M (IgM) oraz znaczaco wzrasta ilo$¢
CD20 i1 CD21. Powyzsze zmiany fenotypu moga by¢ wykrywane, co pozwala na
okreslenie, z ktorego stadium réznicowania wywodzi si¢ dana biataczka ALL, co
rzutuje rowniez na schemat leczenia.

Z kolei, dojrzewanie rowniez pochodzacych ze szpiku kostnego, prekursorow
komdrek T ma miejsce w grasicy, gdzie rowniez poszczegoélne stadia rozwojowe
moga by¢ rozpoznane na podstawie pojawiania si¢ kolejnych receptoréw. Mtlode
formy pro-T wykazujace obecno$¢ powierzchniowych antygenéw CD34, CD7,
CD33, HLA-DR oraz CD2, wedruja z warstwy korowej grasicy do rdzenia,
réwnoczesnie dojrzewajac. Najmlodsze tymocyty pre-T posiadaja antygeny CD34,
CD7, CD2 oraz cytoplazmatyczne CD3 i TdT, ale jeszcze nie CD4 lub CD8 (w
zwigzku z czym okreslane sa jako komorki podwdjnie negatywne = double-negative
cells). Nastepnie, na ich powierzchni pojawiaja si¢ czasteczki CD4 1 CD8 (tymocyty
stajg si¢ podwojnie pozytywne), natomiast znika CD34; wykazuja one rowniez
obecnos¢ powierzchniowych antygenéw CDla, CD10 i1 nieduzych ilosci CD3.
Ostatnie etapy dojrzewania odbywaja si¢ juz w rdzeniu grasicy, gdzie tymocyty z
wyksztatlconym receptorem komdrek T (TCR) oraz CD3, staja si¢ pojedynczo-
pozytywnymi komérkami o fenotypie albo CD4" albo CD8" [8].
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Rycina 1. Schematyczny rozwoj limfocyta B (a) oraz T (b), za Pui i wsp., [8], zmieniono.

Immunofenotypizacja  badanych komdrek szpiku kostnego, przy
zastosowaniu odpowiednich przeciwciat monoklonalnych, umozliwia opisanie
stopnia dojrzatosci komorek B lub T, oraz ich prekursorow, a wiec takze okreslenie
danego stadium rozwojowego limfoblastow biataczkowych 1 podtypu ALL.
Klasyfikacja wedlug Europejskiej Grupy ds. Immunologicznej Klasyfikacji
Biataczek (EGIL - European Group for Immunological Classification of Leukemia)
podaje podtypy ALL z linii B: pro-B, common, pre-B i dojrzate B oraz z linii T: pro-
T, pre-T, cortical T i mature T — Tabela 1. Zdarzaja si¢ jednak przypadki, gdy blasty
nie wykazuja obecnosci typowych determinant danego etapu rozwojowego komorki
lub pojawiaja si¢ na nich rownoczesnie antygeny dwoch linii komoérkowych (np.
ostra bialaczka dwufenotypowa) [16,17]. Okreslenie obecnosci charakterystycznych
antygendw  limfoblastow  (immunofenotypizacja) z uzyciem cytometru
przeptywowego [18-20], badania morfologiczne blastéw (rozmaz szpiku kostnego)
oraz ocena ich genotypu (patrz nizej) z zastosowaniem technik cytogenetycznych i
molekularnych s3 obecnie standardowym postepowaniem w diagnostyce ALL

[7,9,19].
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Podtypy ALL z linii limfocytow B

nazwa opis charakterystyczne antygeny w diagnostyce
Pro-B ALL progenitorowa, powierzchniowe: HLA-DR, CD34, CD19
z wezesnych cytoplazmatyczne: CD22, CD79a, TdT
prekursoréw komorek B
Common najczgsciej wystepujacy | powierzchniowe: TdT, HLA-DR, CD34, CD19,
typ ALL u dzieci CD10, zmiennie CD22, CD45, CD20
Pre-B pojawia sie u ok. 25% powierzchniowe: HLA-DR, CD19, CD20, CD22
chorych 1 TdT
cytoplazmatyczne: obecnos¢ tancucha ciezkiego
immunoglobuliny klasy IgM (p)
Dojrzata B | komdrki wigksze niz B- | powierzchniowe: HLA-DR, CD19, CD20,
(B-cell) prekursorowe, 2-5% CD22, fancuchy cigzkie immunoglobulin (IgG,
wszystkich ALL IgA, IgM) i tancuch lekki kappa (k) lub lambda
)

Podtypy ALL z linii limfocytow T

Pro-T kolejne fazy rozwoju powierzchniowe: zmiennie HLA-DR, CD34,
mtodych, réznicujacych | CD7
si¢ tymocytow cytoplazmatyczne: CD3 i TdT
Pre-T powierzchniowe: CD7, CD2, CDS5, zaczynaja
pojawiac sie CD3, CD8 i CD4; czgsto obecne
CD10
cytoplazmatyczne: CD3 i TdT
Cortical-T powierzchniowe: CD1la, CD3,CD7, CD2, CDS5,
CDS8 Iub CD4
cytoplazmatyczne: TdT i CD3
Dojrzata T | charakter dojrzatego powierzchniowe: CD7, CD2, CD5, CD8 lub
(T-cell) tymocyta CD4, CD3; tu dwa typy receptora: TCRo/p lub
TCRy/ 8
cytoplazmatycznie: TdT

Tabela 1. Immunofenotypowa klasyfikacja ostrych biataczek limfoblastycznych (ALL) wg EGIL, za
Radwanska i wsp., [16], Balana-Nowak i wsp., [17].

1.1.2 Objawy choroby i terapia.

W  konsekwencji  klonalnej ekspansji nowotworowo  zmienionych

limfoblastow dochodzi do trzyuktadowej niewydolnosci szpiku - niedokrwistosci,

matoplytkowosci 1 leukopenii, stad najczgstsze objawy choroby ALL to ogdlne
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ostabienie, blado$¢, zaburzenia krzepnigcia w postaci sklonnosci do powstawania
drobnych wybroczyn, siniakow i krwawien oraz niedobdr prawidlowych leukocytow
prowadzacy do infekcji z goraczka i1 stanem zapalnym. Czasami dochodzi do
znaczacego spadku masy ciala pacjenta, ktéremu towarzyszy apatia i brak taknienia.
Stosunkowo czgsto mali pacjenci skarza si¢ na bdle kostne (naciekanie okostnej
przez nowotworowe limfoblasty), za§ dos¢ rzadko dochodzi do znacznej
organomegalii  (watroba, $ledziona, wezly chlonne obwodowe). Zmiany

nowotworowe moga obejmowac tez osrodkowy uktad nerwowy (OUN) [17,21,22].

Podstawa leczenia ostrych bialaczek ALL jest polichemioterapia wraz z
leczeniem wspomagajacym, rézna dla poszczegdlnych podtypow biataczek i
okreslonych czynnikow ryzyka. Leczenie ostrych biataczek limfoblastycznych
standardowo skiada si¢ z faz: indukcji remisji, konsolidacji (intensyfikacji) i terapii
podtrzymujacej remisj¢, az do wyeliminowania choroby resztkowej MRD (ang.
minimal residual disease). Celem pierwszej fazy indukcji jest wyeliminowanie
ponad 99% poczatkowej liczby blastow nowotworowych, w celu przywrdcenia
normalnej hematopoezy. Podczas kolejnych faz terapii, dochodzi do wzmocnionego
usuwania pozostatych komdrek nowotworowych, by zminimalizowaé ryzyko
nawrotu choroby. Leczenie trwa zazwyczaj okoto 12 miesiecy, ale moze zajac
rowniez od 2 do 2,5 roku [9,22,23]. Allogeniczny przeszczep komorek
hematopoetycznych jest stosowany w terapii biataczek ALL nalezacych do
najwyzszej grupy ryzyka, np. z genotypem zawierajagcym chromosom Philadelphia
czy bardzo staba wstgpng odpowiedzig na leczenie. Przeszczep polega na dozylnym
podaniu tych komdrek odpowiednio przygotowanemu choremu biorcy,
doprowadzajac do calkowitej lub czesciowej wymiany i odbudowy szpikowego

uktadu krwiotwoérczego [9,23-25].

1.1.3 Czynniki rokownicze ALL.

Wsrod czynnikow prognostycznych choroby, wptywajacych na zastosowane
leczenie, wymienia si¢ dane laboratoryjne, biologiczne cechy blastoéw, morfologi¢
zajetego szpiku kostnego. Klasycznymi czynnikami prognostycznymi choroby sa

wiek, wielko$¢ wstepnej leukocytozy, wezesna odpowiedz na leczenie, obecnos¢
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resztkowej choroby nowotworowej MRD, immunofenotyp blastow [2,6,10,26,27].
Wsrédd czynnikdw ryzyka wymienia si¢ rowniez ple¢, obecnos¢ objawdw
pozaszpikowych, zajecie osrodkowego ukladu nerwowego, oceng cytogenetyczna
blastow [28-30].

Pewne czynniki genetyczne maja tez potencjalne znaczenie prognostyczne
lub terapeutyczne - translokacje chromosomalne i zmiany strukturalne w genach (np.
ponad 25% wszystkich B-prekursorowych ALL zwigzanych jest z translokacja
t(12;21)(p13;922), powodujaca fuzje genow TEL-AMLI, czy translokacja t(9;22)
powodujaca obecno$¢ chromosomu Philadelphia (fuzja BCR-ABLI), za$ przy
biataczkach wywodzacych si¢ z linii komoérek T ponad 50% mutacji dotyczy genu
NOTCHI [9,31]. Zmiany mutacyjne zanotowano w duzej liczbie przypadkow ALL
w genach wptywajacych na rozwoj limfocytow B np. TCF3 EBFI, LEF1, IKZF1 i
IKZF3 [9].

Liczba chromosomdéw w kariotypie blastow jest rOwniez czynnikiem ryzyka.
Hypodiploidia (oceniana jako liczba chromosoméw mniejsza niz 44 na pojedynczy
blast) stanowi negatywny czynnik rokowniczy, podczas gdy hyperdiploidia (ponad
50 chromosomdéw na blast), jak rowniez trisomie chromosomoéw 4, 10 i 17 moga
rokowa¢ korzystnie [9,14,30,32,33]. Catos¢ danych wumozliwia dobranie
odpowiedniego algorytmu leczenia 1 terapii. Poznanie nowych czynnikow
prognostycznych oraz genetycznych nieprawidlowosci w organizmie by¢ moze
doprowadzi w przysztosci do rozwoju celowanej do danego pacjenta terapii, w

drodze silnie zindywidualizowanej farmakogenomiki [9,34].

1.1.4 Przyczyny ALL.

Mimo intensywnych badan, etiologia choroby ciggle pozostaje nie do konca
poznana. Tylko mniej niz 5% przypadkdéw ALL jest silnie zwigzane z dziedzicznymi
predyspozycjami (jak wystgpienie zespolu Downa, zespotlu Blooma, zespohu
Nijmegen, zespohu ataksja-teleangiektazja) [9]. Wystapienie i rozwoj choroby moze
mie¢ tez zwigzek z czynnikami Srodowiskowymi, jak wczesniejsza ekspozycja
rodzicow pacjenta ALL Iub matki w czasie ciazy, na szkodliwe czynniki
srodowiskowe, w tym dym papierosowy [35,36], promieniowanie jonizujace [37],

pestycydy [38] lub spozywanie lekow, narkotykdw oraz alkoholu [39-43]. Postuluje
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si¢ rowniez hipoteze infekcyjng zwigzang z rozwojem ALL [37,44], jednak jak
dotychczas nie znaleziono bezposredniego dowodu na dzialanie czynnika
infekcyjnego [42,43]. Z ta obserwacja wiaze si¢ hipoteza chronigcego przed
zachorowaniem na biataczk¢ ALL, wplywu dlugotrwalego karmienia dziecka piersia
przez matke [38,45,46]. Czes$¢ autorow uznaje rdwniez, iz grypa lub zapalenie pluc
w trakcie cigzy, moze wigzac si¢ z podwyzszonym ryzykiem wystapienia biataczki u
potomstwa [41,47,48]; zdania badaczy sa podzielone, cze$¢ z nich uwaza, iz wlasnie
brak infekcji w niemowlectwie jest czynnikiem ryzyka biataczki [37,49,50]. Ryzyko
wystapienia bialaczki prawdopodobnie moga podnosi¢ takze choroby przenoszone

droga ptciowa [41].

Mimo zastosowania nowoczesnej polichemioterapii, caly czas istnieja
przypadki biataczki ALL oporne na leczenie lub wykazujace nawro6t choroby. Stad
wigc tak waznym staje si¢ poszukiwanie nowych czynnikdw rokowniczych,
markerdw postgpu choroby, potencjalnych celow diagnostycznych. Bazujac na
fakcie postulowanej zahamowanej apoptozy [51,52] w przebiegu ALL, za taki nowy
czynnik rokowniczy mozna uzna¢ aktywno$¢ enzymdéw z grupy kalpain,
regulujacych miedzy innymi procesy S$mierci komorki. Poszukiwanie nowych
biologicznych markeréw i1 uwzglednienie ich w algorytmach leczenia umozliwi

lepsze poznanie patomechanizmu choroby.

1.2 Apoptoza — cel i przebieg procesu.

Programowana $mier¢ komorkowa (apoptoza) to aktywny proces
strukturalnych zmian w komdrce, doprowadzajacych do jej planowanego
unicestwienia [S53]. Podczas zjawiska zachodza morfologiczne i biochemiczne
przemiany (np. permeabilizacja blony mitochondrium, kondensacja cytoplazmy,
proteoliza biatek 1 rozpad kwaséw nukleinowych w komdrce, re-aranzacje w
budowie blon - przemieszczanie fosfatydyloseryny na zewnatrz membrany)
prowadzace do powstania ciat apoptotycznych, ktore sg usuwane przez fagocytoze.
Proces apoptozy rézni si¢ znacznie od nekrozy; zachodzi w pojedynczych

komorkach 1 w drodze innego, Scisle planowanego mechanizmu [54-56]. Apoptoza
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wraz z proliferacja 1 réznicowaniem, utrzymane w rownowadze, gwarantuja
prawidlowy wzrost 1 funkcjonowanie catego organizmu [55,57].

Ponad sto bialek jest zaangazowanych w proces apoptozy. Mozna je podzieli¢
na cztery grupy funkcjonalne: biatka wyzwalajace proces, modulujace, efektorowe
oraz substraty. Najwazniejsza rodzing bialek efektorowych (wykonawczych) jest
system cysteinowych proteaz — kaspaz (ang. cysteine aspartate-specific proteases)
[57-60]. Po uaktywnieniu kaspazy (w drodze kaskadowej reakcji proteolitycznej, od
kaspazy inicjatorowej, do kaspazy wykonawczej) dziataja bezposrednio na sktadniki
komorki, doprowadzajac do jej samobdjczej Smierci [61-63].

Istnieja dwie niezalezne drogi aktywacji kaspaz. Jedna ze S$ciezek to
oddzialywanie zaczynajace si¢ od membranowych receptordw (droga zewngtrzna,
receptorowa), za$ druga Sciezka indukcji dotyczy przemian w mitochondrium (droga
mitochondrialna, wewngtrzna); przedstawiono schematycznie na rycinie 2.

Droga receptorowa indukcji apoptozy zwigzana jest z aktywacja kaspaz
poprzez oddziatywanie liganda z receptorem (tzw. ,receptory $mierci” Fas/CD95,
TNF-a itd.). Na skutek tego pofaczenia powstaje kompleks DISC (ang. death-
inducing signaling complex), ktory wptywa na uruchomienie inicjatorowej kaspazy
8, a nastepnie w drodze kaskadowej aktywacji kaspaz efektorowych: kaspazy 3, 6 1
7.

W drodze mitochondrialnej pod wplywem czynnika inicjujacego apoptoze
(np. uszkodzenie DNA komorki czy stres oksydacyjny) dochodzi do zaburzenia
rownowagi mi¢dzy pro- i anty-apoptotycznymi biatkami (np. rodzina biatek Bcl-2)
co prowadzi m.in. do aktywacji i translokacji do wnetrza mitochondriow czynnikow
Bid, Bax i Bak. Z ich udziatem w mitochondriach dochodzi do powstania porow,
przez ktére do cytoplazmy komoérki uwalnia si¢ cytochrom ¢ (czemu w komorkach
nie ulegajacych apoptozie zapobiega dziatanie czynnika Bcl-2 i Bel-xp). Skutkiem
jest depolaryzacja mitochondrium jako jeden z pierwszych objawOw programowanej
$mierci komorki [64]. Uwolnione czasteczki cytochromu ¢ wraz z dATP, wchodza w
reakcje z nieaktywng forma cytoplazmatycznego czynnika Apaf-1 (ang. apoptotic
protease activating  factor-1), powodujac jego aktywacje 1 powstanie
oligomerycznego kompleksu (okoto 700-1400 kDa) zwanego apoptosomem.

Kompleks ten aktywuje inicjatorowa kaspaz¢ 9 dajac czynny kompleks
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enzymatyczny i prowadzac do aktywacji glownej kaspazy efektorowej - kaspazy 3.
Faza egzekucji komdrki moze si¢ zatem rozpocza¢ [55,62,63,65].

Apoptoza moze si¢ tez odbywacé w procesie niezaleznym od kaspaz; zjawisko
jest wtedy zwigzane z oddziatywaniem czynnika mitochondrialnego AIF (ang.

Apoptosis Inducing Factor) lub endonukleaza G [59,66-68].

droga receptorowa APOPTOZA  d4r5qa mitochondrialna

g e —— Endonukleaza G
| komarkowa nne biatka \\
Bid bid e
@—D
/ ) Cytochrom ¢
aktywna AP

kaspaza 9 T - :
E , o gl @) pro-kaspaza 9 komérkowe
aktywna {_/”/ @ Apoptosom

kaspaza 8

aktywna = P pro-kaspaza 6
kaspaza 3 BT,
,/H-‘\I K aktywna

' * ™kaspazaf
naciete biatkowe
substraty

Rycina 2. Sciezka receptorowa i mitochondrialna prowadzace do apoptozy w komérce (za Kaufmann
1 wsp., [55], zmieniono).

1.2.1 Apoptoza w bialaczkach.

Apoptoza jest naturalnym fizjologicznym procesem, lecz nieprawidlowy
przebieg lub zmiany w jej wystepowaniu zwigzane s3 z patologia wielu chorob
nowotworowych. Supresja apoptozy taczy si¢ czgsto z rozwojem nowotwordw i
opornoscia na chemioterapi¢ [54,55,57,69]. Komodrki nowotworowe dzielgc si¢ w
sposob niekontrolowany w organizmie, rownoczesnie nie ulegaja prawidlowemu
roznicowaniu 1 wymykaja si¢ spod kontroli mechanizmow $mierci komdrkowe;j, co

doprowadza do ich masowej akumulacji.
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Brak $mierci komorkowej jest kluczowy rowniez w przebiegu nowotworow
krwi — biataczek. Typowym przykladem biataczki o zahamowanej apoptozie
nowotworowych komoérek B jest przewlekla biataczka B-limfocytarna dorostych (B-
CLL (ang. B-cell chronic lymophocytic leukemia) [70-72]. Czas przezycia komorek
jest tu znaczaco dhuzszy w poréwnaniu do zdrowych limfocytow B, za$ proliferacja
nie rézni si¢ w stopniu istotnym od nienowotworowych limfocytéw. Swiadczy to o
silnie zredukowanej apoptozie nowotworowych limfocytéw B. Patomechanizm
supresji apoptozy nowotworowych limfocytdéw B zwigzany jest z oddziatywaniem
czynnikow wewnatrzkomorkowych, jak réwniez czynnikow wystepujacych na
zewnatrz komdrki. W mechanizm choroby silnie zaangazowane s3 anty-
apoptotyczne bialka rodziny Bcl-2, czynnik NF-«B, kinaza biatkowa PKC czy
cytokiny. Wykazano réwniez podwyzszona aktywnos¢ biatek z rodziny IAF (ang.
Inhibitors of Apoptosis), ktdre hamuja apoptoze, poprzez inaktywacje kaspaz i
prokaspaz [12,70]. Za brak apoptozy odpowiadaé tez moze nadmierna aktywnos¢
enzymu p-kalpainy 1 towarzyszacy jej w komorkach nowotworowych brak
aktywnosci kaspazy-3 [73].

Uposledzong apoptoze sygnalizuje si¢ tez w grupach ostrych biataczek. W
komorkach biataczki szpikowej dorostych AML (ang. Acute Myeloid Leukemia),
wysoki poziom biatka Bcl-2, zapobiegajacego apoptozie, koreluje z gorsza
odpowiedzia na zastosowang chemioterapi¢. Zatem ilo$¢ biatka anty-apoptotycznego
(chociaz zréznicowana w réznych podtypach AML), moze by¢ traktowana jako
czynnik prognostyczny w przebiegu tej biataczki [57,65].

W przebiegu dziecigcych biataczek szpikowych i chloniakow, postuluje si¢ iz
za brak apoptozy odpowiada uposledzenie receptorowego szlaku programowanej
$Smierci komorkowej. Przyczyng tego moga by¢ mutacje dotyczace
powierzchniowego receptora komorki CD95 [13]. Zalezno$¢ ta nie dotyczy jednak
dzieciecej grupy ALL, gdzie nie udowodniono wystepowania istotnych mutacji w
regionie genow kodujacych powierzchniowe ,;receptory $§mierci”.

Oporne na apoptoz¢ blasty wystepuja takze w przebiegu ostrej biataczki
limfoblastycznej u dzieci, co wptywa na akumulacje nowotworowych komorek i
brak remisji choroby [13,69]. Takze wznowy ALL dotycza czg¢sciej pacjentéw, u
ktorych blasty juz przy pierwszym rozpoznaniu choroby, wykazywaty silng

proliferacj¢ 1 zredukowang apoptoze. Wykazano rowniez, iz u pacjentow we
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wznowie ALL, apoptoza blastow jest silniej zredukowana niz ma to miejsce w
nowozdiagnozowanych bialaczkach ALL [5]. W blastach, w porownaniu do
zdrowych komorek B, wykazano nieprawidlowo wysoki poziom biatka Bcl-2.
Nadprodukcja tego biatka hamuje apoptozg i koreluje z wydluzonym czasem zycia
komédrek nowotworowych [74,75]. Brak apoptozy blastéw ALL moze stanowi¢
zatem jeden z czynnikdw prognostycznych choroby. Kwestia supresji apoptozy w
blastach ALL jest sprawa zlozona, w ktorej mechanizmy zaangazowane s3 rdzne
systemy bialkowe. Poznanie patomechanizméw i oddzialywan biatek umozliwi

lepsze poznanie szlaku apoptozy w biataczkowych blastach ALL.

1.3 System bialkowy kalpaina-kalpastatyna (CCS).

System proteolityczny kalpaina-kalpastatyna (ang. calpain-calpastatin
system, CCS) sklada si¢ z grupy proteaz okreslanych jako kalpainy oraz ich
endogennych inhibitorow — kalpastatyn. Kalpainy sa grupa wewnatrzkomdérkowych
(cytoplazmatycznych) proteaz cysteinowych; do swojej aktywacji wymagaja
odpowiednio wysokiego stgzenia jondw wapnia [76,77]. Znajdowane sa we
wszystkich organizmach eukariotycznych 1 wielu Procaryota, odkryto rédwniez
kalpainy wystepujace u roslin [78]. Rodzina kalpain sktada si¢ z klasycznej pary
enzymow nie wykazujacych scisle okreslonego miejsca wystgpowania, okreslanych
jako typowe, 'wszedobylskie' albo ubikwistyczne (p-kalpaina i m-kalpaina — patrz
nizej) oraz z liczniejszej grupy kalpain tkankowo - specyficznych, wystepujacych w
okreslonych narzadach. W ludzkim genomie znaleziono jak do tej pory 15 genow
kodujacych kalpainy [77,79]. Kalpainy po raz pierwszy opisano i wyizolowano z
moézgu szczura w 1964 roku [80], od tamtej pory staly si¢ intensywnym obiektem
badan w kontekscie znaczenia fizjologicznego oraz roli w rozlicznych patologiach.

W niniejszej pracy badano wptyw klasycznych kalpain (p-kalpainy 1 m-
kalpainy) na proces apoptozy w blastach ALL, stad rola i znaczenie kalpain
tkankowo-swoistych nie jest opisywane dalej ani w cze¢sSci opisowej, ani

doswiadczalne;.
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1.3.1 Klasyczne kalpainy.

Najbardziej znane biatka tego systemu to p-kalpaina (kalpaina I) i m-kalpaina
(kalpaina II), nazwane tak od stezen jonow wapnia wymaganych do pelne;j
aktywnosci proteolitycznej in vitro; odpowiednio p-kalpaina wymaga 1 — 100 uM
Ca’’, a m-kalpaina 0,1 — 1 mM Ca’" [76,77,81].

Zarowno m- jak 1 p-kalpaina wykazuja podobna budowe domenowa.
Zbudowane s3 z dwoch podjednostek (rycina 3) - wigkszej podjednostki
katalitycznej (masa okoto 80 kDa, przy czym dla p-kalpainy wielkos¢ ta wynosi
81,889 Da, za$ dla m-kalpainy okoto 79,900 Da) oraz mniejszej podjednostki
regulatorowej (masa okoto 30 kDa, identyczna dla obu kalpain) [81]. Podjednostka
wigksza jest podzielona na cztery domeny, w obrebie ktorych domena II (cysteinowa
domena proteazowa, skladajaca si¢ dodatkowo z dwdch subdomen oraz czesci o
budowie podobnej do kalmoduliny) i domena IV (wigzanie jondw wapnia)
odpowiadaja za wlasciwosci katalityczne duzej podjednostki. Funkcja domeny I i III
nie jest do konca jasna. Podjednostka regulatorowa jest zbudowana z dwdoch domen:
N-terminalnego, bogatego w glicyng¢ regionu hydrofobowego (domena V) oraz C-
terminalnej domeny VI odpowiadajacej, podobnie jak domena IV, za wigzanie jondw
Ca’". Motywy EF-hand w domenach IV i VI zwiazane sa z utrzymaniem naturalnej
konformacji enzymu - w postaci heterodimeru. Sama podjednostka duza jest mato
stabilna, dopiero powstanie heterodimeru gwarantuje utrzymanie funkcjonalnosci
enzymu [76,82-84]. Istniejg liczne biatka bedace homologami matej podjednostki
kalpainowej, glownie nalezace do peptydowej rodziny z motywami strukturalnymi
penta-EF-hand, jak np. sorcyna (patrz dalej) [81,85].

Struktura podjednostek obu izoenzymoéw jest silnie konserwowana
ewolucyjnie wsrod wszystkich kregowcoéw, swiadczac o duzym znaczeniu kalpain

oraz zaangazowaniu w uniwersalne komorkowe funkcje [76,81,86].
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Rycina 3. Schemat budowy domenowej kalpainy (za Sorimachi i wsp., [76], zmieniono).

