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Indeks skrotow

Indeks skrotow

AW¥Ym mitochondrialny potencjat btonowy (ang. inner mitochondrial membrane
potential)

5-FU 5-fluorouracyl

AsPC-1 linia komoérkowa ludzkiego raka trzustki

AsPC-1-WT linia komérkowa AsPC-1 typu dzikiego

AsPC-1-CPR linia komoérkowa AsPC-1 z nadekspresjg genu kodujacego reduktaze P450

AsPC-1-3A4 linia komérkowa AsPC-1 z nadekspresjg genu kodujacego izoenzym CYP3A4

AVOs kwasne organella komérkowe (ang. acidic vesicular organelles)

Atg geny zwigzane z autofagig (ang. autophagy related genes)

Bcl-2 biatko antyapoptotyczne podrodziny BcL-2 (ang. B-cell ymphoma protein 2),

BxPC-3 linia komoérkowa ludzkiego raka trzustki

C-1748 (9-(2’-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna

CDK kinazy cyklino-zalezne (ang. cyclin dependent kinases)

CPR reduktaza cytochromu P450 (ang. cytochrome P450 reductase)

CsC nowotworowe komoérki macierzyste (ang. cancer stem cells)

CQ chlorochina

CYP3A4 izoenzym cytochromu P450

DAPI 4',6-diamidyno-2-fenyloindol

EMT tranzycja epitelialno-mezenchymalna (ang. epithelial-mesenchymal transition)

FITC fluoresceina

GFP biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)

ICs0, 1Csg0 stezenie zwigzku hamujgce proliferacje komoérek, odpowiednio w 50 % lub 80 %

JC-1 jodek 5, 5', 6, 6'-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraetylobenzimidazolokarbocyjaniny

KRAS onkogen (ang. Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog)

LC3 biatko zwigzane z mikrotubulami (ang. microtubule-associated protein light
chain 3)

LD krople ttuszczowe (ang. lipid droplets)

MiaPaCa-2 linia komorkowa ludzkiego raka trzustki

MDR zjawisko opornosci wielolekowej (ang. multidrug resistance)



Indeks skrotow

MOMP

mTOR

Panc-1

PARP

Pl

PI3K-1II

ROS

UGT

w

permeabilizacja zewnetrznej btony mitochondrium (ang. mitochondrial outer

membrane permeabilization)

ssaczy cel dla rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin)

linia komoérkowa ludzkiego raka trzustki

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

jodek propidyny

kinaza fosfatydylo-3 inozytolu klasa Ill (ang. phosphoinositide 3-kinase class IlI)
reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
UDP-glukuronylotransferaza (ang. UDP-glucuronsyltransferase)

wortmanina



Streszczenie

Streszczenie

Dynamiczny rozwdj medycyny w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat przyczynit sie do
wdrozenia nowych metod leczenia pacjentow dotknietych chorobami nowotworowymi.
Statystyki dotyczace zachorowan na nowotwory nie sg jednak optymistyczne. W ciggu
kolejnych kilkunastu lat liczba zachorowan na raka gwattownie wzrosnie. Pocieszajgcy moze
by¢ fakt, ze rosnie takze liczba pacjentow, ktérym udaje sie wygra¢ z choroba, jednak nie
dotyczy to wszystkich nowotworéw. Sg nowotwory, w przypadku ktérych leczenie nadal ma
charakter paliatywny, a zachorowalnos¢ jest praktycznie réwna umieralnosci. Do takich
nowotworow zaliczany jest rak trzustki.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowig
kontynuacje badah prowadzonych w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki
Gdanskiej majacych na celu otrzymywanie nowych zwigzkéw przeciwnowotworowych
i okreslenie ich aktywnosci cytotoksycznej oraz mechanizmu dziatania wobec komorek
nowotworowych w warunkach in vitro. Spos$réd pochodnych imidazoakrydonodw,
triazoloakrydonéw i pochodnych 1-nitroakrydyny, pochodna 1-nitroakrydyny o symbolu
C-1748 w badaniach aktywnosci cytotoksycznej wykazata najwyzszg aktywnos$é wobec
komorek czterech linii raka trzustki: Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 oraz AsPC-1. Poniewaz rak
trzustki jest najbardziej ztosliwym i opornym na leczenie nowotworem, wszystkie badania
podstawowe, ktére przyczynig sie do lepszego poznania biologii nowotworu, przyczyn
lekoopornosci, czy mechanizmu dziatania chemoterapeutykdéw sg w petni uzasadnione.