1.3.2 Substraty kalpain.

Fizjologiczne znaczenie kalpain jest wielce istotne, gdyz ogromna liczba
biatek zostala zidentyfikowanych jako substraty kalpain w komoérkach. Ponad sto
peptydow wystepujacych w komorkach uznanych jest za ich substraty, lista ta ciggle
ulega wydtuzeniu. Wiekszo$¢ z nich mozna przydzieli¢ do czterech glownych grup:
biatka cytoszkieletu komoérki (gldéwnie zwigzane z interakcjami z blonami
komoérkowymi), kinazy 1 fosfatazy, biatka zwigzane z blonami (liczne receptory
transmembranowe oraz biatka kanalow jonowych) 1 rozliczne czynniki
transkrypcyjne [76,81,87-89]. Do grupy cytoszkieletowych substratoéw kalpain
naleza migdzy innymi: fodryna, kadheryna, katenina, kalponina, desmina, dystrofina,
miozyna, synemina, spektryna, troponina, tubulina i1 wiele innych. Wsréd grupy
kinaz i fosfataz, ulegajacych nacigciu proteolitycznemu przez kalpaing znajduja sie:
kinaza biatkowa C, kinaza receptora EGF, kalcyneuryna, fosfataza tyrozynowa PTP-
1B 1 liczne inne enzymy. Kalpainy mogg réwniez wptywac na ekspresje pewnych
genow, poprzez oddziatywanie na substraty z grupy czynnikow transkrypcyjnych,
takich jak: c-Jun, c-Fos, NF«xB, STAT3, STATS czy p53. Tak wielka ilo$¢
substratow sugeruje ogromne zaangazowanie kalpain w podstawowe funkcje

zyciowe komorki.
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Mimo tak licznej grupy substratéw nie jest jasno okreslone jakimi
charakterystycznymi ~ cechami  strukturalnymi  odznaczaja si¢  wszystkie
hydrolizowane przez kalpainy bialka, czy peptydy. Wiadomo jednak, iz klasyczne
kalpainy rozpoznaja pewien ogdlny wzorzec struktury pierwszo- i drugorzedowe;j
biatkowego substratu. ROdwnie istotne sg tez specyficzne sekwencje w obrgbie
substratu, jak sekwencja aminokwasowa PEST, czyli region bogaty w reszty Pro
(prolina), Glu/Asp (kwas glutaminowy/asparaginowy) i Ser/Thr (seryna/treonina)
[90].

Chociaz kalpainy moga calkowicie hydrolizowa¢ niektére swoje substraty, na
wigkszos¢ z nich nie dziataja jednak jak zwykte proteazy, ale droga ograniczone;]
hydrolizy moduluja ich aktywnos$¢ i dzialanie [76,84,91]. Powyzsza, regulowana
biomodulacja substratow kalpain moze prowadzi¢ do przekazywania sygnaldow w
komorce, kontroli cyklu komdérkowego czy proliferacji, a z drugiej strony takze
postuluje si¢ ich rolg w regulacji apoptozy (np. w sposob posredni lub przez
bezposrednie oddzialywanie na swoje substraty: kaspazy, czy biatka rodziny Bcl-2,
jak: Bel-2, Bel-x, Bid, Bax ) [76,87,92-94].

Wsrdd biomodulowanych poprzez proteolityczne nacigcie substratow kalpain
wymieniany jest takze ich wewnatrzkomdrkowy inhibitor — kalpastatyna, co jest
kluczowe dla dziatania catego systemu kalpaina-kalpastatyna [95,96]. Rowniez obie
kalpainy, moga by¢ nawzajem swymi substratami, co jeszcze bardziej obrazuje

skomplikowane interakcje w obrgbie systemu kalpaina-kalpastatyna [91].

1.3.3 Kalpastatyna - wewnatrzkomorkowy inhibitor kalpain.

Kalpastatyna jest jedynym znanym do tej pory, endogennym, wystepujacym
w tych samych komorkach, inhibitorem kalpain, nie wywierajacym wptywu na inne
enzymy [77,89,92]. Inhibicja kalpain odbywa si¢ w sposdb specyficzny i zwigzana
jest z budowa domenowg kalpastatyny i odpowiednim zwigzaniem si¢ inhibitora do
enzymu. Kalpastatyna jest opisywana jako peptyd o masie w zakresie 34 do ok. 300
kDa. Uzycie przynajmniej czterech réznych promotorow 1 mechanizmow
alternatywnego splicingu sprawia, iz mozliwe jest powstanie réznych polipeptydow z

pojedynczego genu CAST [81]. Kalpastatyna o masie okoto 70 kDa jest najczesciej

21|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

wystepujaca forma kalpastatyny w tkankach ludzkich, réwniez w komorkach krwi
[97].

Kalpastatyna sktada si¢ z domeny inhibicyjnej, powtdrzonej cztery razy, oraz
N-terminalnej domeny L. Kazda z czterech domen hamuje jedng czasteczke
kalpainy, ale ich efektywno$¢ inhibicyjna, zmniejsza si¢. Funkcja terminalne;j
domeny jest niejasna, gdyz sama nie ma wilasciwosci inhibicyjnych (Rycina 4)
[77,81].

Chociaz homologia sekwencji wsrod kalpastatyny nie jest tak silna jak ma to
miejsce dla kalpainy, blisko 65% wszystkich poddanych sekwencjonowaniu
kalpastatyn wykazuje podobienstwo. Kazda domena zawiera 3 krétkie, okoto 20
aminokwasowe subdomeny: A, B i C, niezb¢dne do efektywnej inhibicji kalpain.
Proces ten wymaga zwigzania kalpastatyny w trzech miejscach - subdomeny A w
miejscu IV domeny kalpain, subdomeny C w miejscu VI domeny kalpain oraz
subdomeny B blisko miejsca aktywnego enzymu - domeny II [89,98,99]. Zatem
kalpastatyna hamuje kalpaing poprzez zwiazanie si¢ do miejsca aktywnego enzymu
w drodze mechanizmu kompetycyjnego [92,100]. Ani subdomena A, ani C
samodzielnie nie majg zdolnosci do inhibicji kalpain. Zeby doszlo do inhibicji
niezbedne jest odpowiednie stezenie jonéw Ca’" w komorce (poréwnywalne lub
nizsze ze stezeniem jonéw Ca”" potrzebnych do przeprowadzenia reakcji autolizy,
uaktywniajacej kalpainy). Nie ma dowodow by kalpastatyna byla zdolna do
zwigzania jonéw Ca’’, tak wiec wymagane stezenie Ca’" shuzy do aktywacji
kalpainy, ktora wydaje si¢ by¢ konieczna do polaczenia kalpaina - kalpastatyna i do

zahamowania aktywnos$ci enzymu [81].
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Rycina 4. Schemat budowy ludzkiej kalpastatyny pochodzacej z watroby (srednia masa czasteczkowa
wynosi okoto70 kDa (Goll i wsp., [81], zmieniono).
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1.3.4 Mechanizm funkcjonowania systemu kalpaina-kalpastatyna.

Mimo iz kalpainy sa obiektem intensywnych badan od ponad 30 lat i
stwierdzono niekwestionowany fakt ich ogromnej roli w zdrowej i patologiczne;j
komdrce, caty czas mechanizm ich regulacji pozostaje nieznany. Do funkcjonowania
kalpain niezbedne jest, jak juz wspomniano, odpowiednie mikro- lub milimolarne
stezenie jonow Ca®', ktére przylaczaja si¢ w obrebie motywéw EF-hand domen
kalpainowych. Paradoksalny jest fakt, iz w warunkach fizjologicznych, st¢zenie
wapnia w komorce nie jest wystarczajagco wysokie do uaktywnienia kalpain, stad nie
do konca jest pewnym w jaki sposob aktywacja si¢ odbywa [101]. Postuluje si¢ tu
role przylaczania pewnych fosfolipidow, aktywatoréw, proces fosforylacji kalpainy,
czy jej translokacji wzgledem membrany [81,84,102].

Aktywacja kalpain wymaga poza przylaczeniem jondéw wapnia, réwniez
wielu strukturalnych zmian w obrgbie domen, zwigzanych 2z cigciem
autoproteolitycznym enzymu, odstaniajgcym miejsce aktywne w  obrebie
podjednostki katalitycznej [81,103,104].

Z uwagi na wielkie znaczenie kalpain w komdrkach i mozliwe skutki ich
dzialania, proces aktywacji systemu kalpaina - kalpastatyna musi by¢ $cisle
regulowany. Niekontrolowanej proteolizie kalpainowych substratow zapobiega
obecnos$¢ kalpastatyny - specyficznego inhibitora, ktory jest rdwniez szczegdlnym
substratem dla aktywnej kalpainy. Kalpastatyna bedac substratem enzymu, wpierw
ulega uaktywnieniu na skutek ograniczonej proteolizy dokonanej przez kalpaing, w
warunkach odpowiedniego st¢zenia jondw wapnia. Nastepnie, dopiero zaktywowana
w ten sposdb, zyskuje zdolnos¢ do inhibicji kompetycyjnej kalpain [84,92]. Procesy
aktywacji systemu kalpaina - kalpastatyna odbywaja si¢ zatem w drodze doktadnie
regulowanych, wzajemnych petli sprzezen zwrotnych. Rownowaga musi by¢ tu
scis§le regulowana, gdyz nadmiar ktoregos ze skfadnikow systemu moze
doprowadza¢ do patologii w komorce 1 rozwoju choroby [94,100].

Dodatkowo, nalezy wspomnie¢ tu o wzajemnych zaleznosciach miedzy
kalpainami a kaspazami (kluczowymi enzymami procesu apoptozy), ktore moga by¢
nawzajem swoimi substratami [61,91,96]. Kaspazy moga rowniez cig¢ kalpastatyne,

likwidujgc tym samym inhibitor dla kalpain 1 wptywajac na ich aktywnos¢ [105].
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1.3.5 Rola kalpain w patologiach.

Wazna role kalpain w prawidlowym funkcjonowaniu komdrek i tkanek
uwidoczniaja szczegdlnie patologie organizmu, gdzie dochodzi do zaburzen w ich
ilosci 1 dzialaniu. Nieprawidlowe funkcjonowanie lub bledny poziom ekspresji
kalpain stwierdzono w wielu roznych chorobach, miedzy innymi w moézgach 0sob z
choroba Alzheimera, gdzie proteolityczne cigcie prekursorowego bialka B-amyloidu
oraz biatka tau przez kalpaing I, wptywa na patomechanizm choroby [106,107]. Inne
choroby zwigzane z nieprawidlowym dziataniem klasycznych kalpain to miedzy
innymi: choroba Huntingtona [108], choroba Parkinsona [109], udar i urazowe

uszkodzenia mézgu [110] czy rozwoj za¢my [111] i wiele innych.

Kalpainy graja tez kluczowa rolg regulacyjng podczas powstawania i rozwoju
chorob nowotworowych, gdyz wigkszos¢ z ich substratdéw zaangazowanych jest w
przebieg 1 kontrole procesu proliferacji komorek. Nieprawidlowe aktywnosci kalpain
wplywaja na migracj¢ i rozprzestrzenianie si¢ komdrek nowotworowych, a takze na
angiogeneze i redukcje¢ apoptozy [94,112]. Wplyw kalpain na migracj¢ komorek, a
tym samym na proces rozprzestrzeniania si¢ nowotworu w organizmie, wykazano w
szeregu udokumentowanych badan. W rozwoju raka prostaty stanowig ,,molekularny
przetacznik”, ktéry wplywa na rozwdj nowotworu. Proces ten zwigzany jest z
oddziatywaniem kalpainy II na substraty z grupy czynnikdw wzrostu oraz molekut
adhezyjnych, ktére wplywaja na zdolnosci migracji komorek, a tym samym na
proces inwazji nowotworowej [113,114]. Z kolei, obie kalpainy: u- i m-, ulegajac
aktywacji doprowadzaja do rozprzestrzeniania si¢ komdrek raka ptuc i progresji tej
choroby [112,115]. Podobnie wielkos¢ ekspresji genu kodujacego kalpaing I ulega
znaczacym zmianom w licznych guzach litych, w poréwnaniu do zdrowej tkanki.
Zmiany te sa szczegOlnie obserwowane w komdrkach raka jelita grubego i nerki,
odnotowano réwniez zalezno$¢ miedzy podwyzszonym mRNA kalpainy I, a
tworzeniem przerzutow do weztdw chionnych [116]. Jak juz wspomniano, rola
podwyzszonego poziomu kalpainy wigze si¢ tu z modulujagcym oddzialywaniem na
jej bialkowe substraty 1 wplywem na proliferacj¢ 1 migracj¢ komdrek

nowotworowych.
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W rozwoju mig¢saka prazkowanokomdrkowego, nowotworu wystepujacego w
tkankach migkkich, nadmiernej aktywno$ci kalpainy towarzyszy drastycznie
obnizona ilos¢ kalpastatyny. Skutkuje to niszczacym dziataniem obu kalpain na
biatka cytoszkieletu i zwigkszong zdolnoscig inwazji komérek nowotworowych w

organizmie [112,117].

1.3.6 Wplyw kalpain na proces apoptozy w komorkach nowotworowych.

Kalpainy, ktore poprzez oddzialywanie na substraty sa zaangazowane w
rozliczne funkcje 1 procesy komorkowe, biora takze udzial w procesach
prowadzacych do apoptozy. Zjawisko jest ztozone, gdyz w pewnych komorkach i
typach patologii enzymy te dziataja stymulujaco na proces smierci komdrkowej, zas
w innych uposledzaja go znacznie, co moze doprowadza¢ np. do akumulacji
nowotworowych komorek [73,76,87,93,96,118]. Dziatalno$¢ kalpain moze by¢ tu
skierowana wobec kluczowych, nieaktywnych biatek prowadzacych apoptoze (np.
kaspaz czy rodziny Bcl-2), czy posrednio przeciwko czynnikom, ktére moga
aktywowac te ostatnie [118]. Tym samym kalpaina przeprowadza biomodulacj¢
kluczowych bialkowych czynnikéw 1 enzymoéw apoptotycznych, uaktywniajac je lub
niszczac. Aktywne enzymy z grupy kaspaz moga rozklada¢ kalpastatyng i nasilac
aktywnos$¢ kalpain [94,105]. Z drugiej strony, gdy aktywnos¢ kalpainy w komorce
jest nadmierna, moze tez doprowadzac¢ do calkowitej degradacji istotnych biatek (w
tym kaspaz) i uposledza¢ tym sposobem apoptoze.

W komoérkach czerniaka, leczonych cytostatykiem indukujacym ich apoptoze,
aktywnos$¢ kalpain wzrasta znaczaco w szybkim czasie po podaniu leku, wraz z
procesem apoptozy, $swiadczac o wielkim zaangazowaniu enzymu kalpainy w
procesie $mierci komodrki [119]. Znaczenie pro-apoptyczne kalpain wykazano tez w
komorkach raka ptuc [120,121]. Podobnie, w komorkach raka piersi, traktowanych
genisteina (cytostatycznym flawonoidem, ktéry podwyzsza stezenie jonéw Ca’™ w
komorkach), wykazano silng aktywacje p-kalpainy i kierowanie komorki na szlak
apoptotyczny w drodze kaspazo-zaleznej [112].

Podwyzszong ekspresje genow kalpain wykazano w komorkach nerwiaka
plodowego (neuroblastoma) [122] i roznego typu glejakow [123,124]. Powyzsze]

nadekspresji 1 nadmiernej aktywnos$ci kalpain, towarzyszy wzmozona aktywnos¢

25|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

pro-apoptotycznego biatka Bax, oraz kaspazy-3, co sugeruje rolg kalpain w procesie
$mierci. Wiadomo tez, ze komdrkach raka jelita grubego zardwno aktywnos¢ i ilos¢
biatka m-kalpainy, znaczaco wzrasta, przy rownoczesnym spadku ilosci
kalpastatyny. Nadaktywna m-kalpaina nastgpnie moze degradowac proteolitycznie
biatko p53, kontrolujace proces apoptozy, co wplywa na brak §mierci komorek raka

jelita i rozwoj choroby [125].

Nadekspresj¢ kalpainy oraz zwigzang z tym faktem zaklécong apoptoze
zaobserwowano w szeregu schorzen hematologicznych i nowotworowych linii
komorkowych [73,126]. W grupie biataczek, nadmierng aktywnos¢ p-kalpainy i jej
wplyw na procesy patologiczne stwierdzono w nowotworowych komorkach
przewlektej biataczki B — limfocytarnej [73]. Nadaktywno$¢ p-kalpainy koreluje tu z
silnie obnizong aktywnoscia kaspazy-3, sugerujagc wzajemne relacje tych biatek w
procesie zahamowanej apoptozy. Silnie uaktywniona kalpaina I wptywa rowniez na
redukcje kalpastatyny i zachwianie rownowagi w systemie CCS [127]. Proby
modulacji aktywnos$ci kalpain, z zastosowaniem réznych inhibitorow, powoduja
wzrost zjawiska programowanej $mierci komdrkowej [73], co wykazuje istotnie
anty-apoptotyczng role kalpainy I w nowotworowych limfocytach B. Zwazywszy na
powyzsze doniesienia, kalpainy moga by¢ potencjalnym celem terapii anty-
nowotworowej 1 by¢ kluczowe podczas diagnostyki chordb. Wplyw na aktywnos¢,
czgsto nadmierng, w nowotworowych komorkach, poprzez zastosowanie
specyficznych inhibitordw stanowi wyzwanie i cel w leczeniu tych chorob.

Podsumowujac, zachowanie rdéwnowagi sktadnikow w systemie kalpaina -
kalpastatyna jest ogromnie istotne, gdyz nadmiar ktorego$ z tych bialek moze

doprowadzi¢ do zmian w funkcjonowaniu catej komorki.

Natomiast udziat ewentualnych zmian ilosci i aktywnosci, a w konsekwencji
rola bialek systemu CCS w przebiegu redukcji apoptozy blastow ALL jest ciggle
niedostatecznie wyjasniona, stanowi zatem jeden z gléwnych celow badawczych
niniejszej pracy. Wiadomo, iz zablokowanie aktywnosci kalpain, przez zastosowanie
syntetycznego inhibitora, wywotuje zjawisko apoptozy w liniach komoérkowych
[128], réwniez biataczkowych ALL [126,129]. Wobec powyzszych faktdéw, istotnym

wydaje si¢ poszukiwanie zaleznosci miedzy aktywnoscig bialek systemu kalpaina —
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kalpastatyna w blastach ALL o zahamowanej apoptozie. Literatura medyczna
zawiera braki odnosnie funkcjonowania tych enzymdw, ewentualnego zwigzku z
apoptoza czy korelacji z biatkami regulatorowymi (np. sorcyna) w komdrkach ALL
pobranych bezposrednio ze szpiku pacjentdw przed leczeniem. Dane literaturowe,
sugerujace anty-apoptotyczng role kalpain, opieraja si¢ glownie na dos§wiadczeniach
z uzyciem nowotworowych linii komdérkowych [126], brak jednak doniesien w
oparciu o blasty ALL ex vivo. Ocena poziomu bialek kalpainy i kalpastatyny oraz
proba  modulacji ich aktywnosci moze pomdéc w lepszym poznaniu
patomechanizmow choroby ALL, odkryciu nowych czynnikow ryzyka czy proby

znalezienia innych celdw terapeutycznych.

1.4. Sorcyna — bialko regulatorowe.

Sorcyna jest malym, 22kDa biatkiem; jej nazwa jest skrotem od angielskich
stow soluble resistance-related calcium-binding protein (sorcin). Nalezy do
biatkowej rodziny penta-EF-hand (PEF) - peptydéw wigzacych jony wapnia [130-
133].

1.4.1 Rola i budowa sorcyny.

Poczatkowo opisywana byta jako biatko V19 i wigzana silnie z komoérkami
chomiczymi 1 liniami komorkowymi wykazujacymi wielolekoopornos¢ MDR (ang.
multidrug resistance) [134]. Nadekspresja sorcyny udowodniona w kolejnych
badaniach i liniach komorkowych (np. K562), zaczeta by¢ taczona ze zmianami
stezenia jonow wapnia w komorce 1 zwigzang z tym jej rolg [135]. Z kolei za
nadekspresje sorcyny by¢ moze odpowiada wspdlna amplifikacja genu SRI wraz z
genami lezacymi blisko niego (np. silna amplifikacja genu MDRI kodujacego P-
glikoproteing, zwigzanego z wielolekowa opornosciag), zatem to zjawisko wspolne;j
ekspresji wplywaloby na nadmierng ilo§¢ produktu biatkowego sorcyny w
komorkach MDR [136-139].

Obecnoé¢ sorcyny i jej rola dotyczaca wiazania jonéw Ca®’ oraz

funkcjonowania kanatow wapniowych zostala zauwazona réwniez w warunkach
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fizjologicznych. Sorcyna jest znajdowana w rozlicznych typach tkanek, co §wiadczy
0 jej intensywnym zaangazowaniu w liczne procesy Ca”'- zalezne odnotowane m.in.
w sercu, migsniach (wigzanie si¢ z receptorem ryanodynowym i podjednostka typu L
w kanatach wapniowych), w moézgu, rdzeniu nadnerczy [132,140,141] czy
erytrocytach [142].

Kliniczne znaczenie sorcyny, jako markera prognostycznego choroby,
zostatlo wykazane w przebiegu ostrej biataczki szpikowej. W komorkach AML, o
charakterze MDR, nadekspresja sorcyny korelowala z brakiem odpowiedzi na
stosowang terapi¢ 1 brakiem remisji [139]. Réwniez w licznych biataczkowych
liniach komdrkowych odkryto korelacje migdzy nadekspresja sorcyny, a negatywna
odpowiedzia na chemioterapi¢ oraz zahamowang apoptoza [143,144]. Jak dotychczas
brak literaturowych danych na temat podobnych badan i zaleznosci sorcyny w
komorkach ostrej bialaczki limfoblastycznej ALL u dzieci, co mogloby si¢

przyczyni¢ do ustalenia nowych czynnikdw rokowniczych przebiegu tej choroby.

Przy braku wapnia, sorcyna tworzy homodimery, gdzie pojedynczy monomer
jest w stanie zwigzaé dwa jony wapnia. Pojawienie si¢ jonéw Ca*’, powoduje
agregacj¢ oraz zmiany konformacyjne struktury peptydu [85,131,133]. Pojedynczy
monomer sorcyny ma kulisty ksztalt, o wydtluzonym koncu terminalnym N. Koniec
C-terminalny zbudowany jest z licznych petli oraz helis, ktore razem tworza pigé
motywow EF-hand sparowanych ze sobg. Ostatni motyw EF-hand (EF5) laczy si¢ z
analogicznym niesparowanym motywem drugiego monomeru sorcyny — calos$¢
tworzy asymetryczny homodimer biatkowy [85,132].

Sorcyna wykazuje w swojej budowie silng homologi¢ do domenowej budowy
matej, regulatorowej podjednostki kalpain, sklad aminokwaséw jest w 30%
identyczny [85]. Koniec N-terminalny obu bialek jest bogaty w glicyne i odpowiada
za zdolnos$¢ translokacji peptyddw do membran, przy odpowiednim zwigzaniu jondw
wapnia za pomocg motywow EF-hand (rycina 5) [76,136,145]. Sorcyna (podobnie
jak kalpaina) ma silnie konserwowang ewolucyjnie struktur¢ aminokwasowa
[138,146,147]. Fakt ten, wraz z jej obecnoscig w licznych tkankach, swiadczy o jej

waznej 1 wyspecjalizowanej funkcji w komorce.
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Rycina 5. Podobienstwo strukturalne matej podjednostki regulatorowej kalpainy oraz sorcyny (za
Sorimachi i wsp., [76], zmieniono).

Sorcyna, wigzac wapn, wptywa na stezenie jonéw Ca®" w komorce, a poprzez
to na procesy zalezne od tego pierwiastka, w tym rédwniez aktywnos¢ kalpain.
Ponadto, sorcyna posiada zdolno$¢ modulowania funkcji kanaldéw wapniowych
Swiadczac, iz moze by¢ ona zaangazowana w procesie transdukcji sygnatu
wapniowego. Z kolei rola tego sygnatu (a tym samym posrednio, sorcyny) jest
ogromnie wazna dla procesu apoptozy. Wzrost stezenia jonow Ca*" powoduje
powstanie porow w blonie mitochondrialnej i uwolnienie do cytoplazmy cytochromu
c, co wraz z oddziatywaniem bialek pro-apoptotycznych rozpoczyna tworzenie
apoptosomu 1 faze programowanej $§mierci komdrki. Sorcyna dziala tez bezposrednio
na kaspaze 3, tym samym wywierajac supresyjny efekt na apoptoze [148], wplywa
tez na poziom biatek pro- i anty-apoptotycznych np. Bax i Bcl-2 [144]. Bialtka te s3
rowniez udokumentowanymi substratami enzymu kalpainy [91,94,96,149,150].

Odpowiednio wysokie stezenie jonéw Ca®’, jest tez niezbedne dla
funkcjonowania systemu CCS 1 biomodulacji przez nie substratow, czgsto
niezbednych w czasie apoptozy. Zatem biatka sorcyna i kalpaina, poza wspomniang
podobna budowg strukturalna sg rdwniez, przynajmniej posrednio, zaangazowane w
podobne, kluczowe procesy zachodzace w komorce. W swietle dostepnej literatury
naukowej, brak jednak istotnych doniesien odnosnie wzajemnych zaleznosci migdzy
biatkami z rodziny kalpain a sorcyna, a zwlaszcza o istnieniu korelacji pomigdzy ich

aktywnoscia w komorkach ostrej biataczki limfoblastycznej o zakldconej apoptozie.
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2. CELE PRACY

Ocena udzialu bialek systemu kalpaina - kalpastatyna oraz sorcyny w modulacji

zdolnosci komorek ostrej biataczki limfoblastycznej (ALL) do apoptozy, poprzez:

1. poréwnanie wzglednej ilosci i aktywnosci kalpain oraz kalpastatyny w

komoérkach ALL 1 w komdrkach szpiku wolnego od tej choroby

2. poszukiwanie korelacji uzyskanych wartosci z podatnoscia na apoptozg

komorek blastycznych od 0s6b chorych na ALL

3. ocen¢ wplywu modyfikacji aktywnosci kalpain (in vitro) na zdolno$¢

wejscia komorek biataczkowych ALL w proces apoptozy

4. okreslenie ilosci 1 aktywnosci sorcyny oraz ewentualnie korelacji z iloscia

1 aktywnoscig biatek systemu CCS
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3. MATERIALY Il METODY

3.1 Charakterystyka badanych grup.

Materiat badawczy w pracy stanowity jednojadrzaste komorki pochodzace ze
szpiku kostnego BM MNC (ang. Bone Marrow Mononuclear Cells), od
nastepujacych grup pacjentow:

1). Ostra bialaczka limfoblastyczna ALL. W grupie 66 dzieci z ALL
najmlodszy pacjent miat 2,5 miesiaca, zas najstarszy 17,6 lat (mediana dla wieku
5,68 lat). Rozklad pici byl réwnomierny - do grupy badawczej wilaczono 35
chlopcéw 1 31 dziewczynek. Rowniez rozklad wieku w zaleznosci od plci pacjenta
byt podobny - mediana wieku chlopcéw to 6,05, a dziewczynek 5,67 lat. Pacjentow
podzielono takze na trzy grupy wiekowe: ponizej 1 roku zycia, od 1 roku do 10 lat
oraz powyzej 10 lat. Do grupy pacjentéw najmiodszych nalezala tylko jedna osoba,
zdecydowana wigkszo$¢ to pacjenci starsi (dwie pozostale grupy wiekowe:
odpowiednio 49 oraz 16 oséb badanych). Biataczka ALL wywodzaca si¢ z linii
komorek B wystapita u 62 (93,9%) dzieci (tu 1 osoba z rozpoznaniem biataczki typu
hybrydowego ALL/AML, pacjent wiaczony do grupy badanej, gdyz leczony
schematem dla ALL), za$ z linii T tylko u 4 (6,1%) dzieci badanych. U 60 (90,9%)
dzieci wystapita biataczka pochodzaca z prekursoréw B-komorkowych (7 proB, 51
common, 2 preB,), zas u 2 (3%) dzieci bialaczka dojrzata B-komérkowa. Rozklad

powyzszych rozpoznan fenotypdw immunologicznych przedstawiono na rycinie 6:
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Rycina 6. Rozktad typéw immunologicznych nowotworu u 66 badanych pacjentéw ALL. W grupie
badanej podtyp pro-B wynosit 10,6% (n=7), common 77,3% (n=51), pre-B 3% (n=2), B-komérkowa
B-cell 3% (n=2), oraz T-komérkowa T-cell 6,1% (n=4).

Wyszczegdlniono wstgpne parametry kliniczne, oceniane jako negatywne
rokowniczo. Zatem hiperleukocytoza wynoszaca WBC >50000/pl wystapita u 12
(18,2%) pacjentow, stezenie hemoglobiny Hb<7g% u 20 (30,3%) pacjentéw, a
matoptytkowos¢ PLT<50000 u 28 (42,4%) chorych. Zajecie osrodkowego ukladu
nerwowego w stopniu CNS3 odnotowano u 6 (9,1%) chorych oraz w stopniu CNS2
u 1 (1,5%) chorego, u reszty 59 (89,4%) 0sob chorych nie obserwowano wstepnego
zajecia narzadu.

Pacjentow kwalifikowano do grup ryzyka zgodnie z obowigzujacym w
Polskiej Pediatrycznej Grupie ds. Leczenia Biataczek i Chloniakow protokotem
ALL-IC, w oparciu o trzy grupy ryzyka. W zaleznosci od grup ryzyka: 20 pacjentow
znalazlo si¢ w grupie standardowego ryzyka (SR), 30 sredniego (IR), 11 w
wysokiego (HR), zas 5 nie zostato przydzielonych do powyzszych grup.

Wsrod 3 osob wystgpita wznowa procesu nowotworzenia, 4 dzieci zmarlo,

reszta pacjentow znajduje si¢ pod kontrola lekarska.

2). Z oczywistych wzgledow niemozliwe byl uzyskanie prébek szpiku od
zdrowych dzieci. W zwigzku z tym grupe poréwnawcza (N=21) stanowili pacjenci
Poradni Hematologii Dziecigcej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, ktorzy
trafili pod opieke Poradni z powodu probleméw hematologicznych wymagajacych
rozpoznania. Diagnostyka tych choréb wymagata pobrania szpiku, ktorego czgsé
postuzyla do niniejszych badan. W grupie, ktérej komodrki traktowano jako
poréwnawcze do blastow ALL, na podstawie diagnostycznej biopsji szpiku kostnego

wykluczono chorobg rozrostowa (kryterium podstawowe).
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Wiek dzieci wahat si¢ od 3,5 do 17,9 lat (mediana wieku 6,5 lat). Rozklad pici
roéwnomierny - 11 chlopcéw oraz 10 dziewczynek (specyfika dobrania grupy opisana
ponizej). Wigkszos¢ stanowili tu pacjenci z matoptytkowoscig (6 oséb), u ktorych
wykonano diagnostyczng biopsj¢ krwi szpikowej, by wykluczyé chorobe
nowotworowa. Do grupy porownawczej zakwalifikowano rdwniez pacjentow z
rozpoznaniem: leukopenii (3 pacjentow), neutropenii cyklicznej (3), sferocytozy (2),
anemii niedoborowej (2) i hemolitycznej (2), mononukleozy (1), cytomegalii (1),

kolagenozy (1).

Do grupy pordwnawczej wlaczono rowniez dodatkowo grupe 13 pacjentdw z
ostrg biataczka szpikowa AML. Z uwagi iz jest to biataczka o innej biologii,
zdecydowano si¢ na wyodrebnienie jej jako dodatkowej grupy poréwnawczej. Grupa
ta charakteryzuje si¢ niejednorodnym rozktadem pici - 11 chlopcow i 2 dziewczynki,
wiek pacjentow wynosit od 0,5 do 17,9 lat (mediana 10,9). Grupa ta zostala

wlgczona tylko w kilka testdw 1 analiz, stad jej stosunkowo mata liczebnos¢.

W badaniach wiasnych brano pod uwage takie parametry kliniczne jak: ptec,
wiek, rozpoznanie czy grupa ryzyka. Jak wspomniano, pacjenci byli podzieleni pod
wzgledem wieku na trzy grupy. Kwalifikowano ich tez do trzech grup ryzyka:
standardowego SR, posredniego IR 1 wysokiego HR, zgodnie z obowigzujacym
protokotem ALL-IC. Ocena morfologiczna przeprowadzana byta wg FAB (L1, L2,
L3) oraz immunofenotypu. Oceniano réwniez parametry wstgpnego zaawansowania
choroby, takie jak leukocytoza i blastoza wstgpna, poziom hemoglobiny, liczba
plytek krwi we krwi obwodowej czy odsetek komorek blastycznych w szpiku
kostnym. Krew szpikowa pobrana od pacjentéw stanowita przede wszystkim
materiat do rutynowych badan diagnostycznych (takich jak ocena mikroskopowa,
ustalenie fenotypu immunologicznego, badania genetyczne i1 molekularne Kliniki
Pediatrii), stad czgsto jej ilos¢ byla niewielka 1 niewystarczajagca na wszystkie
zaplanowane wczesniej doswiadczenia pracy doktorskiej. [los¢ szpiku uzyskiwanego
na badania wahata si¢ od 0,5 do 12 ml (Srednia 2 ml); u pacjentdw starszych mozliwe
bylo pobranie wigkszej ilosci krwi szpikowej, niz u licznej grupy miodszych. Ta
sama probka szpiku byla rowniez materiatem badawczym w projekcie naukowym

G-3 (kierownik dr Anna Ploszynska), ograniczajac réwniez pule badanych przeze

33|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

mnie blastow biataczkowych. Tym samym dostgpny material byl czesto skapy i
niemozliwe bylo wykonanie catego panelu badan naukowych, rowniez nie zawsze
liczba komoérek byta wystarczajaca do badan cytometrycznych i molekularnych. Te
braki w materiale badawczym, thumacza, iz nie wszystkie testy sa przeprowadzone w
tej samej grupie osob chorych; czes¢ badan wykonana jest na pewnej grupie z oséb
wlaczonych do projektu, inne testy sa wykonane juz na blastach pochodzacych od
innych pacjentéw, co za kazdym razem odnotowano przy analizie wynikow. Z
oczywistych wzgledow od matych pacjentow pobierana byla tylko absolutnie
minimalna ilo$¢ szpiku, zatem badania mogly by¢ przeprowadzane tylko na tym

materiale, ktdry byt dostgpny po zakonczeniu diagnostyki.

Wszyscy pacjenci znajdowali si¢ pod opieka Kliniki Pediatrii, Hematologii,
Onkologii 1 Endokrynologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (kierownik:
prof. dr hab. Anna Balcerska) oraz w ostatnim roku niniejszych badan rowniez
Kliniki Pediatrii, Hematologii 1 Onkologii Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Na badania do pracy doktorskiej otrzymano zgode nr 221/2007
Lokalnej Komisji Bioetycznej ds. Badan Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym.

Autorka skfada serdeczne podzigkowania prof. Annie Balcerskiej oraz dr
Annie Ploszynskiej, za zgod¢ na przeprowadzenie niniejszych badan, udostepnienie

materialu badawczego oraz charakterystyki klinicznej badanych oséb.

3.2 Immunofenotypizacja komorek uzyskanych od chorych z

zastosowaniem markerow powierzchniowych.

Szpik kostny pobierany byt jalowo do probdéwek zawierajacych heparyne bez
konserwantow w ilosci 20 IU/ml szpiku. Celem wstgpnej diagnostyki wykonywana
byta immunofenotypizacja pozyskanego od chorych materiatu, z uzyciem
odpowiednich przeciwciat skierowanych przeciwko receptorom powierzchniowym
komorek, metoda cytometrii przeplywowej. W tym celu wykorzystywano

przeciwciala sprz¢zone z odpowiednimi fluorochromami, wedtug wzorca:
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1. PE anty-CD10 oraz PE-Cy5 anty-19
2. PE anty-19 oraz PE-Cy5 anty-34,

3. PE anty-7 oraz PE-Cy5 anty-34,

4. PE anty-13 oraz PE-Cy5 anty-33.

Wszystkie przeciwciala byty produkcji Becton Dickinson, USA.

Zwiazanie si¢ powyzszych immunoglobulin do powierzchni badanych
komoérek pozwalalo wstepnie oceni¢ fenotyp immunologiczny pobranego szpiku.
Dodatkowo stosowano réwniez przeciwciata PE anty-CD4 oraz PE-CyS5 anty-CDS,
celem oceny czy probka szpiku nie zawiera znacznych ilosci krwi obwodowe;.
Kontrolg izotypowa stanowily immunoglobuliny, sprzg¢zone z odpowiednimi
fluorochromami, bez swoisto$ci antygenowe;.

Do probki krwi szpikowej w ilosci 30ul na probowke cytometryczng (Falcon,
Becton Dickinson, USA), dodawano po 5ul odpowiednich przeciwciatl i inkubowano
30 minut w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Nastgpnie do kazdej probowki
dodawano 2 ml roztworu do lizy (0,83% NH4Cl, 0,1%KHCO3), celem usunigcia
erytrocytow 1 po 15 minutowej inkubacji komorki szpiku poddano wirowaniu (2 tys.
obrotdw/min. przez 5 minut — wirowka Eppendorf Centrifuge 5810R) oraz ptukaniu
roztworem PBS (1,42% Na,HPO,4 x 2 H,0; 0,27% Na,HPO4 x H,0; 8,76% NacCl,
0,2% NaN3). Przygotowane w ten sposob komorki analizowano z uzyciem cytometru
przeptywowego FACScan (Becton Dickinson, USA). Standardowo, blasty
biataczkowe wywodzace si¢ z linii limfocytow B wykazywaly fenotyp CD19",
CD10", CD34" i stanowily nie mniej niz 70-80% jadrzastych komoérek szpiku, stad
nie bylo koniecznosci dodatkowego ich oczyszczania do molekularnych testow

biatek CCS 1 RNA (rycina 7).

35|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

Wykonanie powyzszej oceny cytometrycznej mialo na celu bardzo wstepna
analiz¢ immunologiczna komorek szpiku kostnego w dniu pobrania materiatu oraz
ocen¢ proporcji blastéw biataczkowych do ewentualnych komorek zdrowych w
badanym materiale. Analiza ta nie miata mocy szpitalnego badania diagnostycznego,
za kazdym razem jako ostateczng diagnoze i rozpoznanie choroby uwazana byta

tylko 1 wylacznie opinia lekarzy z Kliniki Pediatrii.
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Rycina 7. Przykladowy wynik ustalania immunofenotypu CD19", CD10", CD34" komorek probki
szpiku kostnego, z zastosowaniem przeciwcial wigzacych si¢ do markeréw powierzchniowych
komorki. Podana analiza wstepna pozwala ocenic liczbg blastow na ponad 70% w badanym szpiku.

3.3 Izolacja komorek jednojadrzastych ze szpiku.

Szpik kostny pobrany do probowek zawierajacych heparyng, rozcienczano
dwukrotnie medium hodowlanym RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., USA)
zawierajacym 50U/ml penicyliny oraz 50ug/ml streptomycyny (Sigma Chemical
Co., USA). Nastepnie naktadano badang probke szpiku na Ficoll-Histopaque (Sigma
Chemical Co., USA), w proporcji 3 Ficoll: 7 materiat i wirowano 30 minut przy 2000
obr/min. Komorki jednojadrzaste znajdujace si¢ migdzy osoczem, a warstwa
Histopaque zbierano do dalszych badan i po dwukrotnym ptukaniu buforem RPMI z
dodatkiem antybiotykéw, liczono przy uzyciu kamery hematologicznej typu
Neubauera. Wyizolowane blasty dzielono do dalszych testow ex vivo oceny ilosci
biatek systemu CCS po 300 tysigcy na probowke (opis ponizej) oraz porcjowano do

zamrozenia na pozniejsze badania molekularne. Pelety komdrek zawierajace 2 lub 4
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miliony blastow, poddawano glebokiemu mrozeniu w cieklym azocie i

przechowywano w temperaturze -80°C.

3.4 Analiza iloSci p-kalpainy, m-kalpainy oraz kalpastatyny w
jednojadrzastych komorkach szpiku (blasty ALL oraz komorki

grupy porownawczej).

W  celu okreslenia 1ilosci p- 1 m-kalpainy, jak rdéwniez ich
wewnatrzkomdérkowego inhibitora kalpastatyny, poshuzono si¢ technika cytometrii
przeptywowej. W tym celu wyliczono procent komorek ALL o fenotypach p-
kalpaina'CD19", m-kalpaina'CD19", kalpastatyna’'CD19", jak réwniez $rednig
intensywnos$¢ fluorescencji MFI (ang. Mean Fluorescence Intensity) znacznika PE
faczacego si¢ z przeciwcialem przeciwko powyzszym biatkom systemu
kalpainowego w cytoplazmie komérek CD19".

Procent komérek CD19" zawierajacych wewngtrzkomorkowa p-kalpaine,
wigzacg sie ze znakujacym ja przeciwciatem, obliczano wzgledem catkowitej liczby
komérek CD19" (by wyeliminowaé efekt logicznie podwyzszonej ilos¢ odsetka

komérek CD19" u pacjentéw ALL w stosunku do kontroli), zgodnie z rycing 8:

procent komorek p-kalpaina+CD19+ w CD19+
s | s 0
.g ol | %=DB/B+D x 100
¥
Y O D
C D
CD19

Rycina 8. Graficzne przedstawienie sposobu wyliczenia odsetka procentowego komorek
u-kalpaina’CD19" w populacji wszystkich komérek CD19"
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Do oznaczenia wzglednej ilosci biatek systemu kalpainowego wewnatrz
komérek CDI19" uzyto mysich, monoklonalnych przeciwcial skierowanych
przeciwko: p-kalpainie (przeciwciato 1 - nr katalogowy 550935, Becton Dickinson,
USA oraz przeciwcialo 2 - ab16680, Abcam, Wielka Brytania), m-kalpainie (ab3588,
Abcam, Wielka Brytania) oraz kalpastatynie (ab12217, Abcam, Wielka Brytania).
Powyzsze przeciwciala nie sa sprz¢zone z fluorochromami; zastosowano wigc
szczurze  przeciwcialo  monoklonalne,  skierowane  przeciwko  mysim
immunoglobulinom, ztaczone z barwnikiem R-fikoerytryna (R-PE), (nr katalogowy
550083, Becton Dickinson, USA), by mozliwa byta detekcja powyzszych
nieoznakowanych przeciwciat w wyniku dwustopniowego wyznakowania. W tym
celu wyizolowane blasty ALL lub komérki szpiku grupy poréwnawczej rozdzielano
po 300 tysigcy na probdwke i utrwalano 2% roztworem paraformaldehydu przez 15
minut, w temperaturze 4°C. Nastgpnie komdrki ptukano roztworem PBS, a nast¢pnie
permeabilizowano mieszaning PBS z 0,25% saponina, po czym dodawano do
kolejnych probéwek po 5ul przeciwcial przeciwko obu kalpainom oraz
kalpastatynie. Komorki z przeciwcialami inkubowano 30 minut, w ciemnosci, na
lodzie. Po tym czasie ptukano je kolejny raz roztworem PBS z 0,25% saponing 1
dodawano 2-rzedowe szczurze przeciwciato koniugowane z fluorochromem, w ilosci
po Sul na probowke. Po kolejnej 30-minutowej inkubacji (w ciemnosci, na lodzie),
komoérki wyptukano roztworem PBS z dodatkiem saponiny, a po odwirowaniu
przeprowadzono drugie plukanie samym roztworem PBS. Nast¢pnie wyznakowano
receptory powierzchniowe blony komoérkowej - w tym celu do kazdej probowki
dodano po 5ul odpowiednio koniugowanych przeciwcial anty-CD19 (oraz anty-
CD34 lub CDI10), po czym inkubowano jak powyzej. Nadmiar niezwigzanych
przeciwcial usunig¢to poprzez dwukrotne ptukanie 2 ml roztworu PBS. Tak
przygotowane komorki postuzyly do cytometrycznej oceny ilosci bialek systemu
kalpainowego w badanych probkach.

Analogicznie wykonano negatywna kontrole izotypowa, gdzie w
identycznych warunkach do zawiesiny komodrek dodano oczyszczone mysie
immunoglobuliny tej samej klasy, ale bez swoistosci antygenowej (Becton
Dickinson, USA), a nastepnie szczurze przeciwciatlo sprzezone z PE. Podobnej
kontroli izotypowej uzyto wobec komdrek, w ktérych oceniano ekspresj¢ receptora

CDI19".
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W  badaniach konieczne bylo wuzycie dwoch réznych przeciwciat
skierowanych przeciwko p-kalpainie (dane powyzej), w zwiazku z faktem, iz firma
Becton Dickinson przestata produkowa¢ produkt, niezb¢dny do planowanych testow,
po wykonaniu prawie polowy zaplanowanych doswiadczen. Analiz¢ wynikow
otrzymanych z wykorzystaniem obu przeciwcial przeprowadzono osobno w celu
wykrycia ewentualnych roznic w sile barwienia wykrywanego antygenu, zaznaczajac
przy wykresach, ktéra immunoglobulina byla zastosowana w testach. Przeciwciato
stosowane w poczatkowych etapach pracy, okreslano dalej w rozdziale Wyniki, jako

przeciwcialo 1, zas produkt ktory zastapil je, opisywane jest jako przeciwcialo 2.

3.5 Ocena apoptozy w blastach ALL.

Proces apoptozy ulega w blastach ALL znacznemu zahamowaniu, co wraz z
intensywna proliferacja doprowadza do niekontrolowanego rozplemu komorek
blastycznych i rozwoju nowotworu. Zahamowanie apoptozy odpowiada w rownej
mierze, jak intensywna proliferacja, za kumulacj¢ komorek nowotworowych w
szpiku kostnym [5,8,12,13].

W tej pracy oceniano apoptoze zachodzaca spontanicznie w blastach ALL ex
vivo poprzez zastosowanie technik cytometrycznych z uzyciem Aneksyny V oraz
sondy JC1. W celu oceny bezposredniego udzialu aktywnosci kalpainy w
zahamowaniu apoptozy blastow ALL, wielko$¢ apoptozy w blastach oceniano takze

po ich 24-godzinnej inkubacji in vitro z dodatkiem inhibitora I'V kalpain.

3.5.1 Pomiar apoptozy spontanicznej w komdrkach ALL oraz nie-ALL z

zastosowaniem Aneksyny V.

Apoptoze spontaniczng, zarowno w blastach ALL, jak i nienowotworowych
komoérkach CD19", mierzono jako zdolno$é¢ powierzchni komérek do wigzania sie z
PE-Aneksyna V (Becton Dickinson, USA). Badano w ten sposdb utrate polaryzacji
blony komdrkowej, jako jeden z etapow $mierci komorkowej, prowadzacej do
pojawienia si¢ w jej zewngtrznej warstwie fosfatydyloseryny, z ktéra laczy sie

Aneksyna V [151,152]. Stosowano réwniez 7-amino-aktynomycyn¢ D (7-AAD,
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Becton Dickinson, USA), ktéra interkaluje migdzy zasady DNA komorek o
uszkodzonych btonach komérkowych (apoptotycznych i nekrotycznych). Komorki
polaczone tylko z Aneksyna V okreslamy jako wczesno-apoptotyczne, za§ gdy
dotacza do nich réwniez 7-AAD jako pdZzno-apoptotyczne.

Blasty ALL, wyizolowane (zgodnie z opisem w czesci 3.3.) 1 wyznakowane
poprzez zwigzanie na powierzchni blony przeciwciala FITC-anty-CD19 (inkubacja
30 minut z przeciwciatem w ilosci 5ul, plukanie roztworem PBS), zawieszano w
buforze wigzacym Aneksyny V (0.1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM
CaCl2; Becton Dickinson, USA). Bufor 10 razy st¢zony rozcienczano przed
uzyciem, zgodnie z zaleceniami producenta, do st¢zenia roboczego 1-krotnego (przez
dodanie do jednej czgsci buforu wyjsciowego dziewieciu czgsci destylowanej wody).
Blasty w stezeniu 1x10°, zawieszano w 1001 buforu wiazacego i dodawano po 5ul
roztworu PE Aneksyny V oraz 7-AAD. Po inkubacji (15 minut, w ciemnosci w
temperaturze pokojowej), do probek dodawano 400ul buforu wigzacego 1

dokonywano odczytu cytometrycznego.

3.5.2 Hodowle komorkowe z zastosowaniem inhibitora IV Kkalpain: ocena

wplywu zahamowania aktywnosci kalpainy na spontaniczng apoptoze blastow

ALL.

Blasty ALL wyizolowane zgodnie z podang wyzej procedurg zawieszano w
kompletnym $rodowisku hodowlanym RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., USA)
zawierajacym 10% surowicy cielecej ptodowej (FCS, Sigma Chemical Co., USA),
2mM L-glutaminy (Sigma Chemical Co., USA), 50U/ml penicyliny oraz 50ug/ml
streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA). Nastgpnie przenoszono je w ilosci
2x10%ml na dotek do sterylnej ptytki hodowlanej (Becton Dickinson, USA) i
inkubowano w 37°C, w atmosferze 5% CO; 1 100% wilgotnosci przez 24 godziny.
Do poszczegdlnych dotkow hodowlanych dodawano inhibitor IV kalpain w réznych
stezeniach; kontrolne blasty ALL hodowano rownolegle bez dodatku inhibitora.
Inhibitor IV (synthetic tripeptyde aldehyde, sekwencja biatkowa Z-Leu-Leu-Tyr-
CHyF, gdzie Z= benzyloksykarbonylo-, Calbiochem, Wielka Brytania) jest silnie
dziatajagcym zwiazkiem, zdolnym do przenikania przez blony komdrkowe i

nieodwracalnego zablokowania aktywnosci kalpain. W badaniach stosowano rozne
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stezenia inhibitora w zakresie od 1uM do 8uM, by oceni¢ efekt jego dawki na proces
depolaryzacji membrany mitochondrium, oceniany cytometrycznie z uzyciem sondy

JC-1.

3.5.3 Pomiar zmiany potencjalu blony mitochondrialnej z zastosowaniem sondy
JC1 w blastach ALL ex vivo oraz w 24 godzinnych hodowlach komorkowych in

vitro.

Oceniajac rolg systemu kalpaina-kalpastatyna w procesie apoptozy blastow
ALL wykorzystano pomiar depolaryzacji blony mitochondrialnej ocenianej
cytometrycznie w komodrkach blastycznych barwionych fluorochromem JCI.
Barwnik kationowy JC1 (jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3’-
tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny;  Molecular  Probes) zastosowany do
wyznakowania zdrowych, proliferujagcych komorek jest wykrywany zardwno jako
forma monomeryczna (fluoryzujaca zielono) w cytoplazmie komoérek oraz liczne
czerwono fluoryzujace agregaty w mitochondriach. W komorkach apoptotycznych,
na skutek spadku potencjalu blonowego mitochondriéw, utrudniona jest akumulacja
JC1 w ich wngtrzu i agregacja sondy, zatem w tychze komorkach dominuja
monomery JC1, rozsiane w cytoplazmie [64,152,153].

Blasty ALL hodowane 24 godziny (z dodatkiem inhibitora IV kalpain lub
bez) zbierano z dotkéw hodowlanych, plukano roztworem PBS, znakowano
powierzchniowe receptory CD19 stosujac odpowiednie przeciwciato, zgodnie z
opisana powyzej procedura. Nastepnie komérki w ilosci 5x10° zawieszano w 500pul
roztworu PBS i inkubowano z 2ul barwnika kationowego JC1 o stezeniu 2mg/ml, w
ciemnos$ci, w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Pézniej komoérki prukano
trzykrotnie roztworem PBS i poddawano odczytowi cytometrycznemu. Identyczng
inkubacje blastow ALL z JCI 1 odczyt cytometryczny wykonano dla tych samych
komorek bezposrednio po wyizolowaniu jednojadrzastych komorek ze szpiku
kostnego. Oceniano wiec wzgledng wielko$¢ potencjalu  membranowego
mitochondriow w blastach rowniez ex vivo, jako miar¢ wyjsciowego poziomu

apoptozy spontanicznej w hodowanych dalej blastach.
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3.6 Cytometria przeplywowa.

Fenotyp receptordw powierzchownych blastow, ilos¢ biatek systemu
kalpaina-kalpastatyna oraz nat¢zenie procesu apoptozy oceniano z zastosowaniem
cytometrii przeptywowej. Uzywano cytometru przeplywowego FACScan (Becton
Dickinson, USA), w ktérym dla kazdej badanej probki zliczano 20 tysigcy komdrek
uzywajac oprogramowania CellQuest (BD, USA). Wyniki cytometryczne
analizowano przy pomocy programu komputerowego WinMDI v.2.9 (J. Trotter, The

Scripps Research Institute, USA).

3.7 Ocena poziomOw ekspresji genow bialek systemu kalpaina-
kalpastatyna oraz sorcyny technikg lancuchowej reakcji polimerazy

(RT-PCR).

3.7.1 Izolacja calkowitego RNA.

Z przechowywanych (-80°C) blastow ALL oraz komoérek grupy
poréwnawczej (porcje po 2 miliony komorek) przeprowadzano izolacje catkowitego
RNA za pomoca odczynnika TRI-REAGENT (Sigma Chemical, Co., USA).

Probki odwirowywano z szybkoscig 2500 obr./min. przez 3 minuty (wirowka
Sigma 2K15), dodawano 1 ml odczynnika TRI-REAGENT do kazdej probowki i
inkubowano wytrzasajac w temperaturze pokojowej przez 5 min. Nastepnie
dodawano 200 pl mieszaniny chloroformu i alkoholu izoamylowego (Sigma
Chemical Co., USA). Roéwnoczesnie przygotowywano nowe proboéwki z 500 ul
izopropanolu (Sigma Chemical, Co., USA), ktore przechowywano w temp. -20°C.
Po zwirowaniu prébek (szybkos$¢ 13000 obr./min. przez 30 minut), zbierano czysta
wodng warstwe gorng zawierajagcg RNA wolne od biatka oraz DNA, przenoszono do
probowek z przygotowanym wczesniej izopropanolem i umieszczano na noc w
temperaturze -80°C.