W pierwszej czesci pracy doktorskiej przeprowadzitam badania aktywnosci
biologicznej pochodnej C-1748 w stosunku do komorek czterech wybranych linii raka
trzustki. Wykazatam, ze zwigzek byt najbardziej aktywny wobec komérek linii MiaPaCa-2.
Pochodna C-1748 w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICg, indukowata istotne zmiany w
cyklu zyciowym komoérek raka trzustki. Cytometryczna analiza zmian w dystrybucji komérek
w cyklu zyciowym wykazata, ze pod wptywem dziatania zwigzku, w zaleznosci od badanej
linii komdrkowej, dochodzito m.in. do trwatej akumulacji komoérek w fazie G1 lub G2/M cyklu
zyciowego oraz wzrostu ilosci komérek we frakcji sub-G1. Ponadto, w komérkach linii Panc-
1, MiaPaCa-2 i BxPC-3 pochodna C-1748 w zaleznosci od zastosowanego stezenia i czasu
inkubaciji, indukowata apoptoze. Apoptoza zachodzita poprzez aktywacje kaspaz i przy
udziale mitochondridw. Towarzyszyty jej réwniez zmiany w morfologii jader komdérkowych
oraz zmiany rozmieszczenia fosfolipidéw btonowych. Dodatkowo, na skutek dziatania

zwigzku dochodzito do obnizenia ekspresji biatka antyapoptotycznego Bcl-2.



Streszczenie

Wybiérczym mechanizmem dziatania zwigzku byta indukcja przyspieszonego
starzenia komorkowego w komorkach linii AsPC-1, ktére wykazaty opornosé na indukowang
przez zwigzek apoptoze. Nowym, jak dotad niepozhnanym mechanizmem dziatania
pochodnej C-1748 bylo hamowanie autofagii w komérkach trzech badanych linii. Hamowaniu
autofagii i indukcji apoptozy towarzyszyt réowniez wzrost poziomu neutralnych lipidéw
wewnatrzkomérkowych i akumulacja lipiddw w kroplach tluszczowych. Co wiecej,
zastosowanie kombinacji C-1748 z inhibitorem autofagii — wortmaning wywierato silniejszy
efekt zarébwno na proces autofagii jak i apoptozy w poréwnaniu do zastosowania samej
pochodnej 1-nitroakrydyny.

W drugiej czesci dysertacji skupitam sie na roli enzymdéw metabolizujgcych
ksenobiotyki w koricowej odpowiedzi biologicznej komérek nowotworowych trzustki. Zaréwno
dane literaturowe, jak i wyniki badan prowadzonych w naszym zespole wskazujg, ze zmiana
poziomu ekspresji enzymow metabolizujgcych chemoterapeutyki ma wptyw na odmienng
wrazliwo$¢é komoérek nowotworowych wobec tych zwigzkéw [Gut i wsp.,2000, Hofownia
i wsp., 2003, Pawfowska, 2014]. Jedng z przyczyn moze by¢ ich rézny udziat w przemianach
metabolicznych zachodzgcych w komaérkach. Przy podwyzszonej ekspresji danych enzymow
moga bowiem powstawaé dodatkowe metabolity, ktdre wykazujg wyzszg aktywnos$¢ wobec
komérek [Gorlewska, 2001, Wisniewska, 2008]. W pierwszym etapie badan wykazatam, ze
ekspresja wybranych enzymoéw | fazy metabolizmu ksenobiotykéw, w tym enzyméw
metabolizujgcych pochodng C-1748 rézni sie w komorkach czterech badanych linii raka
trzustki. Nastepnie przeprowadzitam przejsciowq transfekcje najbardziej opornych na
dziatanie zwigzku komorek linii AsPC-1, plazmidami z sekwencjg genéw CPR (reduktazy
cytochromu P450) i CYP3A4 - kluczowych dla transformacji metabolicznej pochodnej
C-1748. Skutkiem nadekspresji CPR i CYP3A4 w komérkach AsPC-1, byly m.in. zmiany
stezenia i rodzaju produktow przemian metabolicznych zwigzku w komérkach. W komérkach
z nadekspresjg zaréwno CPR, jak i CYP3A4 obserwowatam wiekszg ilos¢ metabolitéw oraz
nowe metabolity, ktérych obecnosci nie stwierdzitam podczas analizy chromatograficznej
metabolitdw w komdrkach AsPC-1 typu dzikiego. W kolejnym etapie wykazatam rowniez, ze
nadekspresja enzymow CPR i CYP3A4 skutkowata zwiekszong wrazliwoscig komorek
AsPC-1 na cytotoksyczne i proapoptotyczne dziatanie pochodnej C-1748 w poréwnaniu do
komorek typu dzikiego.