Nastepnie probki poddawano wirowaniu (13000 obr./min. przez 30 minut w
temp. 4°C) celem zebrania osadu wytraconego RNA. Usuwano supernatant, a do

pozostalego na dnie osadu RNA dodawano 1 ml 75% alkoholu etylowego (POCh
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,Chemia”, Gliwice) i energicznie mieszano w celu oczyszczenia RNA. Probki
odwirowywano (13000 obr./min. przez 10 minut w temp. 4°C) i usuwano
supernatant, powtarzajac powyzszg procedure. Tak wyplukane prébki wysuszono
przy uzyciu wirdwki prozniowej (JW Electronic, Polska) w temp. 30°C przez 15
min. Stezenie uzyskanego RNA oceniano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop

(Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek).

3.7.2 Reakcja syntezy cDNA.

Przy uzyciu RNA, uzyskanego w powyzszy sposob, przeprowadzano reakcje
syntezy komplementarnego DNA (cDNA) standardowa technikg odwrotnej
transkrypcji, stosujac  zestawy ImProm-II™ Reverse Transcription System,
PROMEGA oraz PCR Core System II, PROMEGA.

Pierwszy etap syntezy cDNA to lgczenie matrycowego RNA (stgzenie
koncowe ok. 0,02 pg/5 pl mieszaniny reakcyjnej) i primera cDNA oligo-dT w
stezeniu koncowym 0,5 ng/5 pl mieszaniny (st¢zenie wyjsciowe 500pug/ml, Promega,
USA). Probowki inkubowano w 70°C (Thermo Block TDB-120, Biosan, Lotwa)
przez 5 min. i po tym czasie natychmiast schtadzano na lodzie przez kolejne 5 min.
Nastegpnie probki wirowano przez 10 sekund, aby zebra¢ kondensat. Probki trzymano
na lodzie do momentu dodania mieszaniny do reakcji odwrotnej transkrypcji.

Odwrotna transkrypcja przeprowadzana byta przy uzyciu enzymu odwrotne;j
transkryptazy (100 pl, o stezeniu 5 u/ul; Promega, USA) w obecnosci inhibitora
rybonukleazy (RNasin® o stezeniu 40 u/pl, Promega, USA), mieszaniny
nukleotydoéw (dANTP o stezeniu 10 mM kazdy rodzaj nukleotyddw, Promega, USA),
chlorku magnezu (MgCl, o stezeniu 25 mM, Promega, USA), buforu do reakcji
(ImProm-II™ Bufor Reakcyjny 5 x st¢zony, Promega, USA) oraz wody wolnej od
nukleaz (Promega, USA). Koncowe st¢zenia poszczegolnych odczynnikéw w
mieszaninie reakcyjnej przygotowano zgodnie za zaleceniami producenta zestawu.

Kolejny etap to przylaczanie enzymu, gdy przygotowane wczesniej probki z
matryca RNA (st¢zenie ok. 0,02 pg/5 pl) i primerem ¢cDNA oligo-dT mieszano z
mieszaning do syntezy cDNA, a nast¢pnie umieszczano w temperaturze 25°C na 5
min. Etap zwany wydhizaniem przeprowadzano inkubujac probki w temperaturze

42°C przez 60 min, a nastgpnie 15 min. w 70°C, aby inaktywowa¢ odwrotng
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transkryptazg. Wytworzone cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do czasu

wykonania tancuchowej reakcji polimerazy.

3.7.3 Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR).

Lancuchowa reakcja polimerazy PCR (ang. polimerase chain reaction) dla
genéw Dbialek systemu kalpainowego, sorcyny oraz genu referencyjnego
dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehydowej GAPDH zostala przeprowadzona za
pomocg termocyklera Master Cycler Personal (Eppendorf). Sekwencje primeréw dla
powyzszych genow zostaly zaprojektowane za pomoca programu Primer3 Input,

swoistos$¢ sekwencji sprawdzono uzywajac programu NCBI BLASTn.

Uzyto nastgpujacych par primerédw do reakcji PCR, przy zalozeniu ze:

P- sekwencja sensowna i L- sekwencja antysensowna:

- dla genu kalpastatyny CAST-
P: 5>~ AAGACCTCGATGATGCCTTG-3’
L: 8-TCACTGGTTTGTCCTGTCCA-3’,

wielkos¢ produktu to 201 par zasad.

- dla genu p-kalpainy CAPNI-

P: 5’-CCTGCTTGAGAAGGCCTATG-3’
L: 5-GGTCCACGTTGTTCCACTCT-3’,
wielkos¢ produktu to 389 par zasad.

- dla genu m-kalpainy CAPN2-

P: 5>-AGGCATACGCCAAGATCAAC-3’
L: 5-GGATGCGGATCAGTTTCTGT-3’,
wielkos¢ produktu to 306 par zasad.
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-dla genu sorcyny SRI-

P: 5'-TGCTGTAGCTGGACAGGATG-3'
L: 5>~ AGCATTGAAACCATAAGCCG-3’,
wielkos$¢ produktu to 126 par zasad.

-dla genu dehydrogenazy 3-fosfogliceraldehydowej GAPDH-
P: 5'-GGCGTCTTCACCACCATGG -3'

L: 5'-TGCTGATGATCTTGAGGCTG-3',

wielkos¢ produktu to 148 par zasad.

Wszystkie, powyzsze primery byly produkcji firmy DNA Gdansk 11, Gdansk.

Reakcje przeprowadzono z uzyciem nastepujacych odczynnikéw: buforu do
reakcji (Bufor Reakcyjny 10 x st¢zony, bez MgCl,, Promega, USA), chlorku
magnezu (MgCL o stezeniu 25 mM, Promega, USA) mieszaniny nukleotydow
(dNTP, o stezeniu kazdego rodzaju nukleotydéw réwnym 10 mM, Promega, USA),
termostabilnej polimerazy Taq (o stezeniu 5 u/pl, Promega, USA) oraz wody wolne;j
od nukleaz (Promega, USA), ktére zmieszano z uzyskanym 1 pl cDNA oraz
primerami (po 0,5ul kazdego primera). Koncowe stezenia poszczegdlnych
odczynnikbw w mieszaninie reakcyjnej przygotowano zgodnie za zaleceniami
producenta zestawu.

Optymalna liczba cykli oraz temperatura przytaczania zostaly wytypowane
po serii doswiadczen. Ostatecznie zastosowano nastg¢pujace warunki reakcji: wstgpna
denaturacja w temperaturze 94°C przez 3 minuty, 30 cykli w czasie ktérych
odbywata sie¢: krdtka denaturacja przez 30 sekund w temperaturze 94°, przylaczanie
w temperaturze 55°C przez 1min, wydluzanie w temperaturze 72°C przez 1min. Po
ostatnim cyklu nastgpowala terminacja reakcji w temperaturze 72°C przez Smin.

Probki po zakonczeniu reakcji przechowywane byty w temperaturze 4°C.

3.7.4 Elektroforeza agarozowa.

Do wykrycia i wzglednej ilosciowej oceny produktow RT-PCR zastosowano
metode rozdzialu elektroforetycznego w 1,6% zelu agarozowym (agaroza- Sigma

Chemical Co., USA) z bromkiem etydyny (2 pul 10mg/ml, Sigma Chemical Co.,
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USA) z buforem TBE (108g Tris - Bio-Rad Laboratories, Niemcy; 55g kwas
borowy- POCh ,,Chemia”, Gliwice; 0,5M EDTA- POCh ,Chemia”, Gliwice;
dopetnione woda do 11, pH=8,3). Probki z dodatkiem 2 pl buforu obcigzajacego
(Sigma Chemical Co., USA), nanoszono w ilosci 14 pl/studzienke; réwnoczesnie
prowadzono rozdziat wzorca masowego 50-3000bp (Sigma Chemical Co., USA).
Elektroforetyczny rozdzial produktéw prowadzono w aparacie do elektroforezy
SUBMINI (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, Polska), przy statym napigciu
90V przez okoto 60 minut. Po przeprowadzeniu elektroforezy fluorescencje
indukowano $wiatlem UV 1 rejestrowano w aparacie do archiwizacji zeli GDS-8000
System (UVP Bioimaging System, Wielka Brytania). Uzyskane obrazy zapisywano

komputerowo w formie cyfrowe;.

3.7.5. Analiza densytometryczna zeli.

Analiza densytometryczna, dzigki ktorej mozliwe jest pordwnanie
wzglednych poziomdéw aktywnosci gendw, zostala przeprowadzona przy pomocy
programu komputerowego Scion Image 36 (National Institutes of Health, USA,
(http://www.scioncorp.com/pages/scion_image windows.htm).

Wykorzystano ekspresje genu referencyjnego (GAPDH) jako standard
(100%) do ktérego poréwnywano poziom ekspresji pozostatych genéw systemu CCS

oraz sorcyny.

3.8 Pomiar aktywnosSci enzymu p-kalpainy poprzez detekcje
fragmentow degradacji kalpastatyny z uzyciem techniki Western

blot.

Metoda, opisana przez Autorke [127], opiera si¢ na zalozeniu pomiaru
aktualnej, chwilowej aktywnosci enzymu poprzez detekcje produktow jego
proteolizy. Pomiar ten rézni si¢ znacznie od oceny calkowitej aktywnosci enzymu
mierzonej technika zymografii kazeinowej, ktora jest proporcjonalna do stezenia
badanego enzymu w komorce [73,154]. Obie metody dostarczaja innych danych;

metoda mierzenia aktywnosci chwilowej méwi o aktywnosci fizjologicznej w
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komorkach ex vivo, wydaje sie wiec dostarczaé petniejszych informacji w kontekscie
badan kalpainy i kalpastatyny w blastach ALL.

Oszacowanie endogennej aktywnosci p-kalpainy w blastach ALL, odbywa
si¢ poprzez pomiar iloSci wykrywanej kalpastatyny oraz jej immunoreaktywnych
fragmentow, uzywajac techniki Western blot. Metoda opiera si¢ na fakcie, iz
kalpastatyna jest naturalnym, endogennym inhibitorem enzymu p-kalpainy, ktory
wymaga proteolitycznego cigcia przez enzym do petnego uaktywnienia si¢ roli
inhibitora. W sytuacji nadmiernej aktywnosci kalpainy, inhibitor moze ulegad
nadmiernej proteolizie, doprowadzajac z czasem do degradacji natywnej
kalpastatyny oraz powstania jej matych fragmentéw bialkowych. Natywna forma
kalpastatyny, o masie 70 kDa, jest najczgsciej wykrywang formg bialkowa w
ludzkich komoérkach krwi [97], za§ masa matych fragmentow kalpastatyny wynosi
ok. 30-50 kDa. Przy dtugotrwatym procesie i silnej aktywnosci kalpainy, moze dojs¢
do calkowitej eliminacji kalpastatyny, pozostawiajac tylko zdegradowane nieduze
produkty proteolizy (rycina 9). Zaréwno forma natywna, jak i fragmenty peptydowe
kalpastatyny moga by¢ wykrywane z uzyciem chemiluminescencji w technice
Western blot, co w posredni sposdb dostarcza informacji o aktywnosci enzymu

kalpainy w badanych blastach ALL [127].

W 2 3 4, 5 6
gt natywna forma
15 kDa . I N —
J Ea kalpastatyny, 75kDa
kD .
2 i —— male, zdegradowane
o —_— o fragmenty
Dis | kalpastatyny

Rycina 9. Schemat przedstawiajacy detekcje produktow proteolizy kalpastatyny jako metode oceny
endogennej aktywnosci kalpainy. Studzienki od 1-6 przedstawiajg rosnaca aktywnos$¢ enzymu
kalpainy- od najnizszej (studzienka 1- znaczna ilo$¢ natywnej formy kalpastatyny, brak matych
fragmentow) do najwyzszej (studzienka 6- brak detekcji kalpastatyny, wszystkie fragmenty i forma
natywna ulegly zdegradowaniu). Studzienki od 2-5 przedstawiaja schematycznie posrednie stadia
aktywnosci enzymu; stopniowe znikanie formy natywnej inhibitora, pojawianie si¢ nieduzych
fragmentow rozpadu, a pozniej ich rozpad wraz ze wzrostem aktywnosci kalpainy.
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3.8.1 Przygotowanie lizatow komorkowych.

Blasty ALL oraz komorki kontrolne, zamrozone w cieklym azocie i
przechowywane w temperaturze -80°C, zawieszano w 20ul buforu lizujacego
(Complete Lysis-M, EDTA-free, Roche) zawierajacego zestaw inhibitoréw proteaz
(jodoacetamid, leupeptyna, aprotynina, PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)),
a nastepnie wytrzasano przez 10 minut i odwirowywano przy 2000 obr/min. przez 15
minut. Nastepnie do lizatu komdrek dodawano po 5ul buforu obcigzajacego (0,5mM
Tris-HCl, 10% glicerol, 10% SDS, 5% [B-2-merkaptoetanol, 1% blekit
bromofenolowy) i1 umieszczano w 100°C na 5 minut. Po kolejnym odwirowaniu
(13000 obr/min. przez 3 minuty) probki byly gotowe do naniesienia na zel

poliakrylamidowy.

3.8.2 Oznaczanie st¢zenia bialka metoda Bradford.

Oznaczanie biatka w probkach wykonywano standardowa metoda Bradford,
stosujac odczynnik Bradford (Sigma Chemical Co., USA) zgodnie z klasyczng
procedura [155]. Odczytano wartosci ekstynkcji przy dlugosci fali 450 nm, a
nastepnie przy 590 nm, za pomoca aparatu BioPhotometer (Eppendorf). Krzywa
wzorcowy, z ktorej odczytano wartosci biatka catkowitego w badanych lizatach,

sporzadzono uzywajac roztworow 0,1%, 0,01%, 0,001% BSA.

3.8.3 Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE.

Biatka ulegaly rozdziatowi elektroforetycznemu w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE) zgodnie z zalozeniami metody wg
Laemmli [156]. Zel sktadat sie z dwdch warstw: zelu gornego, zageszczajacego 4,5%
1 dolnego, rozdzielajacego 10%.

Zel dolny sktadat si¢ z: 3,3ml 30% mieszaniny akrylamid/bisakrylamid
(Sigma Chemical Co., USA), 2,5 ml buforu dolnego (1,5mM Tris/HCl pH 8,8,
woda), 4,1 ml wody, 0,1 ml 10% SDS (BioRad, USA) oraz dodatku katalizatoréw:
0,05 ml 10% nadsiarczan amonu (APS) (Sigma Chemical Co., USA) 1 0,005 ml
TEMED (BioRad, USA). Zel gérny skladat sie z: 0,75 ml 30% mieszaniny
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akrylamid/bisakrylamid, 1,25ml buforu gérnego (0,5M Tris/HCI pH 6,8, woda), 2,8
ml wody, 0,05ml 10% SDS oraz 0,03 ml APS 10,005 ml TEMED.

Lizaty komérkowe, w ilosci odpowiadajacej 20ug bialka catkowitego oraz
biatkowy wzorzec masowy (Precision Plus Protein ™ Standard, All Blue, BioRad)
nanoszone byty ostroznie na zel. Rozdziat przeprowadzano w buforze elektrodowym
(25mM Tris/HCL, 192mM glicyna, 0,1% SDS, pH 8,3, woda), przy napigciu 190V,
przez okoto 1 godzing przy uzyciu aparatu do elektroforezy poliakrylamidowej (Mini
Protean II"™, BioRad, USA). Po zakonczeniu elektroforezy z aparatu wyjmowano
zel, ptukano go 15 minut w buforze transferowym (25mM Tris, 192mM glicyna, 5%

metanol, pH 8,3), celem przygotowania do transferu na membrang.

3.8.4 Western blotting.

Elektrotransfer rozdzielonych bialek z zelu na blong nitrocelulozowa
(PROTRAN NITROCELLULOSE, 0,45um, Schleicher&Schuell, Germany)
przeprowadzano przez 15 minut w warunkach pdisuchych przy napigciu 15V (aparat
TRANS-BLOT Semi Dry, BioRad, USA). Po zakonczeniu transferu membrang
blokowano przez 1 godzing w 3% roztworze odtluszczonego mleka w proszku w
TBS (Tris-buffered saline) z dodatkiem 0,05% Tween 20, celem uniknigcia
niespecyficznego wigzania si¢ przeciwciat. Nastgpnie blone ptukano szesciokrotnie,
za kazdym razem wymieniajac roztwor, buforem pluczacym (0,05% Tween 20 w
PBS), by usuna¢ nadmiar roztworu blokujacego.

Membrang¢ umieszczano w roztworze specyficznych I-rzedowych przeciwciat
skierowanych przeciwko: kalpastatynie (mysie przeciwcialo monoklonalne
skierowane przeciwko ludzkiej kalpastatynie, 1mg/ml; Abcam, Wielka Brytania) w
rozcienczeniu 1:500, sorcynie (mysie przeciwciatlo monoklonalne przeciwko ludzkiej
sorcynie, 0,5mg/ml; Invitrogen, USA) w rozcienczeniu 1:1000 1 [-aktynie,
stosowanej jako biatko referencyjne (mysie przeciwcialo monoklonalne przeciwko
ludzkiej B-aktynie, 0,5mg/ml; Abcam, Wielka Brytania) w rozcienczeniu 1:1000.
Inkubacje z przeciwciatami prowadzono cala noc, z wytrzagsaniem, w temperaturze

+4°C.
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Nastepnego dnia, po dokladnym godzinnym wyptukaniu roztworu
niezwigzanych przeciwcial I-rzgdowych, blong poddawano inkubacji z II-rzedowym
przeciwcialem anty-IgG, sprz¢zonym z peroksydaza chrzanowa HRP (ang.
Horseradish Peroxidase), (przeciwciato krélicze poliklonalne, skierowane przeciwko
mysim IgG, 2mg/ml; Abcam, Wielka Brytania) w rozcienczeniu 1:2000, przez 2
godziny, w temperaturze pokojowej. Po 120-minutowej inkubacji, membrang
dokladnie plukano buforem pluczacym, zalewano na 5 minut 3 ml roztworem
wywolyjacym chemiluminescencj¢ (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific, USA). Przygotowang w ten sposob blong
nitrocelulozowa poddawano ekspozycji na kliszy rentgenowskiej (Primax RTG-B,
Polska). Tlos¢ wykrywanego bialka kalpastatyny - formy natywnej oraz
immunoreaktywnych, matych fragmentéw biatkowych, jak réwniez sorcyny, w
odniesieniu do biatka referencyjnego P-aktyny, okreslano densytometrycznie na

utrwalonych i poddanych archiwizacji kliszach.

3.9 Analiza statystyczna.

Analize statystyczng wynikdw wykonano przy pomocy programu
STATISTICA, wersja 8 (StatSoft Inc., Tulsa, USA).

Zalozenia o normalnosci rozkladu sprawdzano przy pomocy testow:
Kotmogorowa-Smirnova z poprawka Lillieforsa i Shapiro-Wilka. Do analizy
wynikdw uzyto testdw nieparametrycznych: U Manna-Whitney’a, dla dwdch grup
niezaleznych, testu ANOVA Kruskala-Wallisa dla wielu grup niezaleznych. Przy
ustalaniu korelacji pomiedzy dwoma badanymi parametrami stosowano test korelacji
R Spearmana, z 95% przedzialem ufnosci.

Na wykresach przedstawiajagcych roznice miedzy badanymi grupami
zaznaczone s3 mediany, kwartale oraz rozstgp danych. Znamiennosci statystyczne
pomiedzy dwiema zmiennymi oznaczane sg jako p (réznice miedzy zmiennymi

istotne przy p<0,05).
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4. WYNIKI

4.1 Ocena ilosci i aktywnosci p-kalpainy, m-kalpainy oraz
kalpastatyny w blastach ALL oraz limfocytach CD19 grupy

porownawczej.

Zgodnie z zatlozonymi w pracy celami, postanowiono pordwnac ilosci biatek
systemu kalpaina - kalpastatyna w blastach ostrej biataczki limfoblastycznej 1 w
limfocytach CD19" z grupy poréwnawczej. W celu okreslenia ilosci p- i m-kalpainy,
jak réwniez ich wewnatrzkomdrkowego inhibitora - kalpastatyny, postuzono si¢
technikg cytometrii przeptywowej, zgodnie z procedurami zawartymi w rozdziale
Materiaty 1 Metody. Wyniki wyrazono jako odsetki komdérek ALL o fenotypach p-
kalpaina"CD19", m-kalpaina"CD19", kalpastatyna'CD19" oraz jako s$rednig
intensywno$¢ fluorescencji MFI znacznika PE 1aczacego si¢ z przeciwciatem
przeciwko powyzszym bialkom systemu kalpainowego w cytoplazmie komorek
CD19". Ten ostatni parametr pozwala na wzgledna ilosciowa ocene zawartosci

(stezenia) badanego biatka w analizowanych komdrkach.

4.1.1 Podwyiszony odsetek limfoblastow B CD19" zawierajacych enzym p-

kalpaine w stosunku do komérek CD19" grupy poréwnawczej.

Zgodnie z zatozeniem pracy postanowiono sprawdzi¢ cytometrycznie roznice
w odsetku komérek CD19" zawierajacych p-kalpaing w materiale ze szpiku kostnego
dzieci chorych na ALL i w szpiku pochodzagcym od kontrolnej grupy dzieci.
Wykazano, iz odsetek komoérek p-kalpaina’CD19" wsréd blastow biataczkowych
ALL jest znamiennie wyzszy w porownaniu do limfocytow B grupy pordwnawczej
(p< 0,05) niezaleznie od rodzaju zastosowanego przeciwciata przeciwko u-kalpainie

- rycina 10.
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Rycina 10. Poréwnanie odsetka komérek p-kalpaina'CD19" w populacji komérek CD19" wérod
pacjentow ALL oraz grupy kontrolnej z uzyciem przeciwciala 1 przeciwko p-kalpainie (A: grupa
ALL to 11 pacjentdéw, grupa pordwnawcza 9) oraz przeciwciala 2 (B: grupa ALL N= 21, za$ grupa
poréownawcza N=8).

Jak wspomniano w rozdziale Materiaty 1 Metody, w trakcie realizacji badan
firma BD (Becton Dickinson, USA) zakonczyta produkcje kluczowego odczynnika,
jakim bylo oczyszczone mysie monoklonalne przeciwcialo skierowane przeciwko
ludzkiej p-kalpainie (nr katalogowy 550935). Poniewaz przeprowadzone z uzyciem
tego odczynnika badania dotyczyly 11 chorych na ALL 1 9 kontroli, pomimo
osiagnigcia statystycznej znamiennosci réznicy w odsetkach komoérek p-kalpaina®
pomigdzy obiema grupami zdecydowano si¢ na wykonanie analogicznych oznaczen
w dwoch nowych, porownywalnych liczbowo grupach (ALL i nie-ALL), z udziatem
drugiego przeciwciata dostepnego na rynku firmy Abcam (mysie monoklonalne
[15C10] przeciwcialo przeciwko p-kalpainie, nr katalogowy ab16680). Stwierdzono,
ze zastosowanie obydwu przeciwciat prowadzi do wykazania tego samego zjawiska,
tj. istotniec wyzszego odsetka komorek kalpaina” wérdd blastow ALL niz wsréd
komérek CD19" od dzieci z grupy kontrolnej (rycina 11) pomimo znacznych
(istotnych  statystycznie) rdznic liczbowych w  wynikach uzyskanych z

zastosowaniem tych dwoch odczynnikow.
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Rycina 11. Poréwnanie odsetka komérek p-kalpaina'CD19" w CDI19" przy zastosowaniu
przeciwciala 1 przeciw p-kalpainie, zar6wno w blastach ALL (A: przeciwciato 1 sprawdzano w N=
11, przeciwcialo 2 w N=21 ALL), jak i limfocytach B CD19" poréwnawczej grupy kontrolnej (B:
przeciwcialo 1 w N=9 oraz przeciwciato 2 w N=8 nie-ALL).

4.1.2 Por6wnanie zawartosci n-kalpainy w blastach ALL i w komérkach CD19"

grupy porownawczej.

Pordwnanie ilosci p-kalpainy ocenianej poprzez pomiar wartosci
fluorescencji MFI przeciwciatla zwigzanego wewnatrzkomérkowo z enzymem,
przeprowadzono w blastach ALL oraz limfocytach B grupy poréwnawcze;.
Przyktadowy, reprezentatywny wykres dwuparametrowy (dot plot) pokazujacy
warto$é MFI p-kalpainy w komérkach CD19" osoby z ALL oraz z grupy kontrolnej

okazano na rycinie 12.
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Rycina 12. Przykladowy wykres dwuparametrowy warto$ci MFI p-kalpainy w komérkach CD19"
ALL (A) oraz grupy kontrolnej (B).
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Badanie to wykazalo istotne statystycznie podwyzszenie ilosci biatka p-
kalpainy w limfoblastach ALL (istotnos$¢ niezalezna od zastosowanego przeciwciata
anty-kalpainie, (p< 0,05) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (rycina 13). W analizie
brano pod uwage réwniez, poréwnawczo komoérki CD19" pochodzace z krwi
szpikowej pacjentow AML. Wykazano, ze zawartos¢ p-kalpainy w blastach AML
nie roznita si¢ istotnie wzgledem grupy kontrolnej (p>0,05). Obserwacja ma
charakter trendu, bez istotnosci statystycznej, z uwagi na zbyt mata grupe badawcza

(rycina 13A: N=21B: N=4).
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Rycina 13. Poréwnanie poziomu p-kalpainy w komoérkach CD19" ALL, AML oraz grupy
poréwnawcze] przy zastosowaniu przeciwciatla 1 (A: grupa ALL to 11 pacjentow, grupa AML 2
pacjentow, grupa poréwnawcza 9) oraz przeciwciala 2 (B: ALL N=21, AML N=4, kontrola= 8),
roznice miedzy grupg ALL i kontrolna sg wysoce istotne statystycznie.

Wysoki poziom biatka p-kalpainy i udzial procentowy komdrek o fenotypie
u-kalpaino-dodatnim w blastach CD19" ALL jest ze soba skorelowany, co wykazano
na rycinie 14. Zalezno$¢ jest istotna statystycznie (p<0,05), co wykazano dla
liczniejszej grupy pacjentow przy uzyciu przeciwciala 2 (rycina 14B), brak takiej
istotnosci dla przeciwciala 1, by¢ moze z uwagi na mniej liczng badang grupe ALL
(rycina 14A). Zaleznosci nie odnotowano rowniez w grupie porownawczej (nie-
ALL) oraz grupie AML (prawdopodobnie z powodu stosunkowo bardzo malej

liczebnosci grupy); nie pokazano na rycinach.
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Rycina 14. Brak korelacji odsetka komoérek p-kalpaina'CD19" w CD19" z jego poziomem MFI w
blastach ALL, z uzyciem przeciwciala 1, przy N=11 (A) oraz istnienie powyzszej korelacji (p<0,05)
przy zastosowaniu przeciwciala 2, N=20 (B).

4.1.3 Poréwnanie odsetka komorek zawierajacych wewnatrzkomérkowy
inhibitor kalpainy - kalpastatyne w blastach ALL i komérkach CD19" grupy

poréwnawczej.

Oszacowanie ilosci biatka kalpastatyny w komdrkach badanych jak 1
porownawczych jest ogromnie wazne z uwagi na fakt, iz kalpaina 1 kalpastatyna
powinny wystegpowa¢ w odpowiednich, fizjologicznych (stechiometrycznych)
proporcjach, gwarantujacych sprawne funkcjonowanie ukladu kalpainowego.
Wykazany na wczesniejszych rycinach wysoce podwyzszony poziom i aktywnos¢ -
kalpainy, wskazuje na zaklécong rownowage ilosciowg enzymu w badanym systemie
biatkowym; podobng tendencj¢ w blastach biataczkowych ALL przejawia rowniez
kalpastatyna, ktorej ilo$¢ jest silnie heterogenna, lecz wyzsza w porownaniu do
komorek grupy porownawczej (obserwacja na granicy istotnosci statystycznej p=
0,06) (rycina 15).

[los¢ kalpastatyny w AML jest porownywalna do jej ilosSci w grupie
kontrolnej (rycina 15), lecz widocznie nizsza niz w blastach ALL (bez istotnosci

statystycznej).
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Rycina 15. Ocena odsetka komérek kalpastatyna'CD19" w populacji komérek CD19" od pacjentow
ALL (N=30), AML (N=6) oraz grupy kontrolnej (N=17); migdzy grupa ALL a kontrolg réznice na
granicy istotnosci (p=0,06), wskazujace na wyzszy poziom inhibitora w blastach bialaczkowych.

Dodatkowo oceniano, celem rozroznienia do$¢ heterogennej grupy blastow
ALL, jaka grupa sposrdd badanych pacjentow charakteryzuje si¢ wyzszym
procentem komorek wykazujacych obecnos¢ kalpastatyny wsrdd badanych komoérek
CD19". Brano pod uwage wiek pacjentow i fenotyp immunologiczny blastow.
Zgodnie z analiza przedstawiong na rycinie 16, znaczaco wyzszy odsetek komorek
kalpastatyna'CD19" wystepuje wéréd starszych pacjentéw ALL, czyli w grupie
wiekowej powyzej 10 lat, niz wsrdd pacjentdw w przedziale od 1-10 lat (p= 0,03); w
zestawieniu zabraklo pacjentéw ALL miodszych niz 1 rok. Najwyzszym odsetkiem
komoérek kalpastatyna'CD19" charakteryzuja sic réwniez pacjenci o fenotypie
immunologicznym typu pro-B, zas najnizszym pacjenci o fenotypie ALL B-cell,
roznica jest znamienna statystycznie (p= 0,04), typ common ALL stanowi grupe o
posredniej, zrdéznicowanej ilosci odsetka badanych komdrek (rycina 16). Procent
komoérek o fenotypie kalpastatyna CD19" wydaje si¢ nie mieé statystycznie istotnej

znamiennosci z plcig, parametrami klinicznymi czy grupa ryzyka ALL.
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Rycina 16 A: Poréwnanie dwdch grup wiekowych wsrod pacjentow ALL (grupa 1-10 lat N= 21 oraz
grupa powyzej 10 lat N=5) pod wzgledem zawartosci procentowej komorek kalpastatyna CD19" w
puli komérek CD19", gdzie odsetek ten jest istotnie wyzszy wsrdd starszych pacjentow. B: Udziat
odsetka komérek kalpastatyna CD19” w poszczegolnych typach immunologicznych ALL common
(N=21), proB (N=2) i B-cell (N=2).

4.1.4 Poréwnanie ilosci kalpastatyny w komérkach CD19" ALL oraz AML i

kontroli.

Parametrem, ktory przedstawia bardziej obrazowo zaklocong aktywnos¢
systemu kalpainowego w blastach ALL jest srednia intensywnos$¢ fluorescencji
(MFI) dla znacznika przeciwciata anty-kalpastatyna, odpowiadajaca wzglednej ilosci
badanego bialka (rycina 17). Poziom kalpastatyny w blastach ALL jest podwyzszony
wzgledem grupy porownawczej (obserwacja na granicy istotnosci statystycznej p=
0,052) oraz komorek AML (bez osiggni¢cia poziomu istotnosci). Mimo tendencji do
podwyzszenia poziomu bialka kalpastatyny wzgledem kontroli, w poroéwnaniu do
ogromnie podwyzszonego poziomu MFI dla p-kalpainy wida¢ silne dysproporcje w
stosunku inhibitora i enzymu, co moze przektada¢ si¢ na niestabilnos¢ i zaktocenie

funkcji danego systemu biatkowego.
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Rycina 17. Ocena poziomu inhibitora kalpastatyny w grupach: ALL (N=30), AML (N=06) i grupie
porownawczej (N=17). Tendencja do podwyzszonego poziomu kalpastatyny w blastach ALL w
poréwnaniu do grupy porownawczej (p=0,052).

Postanowiono wigc po pierwsze sprawdzi¢, czy wzrost proporcji komorek
kalpastatyna'CD19" wsréd komorek CD19" jest skorelowany z poziomem biatka
kalpastatyny (MFI). Wyniki przedstawione na rycinie 18 wskazuja, iz taka korelacja
wystepuje tylko w blastach ALL, osiggajac statystyczng istotnos¢ (p< 0,05), za$

zardéwno w grupie kontrolnej jak i AML, nie ma takiej zaleznosci.
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Rycina 18. Korelacja odsetka komérek kalpastatyna'CD19" w CD19" i ekspresji kalpastatyny w
CD19" (mierzone jako jej MFI) w blastach biataczkowych ALL, N=30, jest istotnie statystyczna (A),
za$ w grupie porownawczej N=17 (B) i AML N=6 (C) nie ma takiej zaleznoSci.

Nastepnie sprawdzono, czy wystepuje zwiazek migdzy wykazanym, silnie
podwyzszonym poziomem p-kalpainy a poziomem kalpastatyny w blastach ALL.
Powyzsza korelacje, potwierdzong znamiennoscig statystyczng (p<0,05), wykryto
tylko w pierwszej grupie 9 pacjentéw ALL (rycina 19A), gdzie zastosowano do
oznaczen cytometrycznych przeciwcialo 1 przeciwko p-kalpainie. Korelacji nie

wykryto rowniez wsrod grupy kontrolnej (przy zastosowaniu obu przeciwcial); nie

pokazano.
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Rycina 19 A: Zalezno$¢ korelacyjna miedzy poziomem kalpastatyny i p-kalpainy w blastach CD19"
ALL, N=9, stosowano przeciwcialo 1. B: Brak takiego zwigzku (stosowano przeciwcialo 2), N=19.

Nastepnie sprawdzano, czy odsetki komérek o fenotypie kalpastatyna CD19"
i p-kalpaina’CD19" w blastach ALL s3 ze soba skorelowane (rycina 20); zalezno$é
sprawdzano dla obu przeciwcial przeciw p-kalpainie, wykazujac istotnosé
statystyczng w przypadku przeciwciata 1. Istotnej korelacji nie wykazano takze dla

w/w odsetkow w grupie porownawczej (nie pokazano).
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Rycina 20. Tendencja korelacyjna miedzy odsetkiem komérek kalpastatyna'CD19" i p-
kalpaina"CD19" w blastach ALL CD19" przy zastosowaniu przeciwciala 1 przeciwko p-kalpainie
przy N=9 (A) oraz statystycznie istotna korelacja przy zastosowaniu przeciwciala 2, p<0,05, N=20

(B).
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4.1.5 Ocena odsetka komérek o fenotypie m-kalpaina'CD19" wsrod CD19"

grupy ALL i poréownawczej oraz poziomu MFI dla enzymu.

Procent komorek CDI19 zawierajacych wewnatrzkomdérkowy enzym m-
kalpaing jest znikomo niski zardwno w grupie ALL, jak i grupie traktowanej jako
kontrola (rycina 21). Rowniez poziom enzymu mierzony poprzez jego MFI,
wskazuje na bardzo niski poziom m-kalpainy w badanych komdrkach, ilos¢ ta nie

odbiega w sposob znaczacy od kontroli (p> 0,05), (rycina 22).
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Rycina 21. Znikomo niskie wartoéci odsetkéw komérek m-kalpaina'CD19" w populacji komérek
CD19" (grupa ALL N=6, grupa poréwnawcza N=6), p> 0,05; brak réznic statystycznych miedzy
grupami.
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Rycina 22. Brak réznic migdzy stosunkowo niskim, wykrywanym poziomem enzymu m-kalpainy w
populacji komérek CD19" blastéow ALL (N=6), jak i grupa poréwnawcza (N=6), p>0,05.

6l |Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

Stwierdzono rowniez, lecz tylko w przypadku grupy porownawczej, iz
poziom MFI dla m-kalpainy w komérkach CD19" koreluje z odsetkiem komérek m-
kalpaina"CD19" w puli CD19"; obserwacja potwierdzona istotnoscig statystyczng

(p< 0,05). Brak takiej korelacji dla blastéow CD19" ALL (rycina 23).
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Rycina 23. Brak korelacji miedzy odsetkiem komérek m-kalpaina"CD19" a poziomem m-kalpainy w
CD19 [MFI] w grupie ALL (N=6) (A), za§ w grupie poréwnawczej wartosci te wykazuja korelacje o
znaczeniu statystycznym, N=6 (B).

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki wskazuja na silne
dysproporcje w systemie bialkowym kalpaina — kalpastatyna. Przy ocenie ilosci
i zawarto$ci p-kalpainy w blastach CD19" wykazano, iz s3 one wysoce
podwyiszone w poréwnaniu do komérek CD19" pochodzacych od grupy
poréwnawczej, wyniki osiagaja réznice istotne statystycznie. Z kolei odsetek
komérek kalpastatyna’CD19" oraz MFI Kkalpastatyny sa silnie heterogenne, z
trendem w Kkierunku wyzszych wartosci w blastach ALL niz dane grupy
poréownawczej (obserwacje na granicy istotnosci statystycznej). Dodatkowo
wiadomo, iz najwyzsza zawarto$cia odsetka kalpastatyna'CD19" cechuja sie
blasty pochodzace od pacjentow starszych (grupa wiekowa powyzej 10 lat) czy
fenotypie immunologicznym typu pro-B. W czesci grupy badanej blastow ALL,
osiagnieto istotne statystycznie korelacje miedzy poziomem i aktywnoScig
enzymu kalpainy oraz inhibitora kalpastatyny, lecz nie dla grupy komérek
traktowanych jako porownawcze. Sprawdzono rowniez odsetek komorek i
zawarto$¢ bialka m-kalpainy w blastach, wykazujac iz sq one znikomo niskie i

nie odbiegaja znaczaco od kontrolnych. Powyzsze wyniki wskazuja na
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zaklocona rownowage ilosciowa enzymu kalpainy wzgledem swojego inhibitora
w badanym ukladzie, co moze przeklada¢ si¢ na niestabilnos¢ i zaklocenie

funkcji danego systemu bialkowego.

4.2 Ekspresja genow dla kalpastatyny, p-kalpainy oraz m-kalpainy
w blastach ALL oraz komorkach grupy nie-ALL.

W poprzednim rozdziale wykazano istnienie rdéznic w ilosci biatek kalpainy 1
kalpastatyny pomiedzy blastami ALL, a komérkami CD19" pochodzacymi z grupy
poréwnawczej. W zwiazku z tym, w kolejnym etapie badan sprawdzano, czy rdznice
te dotycza rowniez ekspresji gendw powyzszych biatek w grupie chorych oraz

kontrolnej, czy tez pojawiaja si¢ dopiero po etapie transkrypcji i dotycza tylko

produktu biatkowego.
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Rycina 24. Ekspresja genéw dla bialek kalpastatyny, p-kalpainy, m-kalpainy w blastach CD19" ALL
oraz komoérkach grupy poréwnawczej nie-ALL. Przykladowy wynik badania RT-PCR
reprezentatywny dla 28 doswiadczen dla ALL oraz 5 kontroli (opis w tekscie).

63|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

Wielko$¢ ekspresji poszczegdlnych gendéw oceniano za pomoca metody
densytometrycznej i wyrazano jako stosunek do ekspresji genu referencyjnego
GAPDH (traktowany jako standard 100%).

Ilos¢ zamplifikowanego produktu genu dla kalpastatyny (gen CAST) dla
komdrek ALL byla dwukrotnie nizsza niz dla komorek grupy pordwnawczej, a
zaobserwowana roznica byla istotna statystycznie (rycina 25A, p<0,05). Badana w
opisywanych doswiadczeniach grupa ALL to w wigkszo$ci komoérki pochodzace od
pacjentow o typie immunologicznym common, dla ktérego réwniez poziom biatka
kalpastatyny (mierzony cytometrycznie jako pomiar MFI) wskazywat obnizona
tendencje do obecnosci wewnatrzkomorkowej tegoz biatka.

Ekspresja gendw obu kalpain (gen CAPNI 1 CAPN2) nie r0zni si¢ istotnie w
grupach ALL 1 kontrolnej, aczkolwiek zaobserwowano tendencje w kierunku
nizszych poziomoéw ekspresji gendw obydwu kalpain w blastach ALL (rycina 25B i1
O).

Ekspresja gendw CAPNI 1 CAPN?2 jest ze soba skorelowana 1 wspotczynnik
ten osigga istotnos¢ statystyczng, p< 0,05 zarowno wsrdd komdrek pochodzacych od
pacjentow ALL, jak i grupie komoérek kontrolnych (rycina 26). Wynik ten rowniez
$wiadczy, iz na etapie transkrypcji obydwu gendw nie ma istotnych rdéznic miedzy

grupg badang ALL, a grupg pordwnawcza.
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Rycina 25. Ekspresja genu CAST (A) jest znamiennie obnizona wzgledem grupy poréwnawczej. Brak
roznic wielkosei ekspresji genow p- i m-kalpainy (geny CAPNI i CAPN2) (B i C), w grupie ALL
N=28 i grupie porownawczej N=5. Ekspresja genow CAST, CAPNI, CAPN2 jest wyrazona jako
stosunek do (% wielkos$ci ekspresji) genu referencyjnego GAPDH, ktorego ekspresj¢ mierzono w tych
samych komorkach.
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Rycina 26. Korelacja ekspresji gendw dla m- 1 p-kalpainy zaréwno wsrod blastow ALL N=28 (A)
oraz komorek grupy porownawczej N=5 (B). Zalezno$ci sa znamienne statystycznie p< 0,05.

Ekspresje badanych genow wyrazono jak na ryc. 25.
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Podsumowujac, w powyzszym rozdziale porownano wielkosci ekspresji
poszczegolnych genow p-kalpainy, m-kalpainy oraz kalpastatyny wyrazonej
wzgledem genu referencyjnego GAPDH. Wykazano, iz aktywnoS$¢
transkrypcyjna genu kalpastatyny (gen CAST) w blastach ALL jest istotnie
nizsza niz dla komorek grupy poroéwnawczej. Doswiadczenia te wykonano
glownie z uzyciem blastow ALL o fenotypie common, zatem powyzsza zaleznos¢
jest obowiazujaca szczegélnie w odniesieniu do tego typu fenotypu
immunologicznego. Natomiast ekspresja genow obu kalpain (CAPNI, CAPN2)

nie rozni si¢ znaczaco w grupach ALL i kontrolnej.

4.3 Ocena wplywu p-kalpainy na apoptoz¢e w nowotworowych

blastach ALL.

W pracy sprawdzano, czy istnieje zwiazek migdzy iloscig i aktywnoscia
enzymow systemu kalpainowego, a apoptoza w blastach ALL. W celu oceny
poziomu spontanicznej apoptozy postuzono si¢ pomiarem liczby komérek wigzacych
sprzezona z PE Aneksyn¢ V 1 7-AAD, co pozwala na odrdznienie komorek wezesno-
apoptotycznych  (An'7-AAD’) od pdzno-apoptotycznych (An'7-AAD") i
nekrotycznych (An"7-AAD").

Oceniano réwniez poziom wczesnej apoptozy za pomoca sondy potencjalu
mitochondrialnego JC1 - badano w ten sposob apoptoze ex vivo oraz po 24
godzinach inkubacji z inhibitorem kalpain, oceniajac in vitro wptyw modulacji

aktywnosci kalpain na wystapienie $mierci komérkowej blastow ALL.

4.3.1 Roznice w poziomie apoptozy ex vivo a zwigzek z wysoka aktywnoS$cig p-

kalpainy.

Apoptoze w komorkach blastycznych wyizolowanych bezposrednio ze szpiku
oceniano zaréwno jako odsetek komorek wigzacych Aneksyne V, jak 1 jako
intensywnos¢ MFI tego znacznika. Na tej podstawie stwierdzono bardzo niski
poziom spontanicznej apoptozy w badanym materiale. Nie wykazano statystycznie

istotnej réznicy w poziomie spontanicznej apoptozy pomigdzy blastami ALL i
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komérkami CD19" szpiku z grupy poréwnawczej (prawdopodobnie z uwagi na
niewielka liczebnos$¢ tej ostatniej), a jedynie trend do nizszych odsetkdw i poziomu

wigzania Aneksyny V dla komoérek ALL (rycina 27).
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Rycina 27. Poréwnanie parametru MFI znacznika Aneksyny V (A) oraz odsetka komdrek wigzacych
zaréwno 7-AAD i Aneksyng V (B), w blastach ALL wzgledem komorek grupy porownawczej, brak
istotnosci statystycznej ( N=7 dla grupy poréwnawczej, za$ grupa ALL N=42).

Bardzo istotne bylo sprawdzenie czy zjawisko obnizonej apoptozy moze mieé
zwigzek z poziomem 1 aktywnoscig p-kalpainy w blastach (silnie podwyzszonymi
wzgledem porownawczych komorek B). Ponizsza ujemna korelacja, przedstawiona
graficznie na rycinie 28, dokumentuje takg zalezno$¢, wyrazong znamiennoscig

statystyczng (p<0,05).
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Rycina 28. Ujemna korelacja wskazujaca na odwrotna zaleznos¢ miedzy iloscig p-kalpainy w
blastach (MFI), a zdolnoscia do apoptozy blastow ALL oceniang jako odsetek komorek
7AAD'Aneksyna' , przy istotnosci statystycznej p< 0,05, N=16.
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Dodatkowo stwierdzono ujemng korelacj¢ migdzy poziomem pdznej
apoptozy (odsetkiem blastéw An'7-AAD") a wiekiem badanych pacjentéw ALL

(rycina 29). Zalezno$¢ jest znamienna statystycznie (p< 0,05).
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Rycina 29. Ujemna korelacja miedzy odsetkiem komorek wiazacych na swojej powierzchni
Aneksyng¢ V oraz 7-AAD, a wiekiem pacjenta ALL, znamienno$¢ statystyczna przy p<0,05 i N= 39.

Statystycznie istotng roznice¢ w odsetkach blastow ulegajacych podzZnej
apoptozie zaobserwowano mi¢dzy grupa pacjentow w wieku 1-10 lat oraz grupa w
wieku powyzej 10 lat (rycina 30A). Mlodsza grupa wiekowa wykazuje rdwniez
istotnie nizszy poziom p-kalpainy niz starsi pacjenci (okreslany jako odsetek blastow
pozytywnych, rycina 30B) oraz znamiennie nizszy odsetek komoérek pozytywnych ze
wzgledu na obecnos¢ kalpastatyny (rycina 16). Zatem mozna przypuszczac, iz silnie
zahamowana apoptoza blastéw pochodzacych od starszych pacjentow ALL moze

by¢ zwigzana z podwyzszonym poziomem aktywnosci p-kalpainy w blastach.

Przy poréwnaniu poziomow apoptozy w zaleznosci od fenotypu
immunologicznego pacjentow ALL, otrzymano wyniki mowigce, iz fenotyp pro-B
opisuje pacjentéw z silnie zahamowana apoptoza, w stosunku do pacjentow z grupy
common (rycina 31). Wczesniej wykazano, iz grupa pro-B cechowata si¢ znamiennie
wyzszym odsetkiem komorek kalpastatyno-dodatnich, w poréwnaniu do blastow o
fenotypie common (rycina 16). Wyniki sugeruja wigc zlozony mechanizm udziatu

biatek systemu kalpainowego w procesach apoptozy blastow ALL.
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Rycina 30. Apoptoza blastéw ALL pacjentow mlodszej i starszej grupy wiekowej (A) oraz
porownanie odsetka komdrek kalpaino-dodatnich (B) w obu grupach wiekowych ALL. A: dla grupy
1-10 lat N=28 i grupa >10 lat N=10 oraz B: grupa 1-10 lat N=22 oraz grupa >10 lat N=4. Obie ryciny
wykazuja istotnos¢ statystyczng przy p< 0,05.
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Rycina 31. Znamiennie rézny (p<0,05) odsetek komoérek o fenotypie péznej apoptozy Aneksyna'7-
AAD' w zaleznosci od fenotypu immunologicznego ALL (przy ALL common N= 35 oraz proB N=4).

Podsumowujac, stwierdzono obnizona apoptoze¢ spontaniczng w
badanych blastach ALL. Wykazano zalezno$¢ zahamowania apoptozy od
poziomu i aktywno$Sci enzymu p-kalpainy w blastach. Korelacja ta,
potwierdzona istotnoscia statystyczng, wskazuje na odwrotng zaleznos¢ miedzy
wysokos$cia poziomu Kkalpainy, a zdolnoscia do $mierci komérkowej ALL.
Stwierdzono tez ujemng korelacje miedzy apoptoza, a wiekiem badanych
pacjentow ALL. Wykazano znaczace rdéznice w uleganiu apoptozie miedzy

blastami ALL pochodzacymi z mlodszej grupy pacjentow, a pochodzacymi ze
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starszej grupy — grupy te roznia si¢ rowniez aktywnoscia p-kalpainy oraz iloscia
kalpastatyny w blastach. Rowniez fenotyp immunologiczny typu pro-B opisuje
pacjentow z silnie zahamowana apoptoza, w stosunku do pacjentow z grupy
common. Zatem, by¢ moze, brak apoptozy zwiazany jest wlasnie z faktem

nadmiernie zaaktywowanej kalpainy w tych blastach.

4.4 Wplyw zahamowania aktywnosci p-kalpainy in vitro na proces

apoptozy w blastach ALL.

Nastepnym celem niniejszej pracy byla préba wywotania zmian w poziomie
apoptozy blastow ALL poprzez chemiczna modulacj¢ dziatania kalpainy w tych
komorkach za pomoca peptydowego inhibitora.

Depolaryzacja mitochondriow w blastach ALL inkubowanych przez 24
godziny z dodatkiem inhibitora IV kalpain oceniana byta przy uzyciu kationowej
sondy JC1 (patrz Materialy i Metody). Zdecydowano si¢ na ten zwiazek z uwagi na
jego zdolno$¢ do przenikania przez blone komdrkowa, stosunkowo wysoka
specyficznos¢ wobec kalpainy oraz udowodnione w literaturze jego dzialanie
hamujace na enzym [127,157]. W doswiadczeniu poshizono si¢ réznymi st¢zeniami
inhibitora IV, by oceni¢ réwniez efekt dawki. Poziom apoptozy oceniano ex vivo -
natychmiast po otrzymaniu probki szpiku oraz po 24 godzinach hodowli in vitro -
zarowno w komorkach z dodatkiem inhibitora IV, jak i grupie kontrolnej tych

samych blastoéw inkubowanych bez inhibitora.

Wykazano znaczny wzrost odsetka komorek zawierajacych monomeryczng
forme¢ sondy JC1, $§wiadczacy o nasilonej depolaryzacji mitochondriow (wzroscie
stopnia apoptozy), wsrdd blastow poddanych dziataniu inhibitora I'V kalpain (rycina

32).
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Rycina 32. Przyktadowy wynik analizy cytometrycznej zmian potencjatu mitochondrialnego
(fluorescencja monomerow JC1- 0$ odcigtych i agregatdw- o$ rzednych) w blastach ALL kontrolnych
ex vivo, kontroli po 24 godzinach oraz inkubowanych z inhibitorem IV (inh IV) w stezeniach 1, 2,
4uM przez 24h. Odsetki komodrek, w ktorych nastgpita znaczna depolaryzacja mitochondriow
naniesiono na rysunku.

Podsumowanie wynikéw doswiadczen, wykazujacych zaleznos¢ apoptozy
blastéw ALL wywolanej inkubacja z inhibitorem IV od wysokosci jego st¢zenia w

zakresie 1-8 uM pokazano na rycinie 33.

71|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

a0

70

60 |

50t

40+

20 ¢

H-

odsetek komarek z monomerami JC1

ex Vivo
+ 1ul
+2ul

+ 4l

- + 8l

Inh IV

kontrola, po 24h

Rycina 33. Wzrost odsetka komdrek z przewaga monomeréow JC1 wskazujagcy na efekt
depolaryzujacy mitochondria (pro-apoptotyczny) przy 24 godzinnej inkubacji blastow z rosngcymi
stezeniami inhibitora IV kalpain. Wykres przedstawia srednie wartosci, ramki oznaczaja btad
standardowy, a wasy odchylenie standardowe; dane dla 6 pacjentéw ALL.

Dodatkowo, blasty pojedynczego pacjenta ALL, od ktérego udato si¢ uzyskac
wystarczajaca ilo$¢ materialu biologicznego, inkubowano z roéznymi stezeniami
inhibitora IV przez 24 i1 48 godzin. Wyniki przedstawione na rycinie 34, wskazuja iz
dtuzsza inkubacja z niskim (1-2 pM) stgzeniem inhibitora I'V daje taki sam efekt, jak
krétsza z wysokim (4-8 uM) stezeniem (zalezno$¢ 1 od dawki, 1 od czasu dziatania).
Doswiadczenie wykonano tylko raz, lecz obiecujace wyniki wskazuja, iz nalezy
powtorzy¢ badania na wigkszej ilosci probek, celem potwierdzenia (takze
statystycznego) tej obserwacji. Determinujagcym czynnikiem jest tu jednak
dostepnos¢ niezwykle cennego materialu o odpowiednio wysokiej leukocytozie

szpiku.
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Rycina 34. Porownanie efektu stezenia (1-8 pM) i czasu dziatania (24 lub 48 godzin) inhibitora IV
kalpain na depolaryzacje mitochondriéw w blastach ALL - monomery JC1. Wykres przedstawia
wyniki pochodzace od jednego pacjenta ALL.

Podsumowujac, w celu oceny mozliwego wplywu modulacji dzialania
kalpainy w blastach CD19" pacjentéow z ALL na ich apoptoze zastosowano
inhibitor IV kalpain, w stezeniach 1uM, 2uM, 4puM i 8uM. Zaobserwowano
znaczny wzrost odsetka komorek zawierajacych monomeryczna forme sondy
JC1, swiadczaca o wzroscie stopnia apoptozy w blastach poddanych dzialaniu 2
— 8 uM inhibitora. Wykazano tez, iz efekt zalezy zarowno od stezenia dodanego
inhibitora (udowadniajac, ze dawki wyzsze mocniej oddzialywaja na enzym p-

kalpaing), jak i od czasu jego dzialania.
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4.5 Ocena rzeczywistej aktywnosci p-kalpainy w badanych

komorkach ALL.