Podsumowujgc, uzyskane wyniki wskazaty na wysokga aktywnos¢ pochodne;j
C-1748 wobec komérek nowotworowych trzustki. Poznane mechanizmy dziatania badanego
zwigzku mogg by¢ podstawag do zaprojektowania nowych analogéw pochodnej C-1748 o
udoskonalonych wiasciwosciach. Z kolei, zaleznos¢ pomiedzy poziomem ekspresji enzymow

metabolizujgcych dany zwigzek w komorkach, a konncowg odpowiedzig tychze komorek na
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jego dziatanie wskazuje, ze potencjalny lek bedzie wykazywat indywidualne dziatanie
u réznych pacjentéw, o indywidualnym poziomie ekspresji enzymow metabolizujgcych CPR
i P450. Uzyskana wiedza pozwoli réwniez na opracowanie nowych modeli komérkowych do
badan podstawowych. Oba poruszane przeze mnie zagadnienia w dalszym ciggu wymagaja
jednak kontynuacji i bedg przedmiotem badah prowadzonych w przysztosci przez innych

cztonkéw zespotu.
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The dynamic development of medicine in the last few decades has contributed to the
implementation of new treatment for patients with cancer. However, the statistics of new
cancer cases are not optimistic. Over the next dozen years, the number of new cases will
increase dramatically. Although it is of some consolation that the number of cancer patient
who managed to overcome the disease is also increasing, this does not apply to all types of
cancer. There is a cancer in case of which therapy is palliative and morbidity equals
mortality. The cancer which | am referring to is pancreatic cancer.

The research carried out in the framework of this dissertation is a continuation of the
research conducted in the Department of Pharmaceutical Technology and Biochemistry of
Gdansk University of Technology the aim of which is developing new anticancer compounds
and studying their cytotoxic activity and mechanism of action against tumor cells in vitro.
Among the imidazoacridinones, triazoloacridinones and 1-nitroacridine derivatives,
compound C-1748, 1-nitroacridine derivative, showed the highest cytotoxic activity against
four pancreatic cancer cell lines: Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 and AsPC-1. Because
pancreatic cancer is the most malignant and chemo-resistant cancer out of all cancer types,
basic research that will contribute to a better understanding of the biology of this cancer, the
causes of drug resistance and the mechanism of action of chemotherapeutic agents is fully
justified.

The first part of my dissertation was focused on the biological activity of the
C-1748 derivative against four, selected pancreatic cancer cell lines. | showed that
C-1748 exhibited the highest cytotoxic activity against MiaPaCa-2 cells. In the concentration
corresponding to the ICg value, the drug also induced significant changes in pancreatic
cancer cells progression through the cell cycle. Flow cytometry analysis revealed that,
depending on the tested cell line, drug induced permanent accumulation of G1 or G2/M
phase cells and an increase in the population of cells in sub-G1 fraction. In addition, following
the drug treatment, Panc-1, MiaPaCa-2 and BxPC-3 cells underwent time- and dose-
dependent apoptosis. Apoptosis was manifested by caspase-3 activation and
mitochondrialdysfunction. It was also accompanied by the changes in nuclear morphology
and changes in the distribution of membrane phospholipids. Moreover, treatment with the 1-
nitroacridine derivative C-1748 decreased expression of anti-apoptotic Bcl-2 protein. This
drug also revealed selected mechanism of action against AsPC-1 cells of highest resistance
to C-1748-induced apoptosis. It was accelerated cellular senescence. During my research, |
also found a new role for C-1748 as a potent inhibitor of autophagy in the three tested cell
lines. Autophagy inhibition and induction of apoptosis was also accompanied by the

increasing level of neutral lipids and intracellular accumulation of
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lipid droplets. Moreover, the use of the combination of C-1748 derivative with an autophagy
inhibitor - wortmannin exerted a stronger effect on both autophagy and apoptosis in
comparison to 1-nitroacridine derivative single treatment.