We wczesniejszym fragmencie pracy pokazano wyniki przedstawiajace
wzgledne ilosci kalpain oraz kalpastatyny wykrywanej cytometrycznie w komorkach
ALL oraz kontrolnych. Zastosowana metoda daje dobra informacj¢ o wzglednych
ilosciach (stezeniach) badanych bialek, ale nie moze by¢ uzyta do oceny aktywnosci
proteolitycznej kalpain, co bylo kolejnym etapem mojej pracy. W zwigzku z tym jako
miernik rzeczywiste] aktywnosci kalpainy w blastach ALL zastosowano wlasna
metode, ktora zaklada, ze ilo§¢ natywnej kalpastatyny oraz produktdw jej
proteolitycznej degradacji zalezy bezposrednio od aktywnosci kalpainy w komdrce
[127]. Wzgledna ilos¢ kalpastatyny i jej fragmentow oceniono technika Western blot.
Technika ta wumozliwia detekcje 1 odrdznienie poszczegdlnych fragmentdw
kalpastatyny o roznych masach czasteczkowych, opisujac posrednio aktualng
aktywno$¢ p-kalpainy w badanych komorkach na zasadzie ,,im wyzsza aktywnos¢
proteolityczna, tym wigcej produktow proteolitycznej degradacji kalpastatyny da sie
wykry¢ w probee” [127]. Alternatywna metoda jest zymografia kazeinowa [73], jednak
technika ta umozliwia jedynie pomiar catkowitej dostgpnej aktywnosci kalpainy w
probee, ktdra jest wprost proporcjonalna do st¢zenia enzymu w komorce [73], nie dajac
jednak Zzadnej informacji na temat aktywnosci chwilowej w komdrkach izolowanych ex

Vivo.

W doswiadczeniach przeprowadzonych z uzyciem lizatow komodrek ALL,
otrzymano zrdéznicowane wyniki, rdézne wielkoSciowo fragmenty biatkowe
kalpastatyny - od immunoreaktywnych matych fragmentow ok. 20kDa, poprzez formy
posrednie 30, 50 kDa, do formy natywnej ok. 70 kDa. Pojawiajace si¢ formy mate
swiadczy¢ moga o silnej dzialalnos$ci proteolitycznej kalpainy w danym materiale, stad
wyniki podzielono na poszczegdlne grupy, odpowiadajace aktywnosci kalpainy
(Tabela 2). Zestawienie przedstawia, iz wiekszos$¢ (27) sposrdd 37 przypadkow ALL
wykazywato aktywnos$¢ kalpainy okreslang w tej tabeli jako duza do maksymalne;j.
Ciekawym faktem jest, ze nie wykryto w zadnym z badanych przypadkéw ALL samej
tylko formy natywnej kalpastatyny, co sugerowatoby brak endogennej aktywnosci
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kalpainy w blastach. Jako grupe poréwnawcza potraktowano lizaty komorek AML

oraz komdrki pochodzace od pacjentow nie-ALL.

ilos¢
Grupy kalpastatyny przypadkdw
ALL
Grupa 6 — maksymalna aktywnos¢
(brak kalpastatyny natywnej 1 6

produktow degradacji)

Grupa 5 — bardzo duza aktywnos¢
(tylko 1 produkt degradacji o malej 14
masie czasteczkowej)

Grupa 4 — duza aktywnos$¢
(brak formy natywnej, 2 lub wigcej 7
produktow degradacji o matej m.cz.)

Grupa 3 — Srednia aktywnos¢
(forma natywna + 2 lub wiecej 3
produktow degradacji o matej m.cz. )

Grupa 2 — mala aktywnos$¢

(forma natywna + 1 - 2 produktéw 4
degradacji o matej m.cz.)

Grupa 1 — bardzo mala aktywnos$¢
(forma natywna + nieliczne produkty 3
degradacji o posredniej m.cz.)

Tabela 2. Zestawienie liczb pacjentéow, u ktérych blasty wykazywaty rézny poziom aktywnosci
kalpainy mierzonej degradacja kalpastatyny (patrz schemat na rycinie 9).

Rozktad poszczegdlnych prazkdow na zelu, odpowiadajacych natywnej
kalpastatynie oraz produktom jej proteolitycznego rozktadu o malejacej masie
czasteczkowej przedstawia rycina 35, jako przyktadowy wynik dla przeprowadzonych
doswiadczen. Jako biatko referencyjne postuzyta B-aktyna, wzgledem ktdrej ustalono

densytometrycznie poziom biatka kalpastatyny.
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Rycina 3S5. Zestawienie przykladowych wynikdw do$wiadczen, w ktérych w badanym materiale
wykryto zréznicowang aktywnos¢ kalpainy oceniang na podstawie stopnia degradacji kalpastatyny.
Sciezki 1-2: bardzo duza endogenna aktywnos¢ proteolityczna, 3-4: duza aktywnos¢; 5-7: posrednia i
8-9: niska aktywno$¢ proteolityczna kalpainy. Jako biatko referencyjne wykorzystano pB-aktyne. Obraz
reprezentatywny dla 37 pacjentoéw ALL badanych z uzyciem tej techniki.

Sprawdzano réwniez czy aktywno$¢ kalpainy w blastach ALL, mierzona
stopniem degradacji substratu (natywna kalpastatyna) roézni si¢ w grupach
wiekowych, otrzymujac istotng statystycznie obserwacje mowigca, iz u dzieci
starszych (>10 lat) brak calkowicie tej formy biatka, co odpowiada wyzszej
aktywnosci kalpainy (rycina 36). W tejze grupie wiekowej udowodniono wczesniej
rowniez znacznie podwyzszony poziom enzymu kalpainy, a takze zahamowana
zdolno$¢ do ulegania apoptozie. Tym samym wyniki tego ostatniego dos§wiadczenia
potwierdzaja tez¢ mdéwiaca, iz za zredukowana do zera obecnos¢ formy natywnej
inhibitora odpowiada nadmierna aktywnos¢ proteolityczna kalpainy, ktora roéwniez
moze wptywac na zahamowanie apoptozy w blastach ALL pochodzacych od tych

pacjentow.
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Rycina 36. Endogenna aktywno$¢ kalpainy w blastach ALL mierzona stopniem degradacji
kalpastatyny (ubytkiem formy natywnej) jest znamiennie wigksza u starszych pacjentéw (wiek > 10
lat) (pacjenci 1-10 lat N=27 oraz pacjenci >10 lat N=10).

Poniewaz ple¢ pacjenta moze by¢ jednym z czynnikéw ryzyka w ALL [29],
interesujace bylo sprawdzenie czy pacjenci rdzniacy si¢ picia maja rowniez inny
poziom Kkalpastatyny (a wigc rozng aktywnos$¢ kalpainy). Otrzymane wyniki
wskazuja, iz rzeczywiscie blasty chlopcow z ALL cechuja si¢ mniejszg zawartoscia
zaréwno fragmentéw biatkowych kalpastatyny, jak 1 formy natywnej biatka (rycina
37), réznica jest znamienna statystycznie. Ten wynik §wiadczy o wyzszej aktywnosci

proteolitycznej kalpainy u chlopcdw niz u dziewczat z ALL.
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Rycina 37. Istotnie nizsza zawartos¢ kalpastatyny, zarowno formy natywnej jak i jej zdegradowanych
fragmentow peptydowych, w blastach ALL pacjentow pici meskiej, przy N=16 chlopcow i 21
dziewczat. Wartos¢ liczbowa kalpastatyny, podano jako wartos¢ densytometryczna w odniesieniu do
biatka B-aktyny (jako standard 100%).
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W celu sprawdzenia, czy poziom ekspresji genu kalpastatyny koreluje z
iloscia wykrywanego technika Western blot natywnego biatka, wykonano
zestawienie przedstawione na rycinie 38. W wigkszosci par gen-biatko, ekspresja
genu jest wysoka, za$ odpowiadajacy jej poziom natywnego biatka jest wyraznie
obnizony. Przyczyny tego zjawiska nalezy upatrywa¢ w dziataniu nadaktywnej p-
kalpainy, ktéra degraduje natywna form¢ swego inhibitora, z kazda runda
aktywnosci proteolitycznej zmniejszajac jego dostepna ilo§¢ i1 prowadzac do

powstania peptydowych produktéw degradacji.
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Rycina 38. Zestawienie poziomu ekspresji genu oraz obecnosci natywnej formy biatka kalpastatyny
w tych samych blastach ALL pochodzacych od 13 pacjentow ALL. Ekspresje genu kalpastatyny
podano jako procent ekspresji genu referencyjnego GAPDH, natomiast poziom biatka jako procent
ilosci biatka referencyjnego B-aktyny.

Wykorzystujac wlasna, wczesniej opublikowana metode, dokonano
oceny rzeczywistej aktywnos$ci p-kalpainy w badanych komérkach ALL za
pomoca wzglednej ilosciowej oceny natywnej formy Kkalpastatyny oraz
produktow jej proteolitycznego rozkladu przez kalpainy. Otrzymane wyniki
wskazujg na silng, ale zrdéznicowang aktywno$¢ proteolityczng kalpainy w
blastach pochodzacych od wszystkich pacjentow z ALL. Poréwnanie iloSci
pozostalej natywnej formy kalpastatyny pokazuje tendencj¢ w Kierunku jej

mniejszej ilosci (a wiec wiekszej aktywnoS$ci kalpainy) w blastach ALL
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wzgledem komorek grupy porownawczej. Wykazano tez, ze blasty chlopcow z
ALL zawieraja istotnie mniej, zarowno fragmentow bialkowych kalpastatyny,
jak i formy natywnej; aktywnos¢ kalpainy jest wiec w blastach pacjentow —
chlopcow wyzsza niz u dziewczynek. Udowodniono tez, iz u pacjentow starszych
niz 10 lat brak calkowicie natywnej formy kalpastatyny, co wobec wykazanej
wczesniej nadaktywnosci p-kalpainy w tej grupie, moze mie¢ silny zwiazek

przyczynowo - skutkowy.

4.6 Ocena ekspresji genu i poziomu bialka sorcyny w blastach ALL
oraz proba oszacowania zaleznosci miedzy sorcyna a systemem

bialkowym kalpaina-kalpastatyna.

W ostatniej czgsci doswiadczalnej, niniejszej pracy oceniano wielkosé
ekspresji genu SR/ oraz ilos¢ bialka sorcyny w blastach ALL oraz komodrkach grupy
kontrolnej. Podjeto si¢ rowniez proby znalezienia zwigzku miedzy badanym

biatkiem, a elementami systemu kalpaina - kalpastatyna.

4.6.1 Ocena poziomu ekspresji genu SR/ i ilosci bialka sorcyny w komérkach

ALL oraz grupy poréwnawczej.

Wykazano istotng statystycznie roznice w poziomie ekspresji genu SR/
migdzy blastami biataczkowymi a komorkami poréwnawczymi. Zalezno$¢, przy
p=0,006 (rycina 39A), wskazuje na znaczaca nadekspresje genu sorcyny w
komoérkach ALL w poréwnaniu do komérek CD19" z grupy poréwnawczej. Warto
dodaé, ze ekspresja genu SR/ w grupie kontrolnej wynosita w wigkszosci
przeprowadzonych doswiadczen 0 (z tylko jednym wyjatkiem, nie wplywajac na
zmian¢ poziomu istotnosci roznicy). Nie wykryto rédznic w ekspresji genu SR/ w
blastach ALL w zaleznosci od plci, wieku (rycina 39B), fenotypu

immunologicznego, czy innych parametrow klinicznych.
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Rycina 39. Wysoki poziom ekspresji genu sorcyny (SRI) w blastach ALL oraz znikomo niski w
komérkach poréwnawczych, przy istotnosci p< 0,05, dla blastéw N= 27 oraz grupy pordwnawczej N=
6 (A) oraz brak korelacji miedzy ekspresja genu a wiekiem pacjenta ALL (B).

Po wykazaniu istotnych réznic w poziomie ekspresji genu SRI, postanowiono
oceni¢ poziom ilosci wykrywanego biatka sorcyny technika Western blot. Przy
porownaniu poziomu sorcyny w lizatach ALL 1 grupy poréwnawczej nie
zarejestrowano istotnej roznicy w ich ilosci. Grupa pordéwnawcza stanowita 4 probki
pochodzace od 0sob nie-ALL, w pordwnaniu do licznej grupy lizatéw z blastow, co
moze by¢ przyczyng braku znamiennosci statystycznej obserwowanych roznic
(rycina 40A). Wykazano rowniez, iz w lizatach ALL ilo$¢ bialka sorcyny koreluje
ujemnie z wiekiem pacjentow - w blastach mtodszych pacjentéw ALL poziom biatka
sorcyny jest wyzszy (rycina 40B). Nie wykazano zwigzku poziomu biatka sorcyny z

plcia, czy parametrami klinicznymi.
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Rycina 40. Poréwnanie poziomu biatka sorcyny w lizatach pochodzacych z komérek ALL oraz grupy
poréwnawczej nie wykazuje rdznic istotnie statystycznych (A: N= 33 lizatéw ALL oraz 4 nie-ALL),
za$ poziom biatka sorcyny wykazuje znamienna ujemna korelacje, przy p< 0,05, z wiekiem pacjentow
ALL (B).
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Nastepny etap stanowita proba znalezienia zalezno$ci miedzy poziomem
ekspresji genu SRI a iloscig biatka sorcyny. Rycina 41 wskazuje, iz brak
bezposredniego zwigzku migdzy tymi wielkosciami — znaczna ekspresja genu nie
zawsze koreluje z podwyzszonym poziomem biatka w blastach, nie w kazdym
badanym przypadku sa one na pordwnywalnych poziomach. Mozna zaobserwowac
podzial na grupe pacjentdw, u ktdrych, mimo znacznej wielkos$ci ekspresji genu SRI,
ilos¢ biatka sorcyny w blastach ALL jest niska, oraz grupe o odwrotnej tendencji, a

wigc o niskiej ekspresji genu, ale duzym poziomie biatkowego produktu.
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Rycina 41. Brak bezposredniego zwigzku miedzy poziomami ekspresji genu SR/ i biatka sorcyny w
blastach ALL (wyznaczono 16 par gen - biatko sorcyny zestawione na rycinie), wyniki dla genu
sorcyny SRI podano jako procent ekspresji genu referencyjnego GAPDH oraz dla poziomu biatka jako
procent ilosci biatka referencyjnego B-aktyny.

4.6.2 ZaleznoS$ci miedzy sorcyng a bialkami systemu kalpainowego w ludzkich

komorkach ALL.

Celem kolejnego etapu pracy byla préba oszacowania czy istnieje
wykrywalna i potwierdzona istotnoscig statystyczng korelacja miedzy elementami
systemu kalpainowego, a sorcyng.

Wykazano, iz wystepuje istotna, ujemna korelacja miedzy ekspresja genu

sorcyny, a iloscig kalpastatyny w blastach ALL (oceniang jako jej MFI); w
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komoérkach o duzej ilosci wewnatrzkomdrkowej kalpastatyny, ekspresja genu

sorcyny jest niska (rycina 42).
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Rycina 42. Korelacja ujemna miedzy iloscia kalpastatyny [MFI] a ekspresja genu sorcyny w blastach

ALL, przy p< 0,05 i N=11.

Takze, jesli z ekspresja genu sorcyny korelowano warto$¢ stosunku

okreslonych cytometrycznie (MFI) pozioméw p-kalpainy do kalpastatyny, wykazano

istnienie statystycznie istotnej (p< 0,05) korelacji dodatniej, zgodnie z ktéra wraz ze

wzrostem aktywnos$ci enzymu kalpainy, rosnie ekspresja sorcyny w blastach ALL

(rycina 43).
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Rycina 43. Korelacja dodatnia miedzy wspotczynnikiem proporcji [MFI] p-kalpainy do kalpastatyny
a ekspresja sorcyny w blastach ALL, przy p< 0,05 i N=9.
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Zestawienie ekspresji genu sorcyny z poziomem aktywnosci kalpainy
mierzonym stopniem degradacji kalpastatyny, przedstawia rycina 44. Jak widac,
spadkowi ilo$ci bialka kalpastatyny i fragmentow jej degradacji towarzyszy wzrost
ekspresji genu sorcyny, rowniez ta korelacja jest znamienna statystycznie ( p< 0,05).
Zalezno$ci takiej nie zanotowano w komdrkach pochodzacych od grupy
porownawczej, co moze swiadczy¢ o specyficznej zaleznosci pomiedzy aktywnoscia
kalpainy, a ekspresja SRI w patologicznych blastach ALL. Niestety nie udato si¢
zaobserwowa¢ podobnych zaleznosci pomigdzy aktywnos$cia kalpainy, a poziomem
sorcyny mierzonym technika Western blot, by¢ moze z powodu matlej grupy

badanych i znacznego rozrzutu wynikow.
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Rycina 44. Ujemna korelacja miedzy ekspresja genu SR/, a suma fragmentarycznej formy biatkowej i
natywnej kalpastatyny, N=17, przy p< 0,05.

Podsumowujac, w tym rozdziale wykazano znaczaco wysoka
nadekspresje genu sorcyny w blastach ALL w poréwnaniu do grupy kontrolnej,
w ktorej w wiekszosci przeprowadzonych doswiadczen nie wykazano wcale
ekspresji dla genu SRI. Wysokiej aktywnosci SRI nie towarzyszyl istotny wzrost
produktu bialkowego. Swiadczyc’ to moze o fakcie, ze gen SRI nie jest aktywny
w nienowotworowych limfocytach B, natomiast jego aktywacja moze miec
znaczenie w patomechanizmie ALL. Wykazano réwniez, iz w lizatach ALL ilo§¢
bialka sorcyny koreluje ujemnie z wiekiem pacjentéw - w blastach mlodszych
pacjentow poziom sorcyny jest istotnie wyzszy. Warto tu odnotowa¢é fakt, iz w

blastach mlodszych pacjentow ALL poziom p-kalpainy i jej aktywnos$¢
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endogenna nie sa tak wysokie jak w komorkach nowotworowych pochodzacych
od starszych pacjentow.

Udowodniono, iz ekspresja genu sorcyny koreluje ujemnie, w stopniu
znacznym, z aktywnoscia kalpainy i iloscia kalpastatyny w blastach ALL, gdyz
w komorkach o duzej ilosci kalpastatyny i o wysokim wspoélczynniku ilosci p-

kalpainy do kalpastatyny, ekspresja genu sorcyny jest niska.
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5. DYSKUSJA

Bialaczki sa najczestszym typem nowotworéw krwi w dziecigcej grupie
pacjentow, a wsrod nich zdecydowanie najczegsciej wystgpuje ostra biataczka
limfoblastyczna (ALL). Patofizjologia choroby dotyczy masowego zajecia szpiku
kostnego mtodymi, niedojrzatymi i funkcjonalnie uszkodzonymi limfoblastami linii
B lub T, z czasem moze doj$¢ do wyparcia prawidtowych procesdw krwiotworzenia i
idacych za tym dramatycznych skutkéw w organizmie [2,16,158]. Przyczyny
choroby, mimo intensywnych badan, ciagle pozostaja nieznane. Mozna podejrzewac
pewne korelacje z czynnikami endogennymi jak predyspozycje genetyczne, czy inne
zespoty chorobowe; postuluje si¢ tez wptyw czynnikdéw egzogennych jak szkodliwe
warunki srodowiskowe, promieniowanie, substancje chemiczne. Nie jasna jest tez
potencjalna rola przebytych infekcji badZz ich braku w etiologii ALL, zgodnie z
pogladami Greaves i wsp. [37,42,44].

Intensywny rozwd¢j badan i zastosowanie nowoczesnej polichemioterapii
wraz z leczeniem dodatkowym, zwigkszylo znacznie liczb¢ wyleczen wsrdd
dziecigcych pacjentow ALL. Mimo imponujacego sukcesu terapeutycznego, ktory
nastapil w ciagu ostatnich pieédziesigciu lat, caly czas wystepuje grupa pacjentdw
ALL, u ktérych stosowane leczenie nie odnosi skutku, dochodzi do wznowy
choroby, czy wystapienia powaznych skutkdw ubocznych [2,158,159,160]. Fakt ten
wymusza konieczno$¢ naukowych poszukiwan nowych czynnikow prognostycznych,
mechanizméw patogenetycznych czy potencjalnych celow terapeutycznych. Oprécz
znanych parametrow stosowanych przy diagnostyce ALL, jak wiek i ple¢ pacjenta,
wielko§¢ wstepnej leukocytozy, wczesna odpowiedZz na leczenie, obecnos¢
resztkowej choroby nowotworowej MRD, coraz wigkszy nacisk kladzie si¢ na
markery molekularne — genetyczne 1 biatkowe. Wsrod nowych czynnikow
prognostycznych zaczyna si¢ dostrzegac i1 intensywnie bada¢ czynniki zaangazowane
zarowno w proces nadmiernej, nowotworowej proliferacji blastow ALL,
angiogeneze, jak tez zwigzane ze zjawiskiem zahamowanej apoptozy tych komorek.
Do takich innowacyjnych czynnikow progresji choroby, bazujacych na zjawisku
zakloconej rownowagi migdzy proliferacja a $miercig komorkowsa, zalicza si¢
ostatnio poziom biatek rodziny Bcl-2 czy IAP np. surwiwiny i biatka Livin

[13,29,52]. Potencjalnym celem w poszukiwaniach nowych markerow
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prognostycznych oraz poznania patomechanizméw ALL moze sta¢ si¢ rdwniez
system kalpaina — kalpastatyna, jako biatka ktérych aktywnos$¢ reguluje miedzy
innymi procesy $mierci komorki [13,94]. Kalpainy s3 cysteinowymi proteazami,
ktore do swojej petnej aktywnosci wymagaja odpowiedniego stezenia jondw wapnia.
Najbardziej znane biatka tego systemu to p-kalpaina i1 m-kalpaina, ktore
charakteryzuja si¢ wysokim stopniem podobienstwa w budowie, rdzni je natomiast
wymagana ilo§¢ jonow Ca®" do uaktywnienia. W skfad systemu wchodzi rowniez
specyficzny, endogenny inhibitor enzymu - kalpastatyna. System kalpaina —
kalpastatyna funkcjonuje w ukladzie dokladnie regulowanej rownowagi
wewnatrzkomdrkowej; tylko odpowiednie proporcje i wlasciwosci poszczegdlnych
sktadnikow gwarantuja pelng funkcjonalno$¢ systemu [76,77,81]. Zachowanie tej
wewnatrzkomdérkowej rownowagi skladnikéw systemu kalpaina-kalpastatyna jest
bardzo istotne z uwagi na liczne funkcje jakie petnig kalpainy w komdrkach — od
udzialu w mechanizmach proliferacji i roznicowania komorek, poprzez modulacje
wielu typow sygnatldw wewnatrzkomdrkowych, do apoptozy i $mierci komdrki.
Wykazano, ze zaburzenia w obrebie systemu kalpainowego (niewtasciwa aktywnos¢
proteolityczna kalpain) zwigzane sa z wieloma patologiami komdérkowymi; udziat
kalpain odnotowano w szeregu schorzen neurodegeneracyjnych, choréb migsni, a
takze w chorobach nowotworowych [73,77,79,94,106,107,113,119]. Kalpainy
postulowane s3 zaréwno jako bialka doprowadzajace, poprzez oddzialywania
bezposrednie (np. na kluczowe biatka procesu $mierci komodrki), badz w sposdb
posredni do apoptozy, z drugiej strony zaznacza si¢ tez ich silng role anty-
apoptotyczng. Sprzecznos$¢ t¢ mozna wytlumaczy¢ zaleznosciag od schorzenia, z
ktorym jest zwigzana, by¢ moze réwniez miejscem zachodzacych oddziatywan
(typem tkanki); w stopniu szczegdlowym kwestia ta pozostaje niejasna. Sprawa
kluczowa jest rowniez podkreslenie faktu, iz kalpainy nie dziatajag na wigkszos¢
swoich substratow w sposob destruktywny, lecz jedynie przeprowadzajac czesciowa
proteolize. Czgsto ta ograniczona proteoliza dokonana przez kalpaing, uaktywnia
substrat umozliwiajac jego dzialanie w komorce. Wiasnie w ten sposob regulowana
jest aktywnos$¢ kalpastatyny, ktora dopiero po proteolitycznej modyfikacji przez
kalpaing, moze sta¢ si¢ w peti funkcjonalnym inhibitorem enzymu [76,95,96].
Wspomniane relacje pomiedzy mechanizmem molekularnym apoptozy, a

aktywnoscia kalpain w komorkach polegajag miedzy innymi na fakcie, iz aktywna
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kalpaina moze dokona¢ zaréwno ograniczonej (aktywujacej) proteolizy kaspazy 3 —
stymulujac proces apoptozy, jak tez calkowicie zdegradowac te kaspaze, hamujac
badz uniemozliwiajac apoptoze. Na dodatek, aktywna kaspaza 3 moze proteolityczne
modulowac¢ zardéwno aktywnos¢ kalpainy, jak tez wptywac na kalpastatyng [73,94].
Petla sprzgzen zwrotnych w obregbie systemu kalpaina — kalpastatyna moze
jednak ulec zachwianiu 1 doprowadzi¢ do zaklécenia naturalnych procesow

proliferacji i apoptozy w komorce.

Wspomniana wyzej praca zespolu Witkowski 1 wsp. [73] wykazala, ze
nadmierna ilos$¢ 1 aktywnos¢ p-kalpainy moze by¢ przyczyna zniesionej zdolnosci do
apoptozy limfocytow biataczkowych w przewlektej biataczce limfocytarnej B-CLL.
W tej pracy postawiono wigc hipotez¢ o mozliwosci udziatu zaburzen w systemie
kalpaina - kalpastatyna w patogenezie i opornosci na apoptoz¢ blastdw w ostrej
biataczce limfoblastycznej u dzieci (ALL). Sprawdzenie poprawnosci tej hipotezy
stanowilo jej gldwny cel badawczy. Przeprowadzone badania wykazaty, ze hipoteza
byta poprawna i Zze nadmierna endogenna aktywnos¢ p-kalpainy w blastach ALL jest
odpowiedzialna za zmniejszong sktonnos¢ tych komdrek do ulegania spontanicznej

apoptozie.

I. Ocena ilosci i aktywnoSci systemu kalpaina — kalpastatyna w blastach ALL

Podczas badan wykazano, po pierwsze podwyzszony odsetek biataczkowych
limfoblastéw CD19" zawierajacych znaczne ilosci p-kalpainy w poréwnaniu do
limfocytéw CD19" pochodzacych od grupy poréwnawczej. Takze $rednia
intensywnos¢ fluorescencji (MFI) bedaca cytometrycznym miernikiem ilosci p-
kalpainy w blastach ALL jest znacznie podwyzszona w stosunku do obserwowanej
dla komorek B od dzieci z grupy poréwnawczej. Wydaje sie, iz ten ostatni parametr
pozwala na dokladniejsza, cho¢ nadal wzgledna, iloSciowa oceng¢ zawartosci i
stezenia badanego biatka w analizowanych komdrkach, niz sama wartos¢ odsetka
komoérek o fenotypie kalpaina"CD19". Jak wspomniano wyzej, nadmierna aktywno$¢
proteolityczna p-kalpainy postulowana jest w przebiegu roznych patologii, takze
niektorych biataczek. Badania zespotu Witkowski 1 wsp. [73] wykazaty znaczng role

u-kalpainy w przebiegu przewleklej biataczki B-limfocytarnej osob starszych;
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kalpaina zostala tam odnotowana jako enzym silnie zaangazowany Ww
patomechanizm choroby (glownie przez wplyw na prewencj¢ apoptozy) i ulegajacy
znacznej nadaktywnosci. Wyniki niniejszych badan réwniez wskazuja na znaczne,
statystycznie istotne podwyzszenie ilosci tego samego enzymu i podwyzszenie jego
stezenia w blastach ALL.

W niniejszych badaniach wzigto pod uwage réwniez, pordwnawczo, komorki
CD19" pochodzace ze szpiku dzieci z ostrg biataczka szpikowa (AML). Wykazano,
ze zawartos¢ p-kalpainy w blastach AML nie rdznila si¢ istotnie wzgledem grupy
poréownawczej (u ktorej diagnostyczne naktucie szpiku wykluczylo rozrostowa
chorobe hematologiczng). Wynik ten, zwlaszcza w zestawieniu z wcze$niejsza,
cytowang pracg dotyczaca kalpain w B-CLL [73], moze s$wiadczyC, iz wzrost
stezenia kalpainy jest swoisty dla biataczek, wywodzacych si¢ z linii
limfoblastycznych, a nie dla wszystkich typdw nowotworéw hematologicznych.
Obie biataczki (ALL i AML) r6znig si¢ tez bardzo zdolnoscia do apoptozy; wedlug
doniesien Schuler 1 wsp. [69] apoptoza w ALL jest znacznie silniej zahamowana niz
w przebiegu AML, poziom kaspazy 3 jest tez cztery razy wyzszy w komorkach
AML [161]. Zatem cale zjawisko prewencji apoptozy w komdrkach nowotworowych
AML moze by¢ zwigzane z innymi mechanizmami, a nie z aktywnoscig kalpain, tak
jak w ALL.

Kwestiag wartg krétkiego omdwienia jest rdwniez fakt zastosowania dwoch
roznych przeciwciat skierowanych przeciwko p-kalpainie (przyczyna opisana w
rozdziale Materialy i Metody oraz czesciowo w Wynikach). Wykazano, mianowicie
ze zjawisko istotnie wyzszego odsetka komorek p-kalpaina” wérdd blastow ALL, niz
wérod komoérek CD19" od dzieci z grupy poréwnawczej, nie zalezy od doboru
przeciwciala przeciwko p-kalpainie, pomimo znacznych roznic liczbowych w
wynikach uzyskanych z zastosowaniem tych dwoch odczynnikdw. Ze wzgledu na te
wymuszong sytuacje zadbano o utrzymanie proporcjonalnej grupy komdrek ALL i
nie-ALL badanych zaro6wno jednym, jak i drugim przeciwcialem, biorgc to rowniez
pod uwage przy wszystkich obliczeniach analitycznych. Uzyskane wyniki,
wymuszone zaniechaniem produkcji odczynnika w trakcie realizacji opisanych
badan, pokazuja te sama tendencj¢; sa one wiec dodatkowym potwierdzeniem

istnienia zjawiska wzrostu stezenia enzymu w blastach ALL.
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Zastanawia¢ moze czemu wsrdd dwoch przeciweial monoklonalnych,
majacych teoretycznie t¢ samg specyficznos$é, jedno wykazuje wartos¢ badanego
parametru dwa razy wyzsza od drugiego? Odpowiedziag moze by¢ zastosowanie w
produkcji przez dwie firmy, dwoch roznych klondéw (dla przeciwciata 1 — klon
B27D8, za$ dla przeciwciala 2 - 15C10) oraz fakt, iz mimo ze teoretycznie
przeciwciala wykrywaja to samo, firmy nie podaja czy wykrywane peptydy
sktadowe kalpainy sa identyczne. Jesli zastosowane przeciwciala rozpoznaja
odmienne peptydy w obrebie czasteczki p-kalpainy mozliwe jest, ze dostgpnosé
obydwu peptydow jest rézna i/lub rdzne jest powinowactwo przeciwciat do obydwu
epitopow; w kazdym przypadku mozna by bylo oczekiwaé rédznych (a wigc takich,
jak zaobserwowane w tej pracy) wynikow oznaczen wykonanych z uzyciem obydwu
odczynnikdw.

W blastach ALL sprawdzano rowniez poziom drugiej z ubikwitycznych
kalpain, czyli m-kalpainy. Wykazano, iz odsetek komdrek CD19 zawierajacych m-
kalpaine jest znikomo niski zaréwno w grupie ALL, jak i grupie traktowanej jako
kontrola. ROwniez poziom enzymu mierzony poprzez jego MFI, wskazuje na bardzo
niski poziom m-kalpainy w badanych komdrkach; ilo§¢ ta nie odbiega w sposdb
znaczacy od kontroli (rycina 22). Wyniki te sg podobne do obserwacji m-kalpainy w
komorkach B-CLL [73], gdzie rowniez poziom m-kalpainy nie ulegal wzrostowi w
nowotworowych komodrkach, lecz nawet ulegat obnizeniu wzglgdem komorek
zdrowych. Wyniki te mogg swiadczy¢ o fakcie, iz m-kalpaina zdaje si¢ nie odgrywac
istotnej roli w patomechanizmie ALL, w przeciwienstwie do p-kalpainy.
Oczywiscie, by enzym cechowat si¢ znaczng aktywnoscig, wcale nie jest wymagane
zwigkszenie jego ilosci, lecz brak roznic miedzy grupa ALL, a nie-ALL moze
potwierdza¢ tez¢ o niewielkim wpltywie tej izoformy enzymu na procesy chorobowe
w nowotworowych blastach dziecigcych.

Oszacowujac ilosci/stezenia  sktadnikow  systemu kalpainowego w
limfoblastach ALL, nie mozna poming¢ kalpastatyny — endogennego inhibitora
kalpainy. Kalpastatyna wystepuje razem z kalpainami w tych samych komoérkach,
wplywajac na aktywno$¢ enzymu poprzez zwigzanie si¢ poszczegdlnych domen
kalpainy z subdomenami inhibitora i zachodzaca nastepnie inhibicje kompetycyjng.
W tych badaniach, odsetek blastow kalpastatyna' CD19", pokazuje wartosci wyzsze

w porownaniu do komoérek poréwnawczych, lecz grupa ta jest silnie heterogenna.
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Znaczne zréznicowanie w obrgbie badanej grupy blastow ALL wplywa
prawdopodobnie na powyzszy wynik, §wiadczac 1z cz¢$¢ wsrdd badanych cze$¢ osdb
nie miata wcale kalpastatyny, wigkszo$¢ miata poziom niewielki, tylko u paru oséb
jej los¢ byta podwyzszona (widoczne znaczne odchylenia wokdt wartosci sredniej).
Nalezy tu jednak wspomnieé¢, ze kalpastatyna jest substratem kalpainy, ktory nie
tylko jest przez nig aktywowany, ale ulega proteolitycznej degradacji, co moze by¢
wykorzystane do pomiaru endogennej aktywnos$ci enzymu [127].

Nastgpnie postanowiono rozbi¢ t¢ malo jednolita grupe w zaleznosci od
parametrow klinicznych, czy prognostycznych. Wykazano, iz znaczaco wyzszy
odsetek komérek kalpastatyna'CD19" wystepuje wsrdd starszych pacjentéw ALL,
czyli w grupie wiekowej powyzej 10 lat, niz wsrdd pacjentdw w przedziale od 1-10
lat; w zestawieniu zabraklo pacjentow najmlodszych (mniej niz 1 rok) (rycina 16A).
Dodatkowo stwierdzono tez, ze procent blastow kalpastatyna CD19" zwigzany jest
istotnie z fenotypem immunologicznym, gdzie najwyzszy odsetek laczy si¢ z
fenotypem pro-B, a najnizszy z dojrzalym B-komdérkowym (rycina 16B). Typ
common ALL stanowi grup¢ o posredniej, zroznicowanej ilosci odsetka badanych
komorek. Fenotyp immunologiczny bialaczek ALL dojrzatych B- i T-komérkowych,
moze by¢ negatywnym parametrem rokowniczym (wzglegdem biataczek
progenitorowych ALL) [2,9,16]; interesujace jest, iz w tym wilasnie dojrzatym typie
B-cell stwierdzono najnizszy odsetek blastow kalpastatyna™. Z kolei wiek, w ktérym
zdiagnozowano ALL u pacjenta odgrywa znaczng rolg w rokowaniu klinicznym;
zespot Pui 1 wsp. [9] twierdzi, iz dzieci w wieku 1 — 9 lat uzyskuja lepsze
perspektywy wyleczen, niz grupa pacjentdw ponizej pierwszego roku zycia, badz
starszych niz 10 lat. Podsumowujac, w wynikach wilasnych wykazano rdznice
odsetka komorek kalpastatyna'CD19" w blastach 0s6b réznych grup wiekowych,
zatem parametr ten wydaje si¢ zmienia¢ wraz z wiekiem oraz w grupach ryzyka
pacjentow.

Zawarto$¢ kalpastatyny mierzona jako MFI w blastach ALL, podobnie jak
odsetek komorek wykazany powyzej, pokazuje jej podwyzszong ilos¢ wzgledem
grupy porownawczej (obserwacja na granicy istotnos$ci  statystycznej),
charakteryzujacej si¢ znacznym rozrzutem wynikéw. Mimo tendencji do
podwyzszenia poziomu biatka kalpastatyny wzgledem kontroli, w pordwnaniu do

ogromnie podwyzszonego poziomu MFI (stezenia) p-kalpainy, wida¢ znaczne
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przesunigcie proporcji sktadnikow uktadu inhibitor — enzym na rzecz tego ostatniego,
co moze przeklada¢ si¢ na zakldcenie funkcji systemu kalpaina - kalpastatyna
prowadzace do nadmiernego wzrostu aktywnosci proteolitycznej. Wykazano, iz
odsetek komoérek kalpastatyna'CD19" koreluje z jej iloscig oceniang jako MFI, a
wigc moze by¢ wykorzystywany jako miernik ilo$ci enzymu w badanych
komoérkach. Zawarto$¢ enzymu 1 inhibitora oraz odsetki komoérek je zawierajacych
koreluja ze sobg w blastach ALL, pomimo Ze badane probki wykazywaly silnie
zrdznicowany poziom kalpastatyny. Wynik ten mozna interpretowa¢ jako znacznie
zrdznicowang aktywno$¢ proteolityczng kalpainy w blastach pochodzacych od
réznych pacjentow.

Po wykazanym wysoce podwyzszonym poziomie p-kalpainy, wskazujacym
na zaklocona réwnowage ilosciowa enzymu w badanym systemie proteolitycznym,
postanowiono sprawdzi¢ czy roznice te dotycza rdwniez ekspresji genow tychze
biatek. Postawiono pytanie badawcze — czy podwyzszona ilo$¢ biatka zalezy od
nasilonej ekspresji gendéw powyzszych biatek i1 czy ekspresja ta rozni si¢ w grupie
chorych ALL i pordéwnawczej? Otrzymane powtarzalne wyniki badan technikg RT-
PCR wskazuja, iz ilo§¢ zamplifikowanych produktéw genéw CAPNI i CAPN2 (p-
kalpaina oraz m-kalpaina) nie rézni si¢ znaczaco w grupach ALL i kontrolnej,
obserwowany jest jedynie trend w kierunku nizszych poziomdéw ekspresji genow
obydwu kalpain w blastach ALL (rycina 25 B, C). Roéznice w ilosci kalpain
pojawiaja si¢ zatem w blastach ALL na etapie translacji lub obrdébki potranslacyjne;j,
a nie zaleza od nasilonej transkrypcji. Z kolei poziom ekspresji genu kalpastatyny
(CAST) byt dwukrotnie nizszy w blastach ALL niz dla komorek kontrolnych. Nalezy
tu podkresli¢, iz w wigkszosci byly to komorki pochodzace od pacjentéw o typie
immunologicznym common (jako, iz jest to jeden z najczgstszych fenotypow w
dzieciecych ALL [16]). Wczesniej wykazano, iz rowniez dla tego fenotypu, poziom
biatka kalpastatyny (mierzony cytometrycznie jako MFI) wskazywat obnizong
tendencj¢ do obecnosci wewnatrzkomorkowej tegoz biatka; obserwacje ekspresji
genu 1 poziomu biatka sg wigc zgodne.

Przedyskutowania wymaga tutaj postulowany w literaturze fakt, iz nie zawsze
poziom bialka koreluje dodatnio z wielkoscig ekspresji swojego genu, co w pewnym
stopniu mogloby wyjasnia¢ brak korelacji poziomu transkryptu mRNA z iloscia jego

biatka, zwlaszcza dla p-kalpainy. Boyd i wsp. [162] postuluja, iz ogromne znaczenie
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w poszukiwaniu nowych markerdéw prognostycznych ma wielkos¢ ekspresji
pewnych gendéw, konieczna jest jednak rowniez detekcja kodowanych przez nie
biatek, gdyz nie zawsze wystapi miedzy nimi wprost proporcjonalna zaleznos¢.
Podobnie twierdzi zespot Gygi i wsp. [163] udowadniajac, iz proste zalozenie
proporcji transkryptu mRNA do ilosci biatka jest niewystarczajace i nie zawsze
wykazuje korelacje. Podczas procesow roznicowania w komorkach szpiku czy
biataczkowych liniach komdrkowych zwigzek miedzy ekspresja pewnych gendéw, a
ich poziomem peptydow jest czesto nie wigkszy niz 40 procent [164,165]. Rowniez
badania dotyczace zaleznosci gen — biatko w przebiegu choréb nowotworowych
[166] potwierdzaja, iz czgsto brak powyzszych korelacji, co moze si¢ wigzaé z
licznymi regulacjami i modyfikacjami na poziomie potranslacyjnym, co zatem nie
moze by¢ widoczne na poziomie transkrypcyjnym.

Powyzsze fakty moglyby przynajmniej czg¢Sciowo wyjasni¢ znaczne zmiany
w ilo$ci enzymu kalpainy w blastach ALL, w poréwnaniu do wykrywanego poziomu
ekspresji genu. Dodatkowym czynnikiem zakldcajacym relacje migdzy ekspresja
genu 1 iloscig biatka jest w przypadku systemu kalpaina — kalpastatyna fakt, iz
kalpastatyna jest substratem kalpainy i moze by¢ przez nig aktywnie degradowana

[127].

II. Ocena endogennej aktywnoSci proteolitycznej p-kalpainy poprzez detekcje

produktéow degradacji kalpastatyny

Stwierdzenie roznic w ilosci/stezeniu p-kalpainy i kalpastatyny pomiedzy
blastami ALL i nienowotworowymi komérkami CD19" jest interesujace, ale nie
mdéwi nic o tym, czy proteaza byta aktywna w badanych blastach. W zwigzku z tym
po oszacowaniu ilosci biatka 1 poziomu ekspresji gendw systemu kalpaina —
kalpastatyna zdecydowano si¢ na ocen¢ aktywnosci enzymu w badanych blastach
ALL. W tym celu postuzono si¢ witasng metoda posredniego oszacowania
aktywnosci kalpainy poprzez jej dziatanie na swoj inhibitor (opisano doktadnie w
czesci Materialy 1 Metody). Metoda ta, wedlug Mikosik 1 wsp. [127] zaktada oceng
aktualnej, chwilowej aktywnosci enzymu poprzez detekcje produktow proteolizy
kalpastatyny. Wiedzac, ze kalpastatyna jest naturalnym substratem kalpainy,

wystepujacym w tych samych komdérkach [81,91,95] sposob ten wydaje si¢ logicznie
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uzasadniony 1 nie wymaga dodatku Zzadnych czynnikow ingerujacych (np. w postaci
syntetycznego substratu), mogacych wplywac na funkcjonowanie systemu. Dzigki
zastosowaniu techniki Western blot otrzymano nie tylko potilosciowe,
densytometrycznie obliczone wartosci poziomu biatka kalpastatyny, ale réwniez
dodatkowe informacje, méwigce posrednio o aktywnosci kalpainy. Zazwyczaj przy
pomiarze aktywnosci kalpain badacze decyduja si¢ na detekcje samej kalpainy — jej
formy 80kDa (enzym nieaktywny) i ok. 78kDa (aktywna forma, po proteolitycznym
nacigciu) [162,167]. Rdwnie czesto stosowana jest technika zymografii kazeinowej
[73,87,154], ktora ocenia jednak catkowita dostgpng aktywnos$¢ kalpainy,
proporcjonalng do jej stezenia w badanym materiale. Czgsto tez stosuje si¢ pomiar
proteolizy  konkretnego  substratu  kalpainy, podanego do  $rodowiska
doswiadczalnego, np. fodryny [91,168]. Z kolei zesp6ét Naiapour 1 wsp.
przeprowadza detekcje¢ aktywnosci kalpainy z uzyciem fluorescencyjnego substratu i
cytometrii przeplywowej [169], a Rosser i wsp. dokonuje mikroskopowej detekc;ji
fluorescencji [170]. Wszystkie te techniki pomiaru kalpainy niosg cenne informacje
odnosnie aktywnosci enzymu, jednak zastosowanie wewngtrznego substratu
(endogennej kalpastatyny), bez koniecznosci dodawania go do srodowiska hodowli,
pozwala zmierzy¢ nie calkowita dostepna aktywnos$¢ kalpainy, ale chwilowa
aktywnos¢, taka jaka byta wewnatrz komérek ALL. W pracy zatem zdecydowano si¢
zastosowac ten sposob pomiaru aktywnosci proteolitycznej kalpainy, jako niosgcy
dodatkowe informacje i nie wymagajacy ingerencji syntetycznych substratow.
Otrzymano wyniki mowigce o wystepujacej w blastach ALL znacznej
aktywnosci proteolitycznej kalpainy wobec jej endogennego inhibitora, co
potwierdza detekcja licznych fragmentow peptydowych kalpastatyny, oprécz formy
natywnej tego biatka (ktéra w przypadku wyzszej aktywnosci kalpainy jest
nieobecna). Wartym podkreslenia jest fakt, iz nie wykryto w zadnym z badanych
przypadkow ALL samej tylko formy natywnej kalpastatyny (zawsze obecne byly
mate immunoreaktywne peptydy — produkty degradacji natywnego inhibitora).
Mozna zatozy¢ zatem, ze w kazdym lizacie komdérkowym pochodzacym z blastow
ALL wyjsciowa aktywnos¢ proteolityczna kalpainy byla relatywnie wysoka. W
czesci badanych probek nie obserwowano ani natywnej formy kalpastatyny, ani tez
produktéw jej degradacji. Wynik ten mogtby §wiadczy¢, iz kalpastatyna z jakichs

niejasnych przyczyn nie jest w tych blastach w ogole produkowana lub przeciwnie,
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iz enzym - kalpaina jest tu tak aktywny, iz substrat - kalpastatyna, ulega nie tylko
delikatnej proteolizie, lecz jest kompletnie zdegradowany. Pierwsza mozliwos¢ —
brak produkcji kalpastatyny — mozna wykluczy¢ dzigki stwierdzeniu znacznej
aktywnosci transkrypcyjnej genu CAST w blastach. Mozna wiec zalozy¢, iz podczas
petli sprzezen zwrotnych w ukladzie kalpainowym, w sytuacji gdy enzym jest
nadaktywny nastgpuje stopniowe trawienie domen kalpastatyny; réwniez zgodnie z
Porn-Ares 1 wsp. [95] wyczerpywanie si¢ kalpastatyny moze by¢ wynikiem
zwickszonej aktywnosci kalpainy. Inhibitor posiada cztery powtdrzone domeny, z
ktérych kazda jest zdolna do inhibicji kalpain, aczkolwiek najbardziej efektywna w
tym procesie jest domena I, za§ najmniej wydajna domena III [89]. Zatem gdy ilos$¢
inhibitora zaczyna si¢ zmniejsza¢ i poszczegdlne domeny ulegaja odcieciu, tym
samym kalpastatyna traci swe inhibicyjne oddzialywanie wobec enzymu, ktorego
nadaktywnos$¢ zaczyna si¢ kierowa¢ wobec innych elementow biatkowych komorki.
Wsrod nich znajduja si¢ rowniez te zwigzanych z apoptoza, by¢ moze wigc dochodzi
do ich zniszczenia 1 zatrzymania zjawiska smierci komorkowej. Wedlug Sazontowa 1
wsp. [92] efekt destrukcyjny wobec kalpastatyny moze wywiera¢ kalpaina 2 (m-),
lecz nie kalpaina 1 (p-). Jednak w blastach ALL o stwierdzonej nadaktywnosci p-
kalpainy ta wiasnie izoforma =zdaje si¢ by¢ odpowiedzialna za degradacje
kalpastatyny.

Nie tylko kalpaina moze wywieraC efekt destruktywny na kalpastatyne i
ogranicza¢ jej ilos¢. Wedlug danych literaturowych [91,105] kalpastatyna moze tez
ulega¢ fragmentacji przez kaspaze 3 w réznych typach tkanek. Wzajemne relacje
migdzy kalpainami i kaspazami sg postulowane w literaturze [61,91,96]. Jednak w
blastach ALL, szczegdlnie o obnizonej apoptozie, watpliwym si¢ wydaje by
nastepowatla tak silna nadaktywno$¢ kaspaz, mogacych zredukowac kalpastatyng do
niewielkich peptydowych fragmentéw. Jak wspomniano wyzej, aktywno$¢ kaspazy 3
w ALL jest stosunkowo bardzo niska, podobnie jak w B-CLL [73]. Bardzie;j
prawdopodobne jest, iz kaspazy, podobnie jak kalpastatyna, moga tu ulegac
degradacji proteolitycznej (np. przez nadmiernie aktywna kalpaing) i tym samym
dezaktywacji.

W pracy wykazano roéwniez zalezno$¢ mowiaca o istotnej statystycznie
roznicy w ilosci natywnej kalpastatyny (a wigc w aktywnosci kalpainy) w zaleznosci

od wieku pacjenta (rycina 36). Aktywnos¢ kalpainy w blastach ALL, mierzona
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stopniem degradacji kalpastatyny, jest istotnie wyzsza u pacjentow starszych niz 10
lat. Wazne jest przypomnienie, ze w tej grupie wiekowej udowodniono réwniez
znacznie podwyzszony poziom stg¢zenia enzymu p-kalpainy (rycina 30B), a takze
zahamowang zdolno$¢ do ulegania apoptozie. Zestawienie tych danych pozwala
wysnu¢ wniosek, iz za zredukowang do zera obecno$¢ formy natywnej inhibitora
moze odpowiada¢ nadmiernie aktywna kalpaina.

Ilos¢ kalpastatyny — zarowno formy natywnej jak i produktow jej proteolizy,
roézni si¢ w zalezno$ci od plci pacjenta — u chlopcodw jest jej znaczaco mniej, co
Swiadczy o wyzszej endogennej aktywnosci kalpainy w blastach ALL u tych
pacjentéw (rycina 37). Zaden z pozostatych sktadnikéw systemu kalpainowego nie
wykazal tej zaleznosci. Obserwacja zmian ilo$ci kalpastatyny w zaleznosci od plci
badanego jest interesujaca, gdyz pte¢ meska bywa uwazana za negatywny czynnik
rokowniczy w przebiegu ALL [29,171,172], chociaz cze$¢ autoréw, za najnowszymi
badaniami ostatnich lat, zespotu Pui 1 wsp. [2,158] nie uwzglednia tego parametru,
jako kluczowego, w diagnostyce.

Nalezy tutaj przedyskutowa¢ pojawiajaca si¢ pozornie sprzecznos¢ wynikow,
mianowicie wykazany wcze$niej wyzszy odsetek blastow kalpastatyna CD19" wérod
starszych pacjentdw za pomoca analizy cytometrycznej 1 zerowa ilos¢ formy
natywnej kalpastatyny w tej samej wiekowo grupie wykazanej technika Western
blot. Powyzsza sprzeczno$¢ moze wigzaé si¢ z kwestig zastosowanych metod
detekcji. Warto zauwazy¢, iz cytometria przeplywowa jest metoda wyjatkowo czula,
umozliwiajacg pomiar nawet bardzo matych biatek, stad prawdopodobnie zmierzono
1 odnotowano w analizie nawet fragmenty inhibitora kalpastatyny (zdegradowane
przez kalpaing), nawet jesli w komorkach nie bylo juz formy natywnej inhibitora.
Technika Western blotting ulatwila rozrdznienie poszczegdlnych fragmentdow
peptydowych kalpastatyny od jej formy natywnej. Kazda z zastosowanych tutaj
metod ma swoje zalety i wnosi nowy element poznawczy w badaniach, celowym
zabiegiem wydato si¢ wigc ich zestawienie w niniejszej pracy.

Badanie stopnia degradacji substratu (kalpastatyny) przez kalpaing, poza
opisang grupa blastow ALL zwigzanych z patologig linii limfocytéw B, wykonano
tez w trzech lizatach komoérkowych pochodzacych ze szpiku pacjentow z biataczka
ALL, ale wywodzaca si¢ z linii limfocytéw T. Wszystkie trzy probki ukazaty wysoka

aktywnos$¢ kalpainy; grupa jest jednak zbyt mata by mowic¢ tu o znaczacej tendencji

95|Strona



Rola aktywnosci biatek systemu kalpaina — kalpastatyna oraz sorcyny...

statystycznej. Ta obserwacja potwierdza hipotezg, ze nadaktywno$¢ kalpain, wydaje
si¢ by¢ zwigzana tylko z patomechanizmem biataczek wywodzacych si¢ z linii
limfocytarne;.

Préba korelacji wielko$ci ekspresji genu z poziomem natywnego biatka
kalpastatyny w blastach ALL, wykazata, iz w wigekszosci przypadkow dane te nie s
wprost zalezne (rycina 38). Gldwnie, ekspresja genu jest wysoka, zas§ odpowiadajacy
jej poziom natywnego biatka, jest wyraznie obnizony. Wydaje si¢, ze za zjawisko
moze odpowiada¢ nadmierna aktywno$¢ p-kalpainy w blastach, ktora jak wykazano
powyzej, degraduje domeny swego inhibitora, zmniejszajac jego dostepng ilos¢ 1
prowadzac do powstania matych fragmentéw peptydowych. Zgodnie z danymi
literaturowymi [162,163,166], nie zawsze relacja gen — biatko jest $ciSle zalezna,
nalezy uwzgledni¢ zmiany po etapie transkrypcji, ktore zasadniczo wptywaja na

rzeczywisty poziom biatka w komorce.

III. Wplyw p-kalpainy na programowana S$mier¢ komorkowsa (apoptoze)
blastow ALL oraz proba modyfikacji apoptozy poprzez modulacje¢ aktywnoSci

p-kalpainy

Celem potwierdzenia lub wykluczenia postulowanego wplywu kalpainy na
proces apoptozy blastéw ALL, sprawdzano najpierw spontanicznie zachodzaca
smier¢ komoérkowa w blastach, a dopiero potem dane te korelowano z aktywnoscia
enzymu. Apoptoze w limfoblastach wyizolowanych bezposrednio ze szpiku oceniano
zarbwno jako odsetek komérek CDI19" wiagzacych na swej powierzchni
wyznakowang fluorochromem PE Aneksyne V, jak 1 jako intensywnos¢ MFI tego
znacznika. Zastosowano réwniez druga metode pomiaru apoptozy, z uzyciem sondy
kationowej JC1, by przez wykorzystanie innej techniki, uzyska¢ wieksza rzetelnos¢
wynikéw 1 umozliwi¢ ocen¢ udzialu nadmiernej aktywnosci kalpainy w okreslonych
etapach procesu apoptozy. Stwierdzono obnizong zdolnos¢ do apoptozy
spontanicznej w badanym materiale od chorych ALL w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (rycina 27). Powyzszy trend do utrzymanej na bardzo niskim poziomie
samobdjczej $mierci komorkowej w blastach ALL jest postulowany w literaturze 1

zwigzany z akumulacja nowotworowych komorek [5,12,13,69].
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Dodatkowo warto tu wspomnie¢ o obserwacji wiasnej dotyczacej analizy
cyklu komdérkowego w blastach ALL z uzyciem jodku propidyny, gdzie zauwazono
wyjatkowo niskie procenty limfoblastow w fazach S 1 G2 cyklu komdrkowego;
roéwniez u pacjentow z wysokim parametrem leukocytozy wstepnej. Wydaje sie, ze
zatem, iz za progresj¢ choroby badanych pacjentow ALL, raczej odpowiada
prewencja $mierci komdrkowej nowotworowych blastéw niz bardzo intensywna
proliferacja. Wptyw aktywnosci kalpainy obnizajacy zdolnos¢ do samobdjczej
$mierci komorkowej blastéw ALL, ukazano jako silng korelacje ujemna — gdy rosnie
zawarto$¢ p-kalpainy, znaczaco spada apoptoza komorki nowotworowej (rycina 28).
Obserwacja ta jest zgodna z postulowanym wptywem enzymow z grupy kalpain na
proces apoptozy. Warto jednak przedyskutowac t¢ kwesti¢ doktadniej, gdyz dane
literaturowe mowiag zarowno o pozytywnym, jak i negatywnym wkladzie systemu
kalpainowego w zjawisko programowanej eliminacji komorki. Zespdt Tan 1 wsp.
[87] udowadnia, iz aktywnos¢ p- i1 m-kalpainy moze by¢ skierowana zardwno
stymulujaco, jak 1 hamujaco na proces apoptozy w mysich fibroblastach, fakt ten
zalezy od zastosowanego typu stymulacji; podobne zaleznosci odnotowano w
chomiczych liniach komérkowych [93]. Inny zespol, Cheng i wsp. [118] rowniez
stwierdza niejasng (pro- lub anty-apoptotyczng) role kalpain, przychylajac si¢ racze;j
do ich roli pro-apoptotycznej, poprzez aktywacj¢ gtdwnej kaspazy wykonawczej -
kaspazy 3. Z kolei dzialalnos$¢ anty- apoptotyczng udokumentowat Chua i wsp. [96]
poprzez odnotowanie bezposredniego destrukcyjnego oddzialywania
proteolitycznego kalpain na kaspazy 7, 8, 9 i zahamowanie w ten sposob aktywacji
kaspazy 3 oraz finalnie, wstrzymanie $mierci komorki. ROwniez znaczacy wplyw na
prewencje apoptozy wykazano w komorkach przewlektej biataczki B-limfocytarnej,
rownoczesnie z postulowanym wplywem nadaktywnej p-kalpainy na obnizong ilo$¢
kaspazy 3 [73]. Powyzsze, czesto sprzeczne, doniesienia sugeruja, iz rola kalpain w
procesie apoptozy nie jest ciggle dostatecznie wyjasniona i wymaga dalszych analiz
w roznych modelach badawczych.

W niniejszej pracy wykazano znaczace roznice w zdolnosci do samobojcze;j
$mierci komorkowej miedzy blastami ALL pochodzacymi z milodszej grupy
pacjentow, a tymi ze starszej grupy; chore dzieci z ALL powyzej 10 roku zycia
cechuja si¢ bardzo niskimi parametrami spontanicznej apoptozy blastéw (rycina 29,

30A). Powyzsze grupy wiekowe rdznig si¢ rowniez iloscig 1 aktywnos$cia p-kalpainy
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w blastach (rycina 30B). W blastach starszych pacjentdéw odsetek komorek
zawierajacych p-kalpaing jest znaczaco wyzszy, zatem mozliwe, ze wigksza ilos¢
(stezenie) i aktywno$¢ enzymu w blastach silniej blokuje ich apoptozg. Rowniez
zdolno§¢ do wulegania apoptozie rozni si¢ w zaleznosci od fenotypu
immunologicznego, gdyz typ pro-B wiaze si¢ z silnie zahamowang apoptoza, w
stosunku do pacjentow z grupy common (rycina 31). W zestawieniu wystepuja
jednak znaczne dysproporcje liczebne miedzy obiema grupami fenotypdéw, stad
mimo osiaggnigcia istotnej statystycznie réznicy miedzy grupami, wynik ten nie jest
absolutnie pewny. W zestawieniu zabraklo podtypu dojrzatej biataczki B-
komorkowej, ktory niesie gorsze rokowanie kliniczne niz powyzsze dwa typy [9].
Zatem ciekawg kwestia byloby poréwnanie stopnia apoptozy w tym podtypie ALL, z
analogiczng apoptoza w biataczkach B-prekursorowych (okreslanych jako
rokowniczo korzystniejsze [16] ). Bylo to jednak niemozliwe ze wzgledu na brak
materiatu biologicznego od pacjentdéw z tym typem bialaczek podczas realizacji

niniejszych badan.

Po stwierdzeniu wystepowania obnizonej apoptozy oraz podwyzszonej
aktywnosci p-kalpainy w tych samych komorkach nowotworowych, postanowiono
przeprowadzi¢ probe zahamowania nadmiernie aktywnej kalpainy, celem
sprawdzenia czy taka modulacja wptynie na wystapienie zjawiska apoptozy blastow
ALL. W tym celu postuzono si¢ oceng stopnia depolaryzacji blony mitochondrialne;j
przy zastosowaniu sondy JC1 (opisane doktadnie w czes$ci Materiaty i Metody oraz
Wyniki). Ocenie apoptozy poddawano blasty ALL inkubowane przez dob¢ w pelnym
srodowisku hodowlanym z dodatkiem inhibitora IV kalpain, w zakresie stezen od
IuM do 8uM. Wyniki tych doswiadczen wskazuja na znaczny wzrost odsetka
komorek zawierajacych monomeryczng form¢ sondy JC1, $wiadczaca o wzroscie
stopnia apoptozy w komorkach inkubowanych z dodatkiem inhibitora IV (rycina 32
33). Zatem wigkszo$¢ blastow pod wptywem dodatku inhibitora I'V kalpain wchodzi
w fazg¢ samobdjczej Smierci komorkowej. Intensywnos$¢ zjawiska, zalezna jest
rowniez od wysokosci st¢zenia inhibitora oraz czasu jego dziatania (rycina 33, 34).
Prawdopodobnie mechanizm doswiadczenia, wiaze si¢ z faktem, ze nadaktywna p-
kalpaina, wptywa na prewencje apoptozy w komodrkach wyjsciowych, zas poprzez

wyblokowanie enzymu dodanym inhibitorem, proces programowanej $mierci
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komérkowej moze sie rozpoczaé. Swiadczyé moze o tym wysoka specyficznosé
zastosowanego syntetycznego inhibitora IV, zdolnego do przenikania przez blony
komdrkowe i1 hamowania kalpainy wewnatrz komdrki; zestawienie danych z
wariantem kontrolnym, bez inhibitora IV, wskazuje, iz to inhibicja kalpainy
wymusila §mier¢ blastow.

Otrzymane wyniki sa zgodne z postulowanymi w literaturze naukowe;.
Zardwno Guan 1 wsp. [129] jak 1 Zhu i wsp. [126] otrzymali wyniki, w ktorych
zatrzymanie aktywnosci kalpain, przez zastosowanie syntetycznego inhibitora,
wywotluje zjawisko apoptozy w liniach komdrkowych (nowotworowych, w tym
takze biataczkowych). Rowniez wyniki zespotu Witkowski et al. [73] ukazuja
zjawisko wstapienia komorek przewlektej biataczki, na droge¢ $mierci komdrkowej
pod wplywem inhibicji kalpain. Jedynie McKernan et al. [167] stosujac inhibitory
kalpain w hodowlach komdrkowych, wykazal efekt ochronny komdrek przed
apoptoza. Badanie to bylo jednak przeprowadzone z uzyciem szczurzych linii
komorek siatkdowki, co moze $wiadczy¢ o pewnych rdznicach i unikatowych
relacjach kalpainy z innymi bialkami oraz zjawiskiem apoptozy w komorkach
nowotworowych.

W s$wietle powyzszych danych literaturowych, wraz z badaniami wlasnymi,
wydaje sie, iz kalpaina i mozliwosci jej modulacji, mogg by¢ potencjalnym celem
badawczym w chorobach nowotworowych, co wymaga dalszego intensywnego
badania. Nowe markery, w polaczeniu z tradycyjnymi czynnikami rokowniczymi,
moga pomoc w odniesieniu w przysztosci kolejnych sukceséw terapeutycznych,
poréwnywanych do tych ktére zaszly przez ostatnie pig¢ dekad leczenia bialaczek

ALL.

IV. Ekspresja genu i poziom bialka sorcyny oraz zaleznosci miedzy sorcyna a

systemem kalpainowym

Jako ostatnie, zgodnie z zalozong chronologia badawczg, postanowiono
przeanalizowa¢ wyniki mowigce o wielkosci ekspresji genu oraz poziomu
wykrywanego bialka sorcyny. Analiza ilosci zamplifikowanego produktu genu SR/
wykazata, iz gen ten ulega ekspresji tylko w lizatach pochodzacych z blastow ALL;

w grupie porownawczych komorek, za jednym wyjatkiem, nie wykazano wecale
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ekspresji genu SRI (rycina 39A). Mozna wiec powiedzie¢ tu o istotnej statystycznie
nadekspresji genu sorcyny w nowotworowych limfoblastach. Otrzymany wynik, jest
zgodny z danymi zespotu Tan 1 wsp. [139], ktdry analizujac wielko$¢ ekspresji genu
SRI wuzyskal silng nadekspresje¢ w badanych komoérkach AML 1 liniach
komdrkowych, zas w kontroli wystapit jej calkowity brak. Fakt ten moze swiadczy¢,
ze gen SRI ma szczegdlne znaczenie w patomechanizmie ALL lub ulega nadekspresji
razem z genem MDRI, kodujacym P-glikoproteing (zwigzang z lekoopornoscia
komdrek). Ta wzajemna amplifikacja, szczegdlnie w komdrkach nowotworowych
wielolekoopornych, jest postulowana w dostepnej literaturze naukowej [136-139].

W badaniach wlasnych nie znaleziono zwigzku wielkosci ekspresji genu SR/
z dostgpnymi danymi klinicznymi. Jednak w komdrkach AML nadekspresja sorcyny
wigze si¢ z negatywnym rokowaniem klinicznym [139], stad wiec przysztym celem
badawczym moze by¢ szukanie podobnej zaleznosci rdwniez w blastach ALL w
zdecydowanie powigkszonej grupie chorych i o réznych parametrach klinicznych.

Pordwnanie poziomu biatka sorcyny w blastach ALL i1 komoérkach grupy
porownawczej nie ukazalo istotnej rdznicy w ich ilosci, jedynie tendencje
wskazujaca na obnizong ilo$¢ w blastach (rycina 40A). Brak znaczacych réznic moze
mie¢ zwigzek z do§¢ mala grupa komoérek poréwnawczych w zestawieniu. Jednak
tylko w lizatach ALL ilos$¢ biatka koreluje ujemnie z wiekiem pacjentow, czyli w
komoérkach miodszych pacjentow ALL poziom sorcyny jest wyzszy (rycina 40B).
Czynnik wieku byl juz kilkakrotnie podkreslany w niniejszej pracy;, warto tutaj
przypomnie¢, ze w limfoblastach mlodszej wiekowo grupy ALL wykryto znacznie
nizszy odsetek kalpainy niz w blastach dzieci starszych niz 10 lat (Rycina 30B).
Zatem moze mechanizm spadku ilosci sorcyny wraz z wiekiem komorki
nowotworowej, ma zwigzek z pojawiajaca si¢ nadaktywnoscia p-kalpainy w tym
samym materiale? Podobng zalezno$¢ przedyskutowano wczesniej dla znikajacej z
wiekiem natywnej formy kalpastatyny. Wiedzac, ze kalpaina moze doprowadzi¢ do
degradacji swojego substratu — kalpastatyny [91,95,127], by¢ moze wiec w sytuacji
nadaktywnosci, enzym tnie tez domeny sorcyny, ktora jest niewielkim 22kDa
biatkiem, jej proteolityczna degradacja zatem nastgpitaby stosunkowo szybko.

Proba znalezienia zaleznosci migdzy sorcyng, a biatkami kalpainowymi
ukazuje silne korelacje migdzy wielkoscia ekspresji genu SR/, a poszczegdlnymi

parametrami systemu kalpaina - kalpastatyna. Mianowicie, ujemny zwigzek migdzy
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ekspresja genu SRI, a ilo$cig biatka kalpastatyny w blastach ALL (rycina 42, 44) oraz
dodatni ze wzrostem aktywnosci p-kalpainy (wyliczonym jako wspdlczynnik
proporcji p-kalpaina do kalpastatyny w danych blastach ALL, rycina 43). Otrzymane
wyniki wskazywalyby na silny synergizm w dzialaniu genu sorcyny i biatka
kalpainy, tymczasem zestawienie rzeczywistych relacji biatko sorcyna 1 biatko
kalpaina, nie wykazuje juz tej zaleznosci. Raczej, wykazane w poprzednim akapicie,
dziatanie odwrotne, czyli mechanizm redukcji sorcyny przez nadmiernie aktywna p-
kalpaing. Brak literaturowych danych, ktére mozna by przedyskutowaé w $wietle
wzajemnych relacji miedzy sorcyna, a biatkami kalpainowymi, jedyne dostepne dane
opisuja wzajemne podobienstwo w budowie strukturalnej [85,138] nie wspominajac
nic o wspolnych czy przeciwnych dziataniach w komdrce ostrej biataczki dziecigce;
ALL. Sorcyna, jako bialko regulatorowe, wiaze jony Ca®" i moduluje funkcje
kanalow wapniowych, wptywa wigc na rdézne procesy zalezne od tego pierwiastka,
takze transdukcj¢ sygnatu wapniowego. Zespot Kawakami 1 wsp. odnotowal jej
hamujacy wpltyw na proces apoptozy, chocby przez oddzialywanie na kaspaze 3
[148] czy na skladniki biatkowe rodzin pro- i anty-apoptotycznych (badania grupy Qi
1 wsp. [144]). Wplyw na te same bialka i zjawiska, udokumentowano rdwniez licznie
dla kalpain [91,94,96,149,150]. Zatem wzajemne relacje migdzy sorcyng, a kalpaing
z pewnoscia maja miejsce, wydaje si¢ jednak, ze w nowotworowym blascie
przebiegaja one inaczej niz w zdrowej komorce. Prawdopodobnie, oba biatka, w
zdrowych komorkach, wystepuja w naturalnej rdéwnowadze, utrzymujac swoje
funkcje pod kontrolg zalezng od jonéw wapnia. Z kolei w sytuacji patologicznej, w
komorkach, ktore moga wykazywac fenotyp lekoopornosci, sorcyna, ktora ulegla
nadekspresji, zwiaze znacza cze$¢ jonéw Ca®’, wplynie na pule dostepnych jondw
wapnia w komorce, tym samym wplywajac posrednio na proces apoptozy i
aktywacje enzymoéw kalpainowych. Ilo§¢ wapnia w komorkach, stanowigca
przetacznik do  wystepowania roznych  wewnatrzkomorkowych  szlakéw
sygnalizacyjnych, jest kluczowa do zjawiska aktywacji kalpain; kwestia
odpowiednio wysokiego stezenia jonéw Ca’” w komorce wystarczajacego do
uaktywnienia kalpain byla wielokrotnie poruszana przez badaczy, nie dajac jednak
wystarczajacej odpowiedzi [81,83,92]. Zatem, nadaktywna kalpaina by¢ moze
zaczyna cig¢ z czasem rowniez sorcyne, mimo braku literaturowych dowodow, iz

moze ona by¢ takim substratem. Skomplikowany mechanizm tego procesu pozostaje
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nieznany 1 wymaga dalszych intensywnych badan, ku lepszemu poznaniu
wzajemnego dziatania kluczowych biatek komorki, zwlaszcza w sytuacji

patologicznej komorki nowotworowe;.
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6. WNIOSKI

1. Blasty ALL charakteryzuja si¢ zaburzong rOwnowaga w poziomie biatek
systemu CCS (nadaktywna p- kalpaina w stosunku do kalpastatyny), co
moze by¢ przyczyng zmniejszonej zdolnosci blastéw do ulegania

apoptozie.

2. Kalpastatyna ulega degradacji proteolitycznej w blastach ALL, co moze
ostabia¢ jej wtasciwosci inhibicyjne wobec enzymu kalpainy 1 powiekszaé

jego endogenng aktywnos¢.

3. Zahamowanie aktywnosci proteolitycznej pu-kalpainy moze wptywac na
zahamowanie apoptozy w nowotworowych limfoblastach ALL in vitro;
aktywno$¢ ta moze stac si¢ wigc potencjalnym markerem prognostycznym

patomechanizmu choroby ALL i celem terapeutycznym w tej chorobie.

4. Brak prostej zaleznosci miedzy wielkoscia ekspresji genéw biatek systemu
kalpainowego 1 sorcyny moze wynika¢ z wystepowania silnych
modyfikacji  potranslacyjnych, badz oddziatywan o charakterze

enzymatycznym w obrgbie blastow ALL.
5. Istniejg zaleznosci w ilosci i wzajemnym funkcjonowaniu biatka kalpainy

oraz sorcyny w nowotworowych komorkach ALL, ktére wymagaja

dalszych badan.
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STRESZCZENIE

Ostra biataczka limfoblastyczna ALL jest jednym 2z najczg$ciej
wystepujacych nowotworéw wsrod dzieci. Patomechanizm choroby zwigzany jest z
nadmierng proliferacja komorek linii limfoidalnej B (rzadziej T), jak rowniez
zmniejszong podatnoscia na czynniki wywotujace programowang $mier¢ komorek
(apoptozg). Zastosowanie zaawansowanej polichemioterapii przyczynito si¢ w ciggu
ostatnich dziesiecioleci do znacznego sukcesu terapeutycznego wsrod chorych z
ALL, mimo tego faktu ciaggle pozostaje grupa pacjentdw, u ktdrych leczenie nie
odnosi skutku, badz wystepuje wznowa. Wynika stad potrzeba poszukiwan nowych
markerdw prognostycznych czy diagnostycznych i celow terapeutycznych ALL u
dzieci. Jednym z takich potencjalnych celow badawczych jest system biatkowy
kalpaina — kalpastatyna (CCS). Rodzina kalpain (p- 1 m-kalpaina), to proteazy
wapniowo-zalezne, ktére poprzez swoje  biomodulujace  oddziatywanie
proteolityczne na rozliczne substraty wpltywaja na procesy wewnatrzkomorkowe.
Rola kalpain jest ogromnie istotna podczas zjawiska $mierci komorki, gdyz
aktywujac swe substraty enzym ten moze dziala¢ zardwno pro- jak 1 anty-
apoptotycznie. Nadmiernej aktywnosci kalpain zapobiega endogenny inhibitor -
kalpastatyna, ktory wystgpuje w $cisle regulowanej réwnowadze z kalpainami w
zdrowych komorkach. Kazde zachwianie tej rownowagi moze doprowadzi¢ do
nieprawidlowosci, np. braku apoptozy. Z kolei biatko sorcyna, ktdérego funkcja
regulacyjna wigze si¢ z modulacja kanatdéw wapniowych, wykazujace podobienstwo
w budowie do lekkiego fancucha kalpainy, moze (zmieniajac stezenie wapnia w
cytoplazmie poprzez wiazanie jonéw Ca®") bezposrednio lub posrednio wptywaé na
aktywacje kalpain.

Celem badawczym tej pracy bylo sprawdzenie potencjalnej roli systemu CCS
1 sorcyny w zahamowaniu apoptozy komorek ALL poprzez oceng ilosci 1 aktywnosci
sktadnikow systemu oraz modulacj¢ aktywnosci kalpainy w blastach.

Oceng ilosci biatlek CCS wykonano w blastach ALL oraz poréwnawczo w
blastach AML i komérkach CD19" od pacjentéw bez schorzen onkologicznych, z
uzyciem cytometrii przeptywowej. Wykazano silnie podwyzszony odsetek komdrek
u-kalpainaCD19", jak réwniez stezenie p-kalpainy (MFI) w blastach ALL, wobec
grupy poréwnawczej. Poziom m-kalpainy byt niski i nie odbiegal znaczaco od grupy

poréwnawczej. [los¢ i stezenie kalpastatyny byty podwyzszone 1 do$¢ heterogenne w
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blastach ALL (wyzsze wartosci dla pacjentdw starszych i fenotypu pro-B).
Wszystkie powyzsze rdznice migdzy wynikami byly istotne statystycznie.

Na poziomie transkrypcji ekspresja genu dla kalpastatyny (CAST) w
komdrkach ALL byta nizsza niz dla grupy poréwnawczej, zas dla genéw obu kalpain
(CAPNI 1 CAPN2) nie wykazano tej roznicy.

Wykorzystujac wlasng metode rzeczywistej aktywnosci p-kalpainy w
badanych komoérkach za pomoca pomiaru degradacji kalpastatyny, wykazano silna,
ale zréznicowang aktywnos¢ proteolityczng p-kalpainy w blastach pochodzacych od
wszystkich pacjentéw z ALL wzgledem komérek CD19" grupy poréwnawcze;.
Najwyzsza aktywno$¢ enzymu obserwowano u pacjentdw starszych niz 10 lat.

Wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ pomi¢dzy poziomem i aktywnos$cia
p-kalpainy a redukcja spontanicznej apoptozy blastéw ALL. Zaobserwowano
znaczace roznice w uleganiu apoptozie miedzy blastami ALL w zaleznosci od wieku
pacjenta — grupy te roznig si¢ rowniez aktywnoscia p-kalpainy oraz ilosciag
kalpastatyny. Roéwniez fenotyp immunologiczny typu pro-B opisuje pacjentow z
silnie zahamowang apoptoza, w stosunku do pacjentéw z grupy common.

Préoba wywolania zmian w poziomie apoptozy blastow ALL poprzez
chemiczng modulacje dziatania kalpainy w tych komorkach za pomoca peptydowego
inhibitora IV oceniana z uzyciem sondy potencjalu mitochondrialnego JCI1
wykazata, ze zahamowanie p-kalpainy powoduje wzrost spontanicznej apoptozy;
efekt ten zalezy zaréwno od st¢zenia dodanego inhibitora, jak i od czasu jego
dzialania.

Wykazano znaczaco wysoka nadekspresje genu sorcyny (SRI) w blastach
ALL w porownaniu do grupy kontrolnej. Udowodniono tez, iz ekspresja SR koreluje
ujemnie, w stopniu znacznym, z aktywnos$cig p-kalpainy i iloscig kalpastatyny w
blastach.

Powyzsze wyniki wskazuja na silne, swoiste zaktocenie rownowagi enzymu
u-kalpainy 1 inhibitora kalpastatyny w blastach ALL, prowadzace do nadmiernej,
niekontrolowanej przez kalpastatyne aktywnosci proteolitycznej, co moze by¢ jedng
Z przyczyn zmniejszonej spontanicznej apoptozy tych komorek, a takze na zaleznosci
w ilosci 1 wzajemnym funkcjonowaniu p-kalpainy oraz sorcyny w blastach ALL.
Tym samym p-kalpaina moze stac si¢ wiec potencjalnym markerem prognostycznym

i celem terapeutycznym w ALL u dzieci.
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ABSTRACT

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is one of the most common
malignancies among children. Pathomechanism of the disease is associated with
excessive proliferation of lymphoid B or (less frequently) T cells, as well as reduced
susceptibility of the blasts to programmed cell death (apoptosis). The development of
advanced chemotherapy contributed over the last decades to the significant
therapeutic success in ALL patients; however, still remains a group of patients whose
treatment has no effect or the relapse occurs. Hence the need of intense research for
new diagnostic/prognostic markers and therapeutic targets in childhood ALL.

Main scientific aim of this work is to verify the hypothesis of participation of
the calpain — calpastatin system (CCS) in apoptosis avoidance of the ALL blasts. The
calpain (p-and m-calpain) family are calcium-dependent proteases, which through
their limited proteolytic activity biomodulate many cellular substrates and affect
intracellular processes, including both proliferation and apoptosis. The role of
calpain is very important cause the enzyme can act as either pro- or anti-apoptotic.
Excessive activity of calpain is prevented by its endogenous inhibitor - calpastatin,
existing in a strictly regulated balance with calpain in healthy cells. Any disturbance
of this balance may lead to anomalies, including absence of apoptosis. Sorcin - small
regulatory protein showing the structure homology to the light chain of calpain, is
associated with modulation of calcium channels, thus it may directly (by modulating
[Ca®"] or indirectly (by binding of Ca*") affect the activity of calpains.

The aim of the study was to assess the potential role of CCS in the inhibition
of ALL cell apoptosis, by estimation of amounts and activities of calpains,
calpastatin and sorcin and by modulation of calpain activity in the blasts. The
analysis of amounts of various CCS components was performed on ALL blasts and
comparative AML blasts and CD19" cells from hematological patients without
malignancy using flow cytometry. Highly elevated percentage of p-calpain CD19"
blasts, as well as high amount of p-calpain (MFI) was demonstrated in ALL blasts,
compared to both control groups. Contrastingly, the level of m-calpain was low and
did not differ significantly from the control group. The amount and concentration of
calpastatin were increased and quite heterogeneous within ALL cells (higher values
for older patients and ALL pro-B). All differences between the results were

statistically significant. Expression of the calpastatin gene (CAST) in ALL cells was
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lower than for the control group, while the expressions of genes of both calpains
(CAPNI, CAPN2) exhibited no difference.

Using own method for measuring the actual activity of p-calpain by detecting
and quantifying the level of proteolytic degradation of calpastatin by calpain, an
assessment of the actual activity of the latter was performed in blasts and control
cells. The results indicate a significantly strong, but diverse, calpain proteolytic
activity in ALL blasts from all patients. In patients older than 10 years, was no
detected native form of calpastatin, which is interpreted as the highest level of
activity of p-calpain in this group.

Spontaneous apoptosis was inhibited in ALL blasts, in statistically significant
correlation with both high amount and activity of p-calpain. Significant differences
in activity of p-calpain and calpastatin amounts were observed also when the
patients’ age and ALL immunophenotype were considered; pro-B ALL describes
patients with strongly suppressed apoptosis and high calpain amount, compared to
ALL of the common type.

Attempt to induce apoptosis of ALL blasts by chemical inhibition of calpain
activity using a peptide inhibitor IV was successful; the effect depended on both the
concentration of added inhibitor (high dose stronger impact on the enzyme p-calpain)
and duration of exposure.

There was significantly high overexpression of sorcin gene SR/ in ALL blasts
compared to the control group. Also have been shown that the SR/ expression
strongly correlated with the activity and amount of calpain and calpastatin in ALL
cells.

These results suggest a strong and specific impairment of the p-
calpain/calpastatin and sorcin equilibrium in ALL blasts, leading to excessive
proteolytic activity of the enzyme uncontrolled by calpastatin, which may be one of
the causes of reduced spontaneous apoptosis of these cells. Thus, p-calpain may

become a potential prognostic marker and therapeutic target in the ALL disease.
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