Second part of my dissertation focused on the role of xenobiotic metabolizing
enzymes in the final biological response (cell death) of pancreatic cancer cells to the drug
treatment. Both, the literature data and the results obtained so in our group that the
expression level of chemotherapeutic metabolizing enzymes may affect the sensitivity of
cancer cells to the drug treatment. Different sensitivity may be the result of a variation of
metabolic profile of the drug in cells. The overexpression of selected metabolizing enzymes,
may lead to the formation of new metabolites, which are more active against cancer cells
than the parent compound. First, | demonstrated that the expression level of selected phase |
metabolizing enzymes, especially those involved in C-1748 metabolism, differs between four
tested pancreatic cancer cell lines. Next, AsPC-1 cells, which were the most resistant to the
drug, were transiently transfected with plasmids carrying CPR (cytochrome P450 reductase)
and CYP3A4 genes - (which transcribe for) the key enzymes that metabolize C-1748. The
overexpression of CPR and CYP3A4 resulted in different types of metabolic products, of
various concentrations. In both CPR and CYP3A4 transfected cells | observed more
metabolites which were present of greater amount in comparison to AsPC-1 wild type cells.
In the next step, | showed that the overexpression of CPR and CYP3A4 resulted in the
higher cytotoxic and proapoptotic activity of C-1748 against transfected AsPC-1 cells as
compared to wild-type AsPC-1 cells.

In conclusion, the obtained results showed that the C-1748 derivative exhibited high
activity against pancreatic cancer cells. Knowing the drugs’ possible mechanisms of action,
may be the basis for future development of new drug analogs with improved properties. On
the other hand, the relationship between the expression level of drug metabolizing enzymes
in the cancer cells and the final biological response of these cells to the drug treatment
indicates that the drug will exhibit different effect in patients with individual level of
metabolizing enzymes CPR and P450. Obtained results may also contribute to the
development of new cellular models for basic research. Both issues discussed in my
dissertation require continuation and will surely be the subject offuture research conducted

by other team member
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1. Wprowadzenie- charakterystyka badanego zwiazku

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej od lat prowadzone
sgq badania majgce na celu otrzymanie nowych zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym.
W 1974 roku do lecznictwa wprowadzono pierwszy polski lek przeciwnowotworowy, Ledakrin
(Nitracrine®, C-283) [Radzikowski i wsp., 1974]. Byt on stosowany w leczeniu m.in.
nowotworow jajnika, otrzewnej oraz niektérych nowotworéw skéry. Z powodu wysokiej
toksycznosci, lek ten zostat jednak wycofany z terapii klinicznej [Mazerska i wsp., 1990].
Zwazywszy na unikalne wtasciwosci biologiczne i chemiczne pochodnych nitroakrydyny,
prace badawcze kontynuowano poszukujgc nowych, udoskonalonych analogdéw Ledakrinu,
ktore charakteryzowatyby sie rownie wysokg aktywnoscig przeciwnowotworowg
i jednoczesnie obnizong toksycznoscig ogolng. W trakcie licznych badah wykazano, ze
wprowadzenie dodatkowego podstawnika elektronodonorowego w potozeniu para do grupy
nitrowej, skutkowato wyzszg stabilnoscig metaboliczng i nizszg toksycznoscig nowo
zsyntetyzowanych pochodnych nitroakrydyny [Szostek A., 2003].

NHR, NO,
.
L
H2
Ri= ( CH2)sN(CH3); R:=H Ledakrin
Ry= ( CH.),OH R.=CH; C-1748

Rysunek 1. Wzér strukturalny wybranych pochodnych.

Pochodne 9-amino-4-metylo- lub 4-metoksy-1-nitroakrydyny, staty sie mniej podatne na
redukcje, co prawdopodobnie odpowiadatlo za ich szersze spektrum dziatania
przeciwnowotworowego [Tadi i wsp., 2004; Tadi i wsp., 2007]. Najbardziej aktywnym
przedstawicielem tej grupy zwigzkéw jest pochodna 4-metylo-1-nitroakrydyny o symbolu
C-1748 (9-(2’-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna; Capridine B, (rysunek 1).
Dodatkowa grupa metylowa w pierscieniu akrydyny spowodowata, ze C-1748 wykazat ok. 10
- krotnie nizszg toksycznos¢ w poréwnaniu z pochodng niepodstawiong w pozyciji 4, co
udowodniono w badaniach przedklinicznych przeprowadzonych na zwierzetach [Narayanan
i wsp., 2005, Ashok i wsp., 2006, Ashok i wsp., 2007]. Obecnie zwigzek ten przygotowywany

jest do pierwszej fazy badan klinicznych.
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1.1. Biologiczny mechanizm dziatania pochodnej C-1748

Dotychczasowe, szeroko zakrojone badania przedkliniczne pozwolity przyblizy¢
niektére elementy mechanizmu dziatania pochodnej C-1748. C-1748 tatwo ulega
przemianom metabolicznym, prowadzacym do powstania reaktywnych metabolitow, ktére
zdolne sg do kowalencyjnego wigzania sie do DNA, w tym do tworzenia wigzan sieciujgcych
[Konopa i wsp., 1983, Konopa i wsp., 2003, Szostek i wsp., 2002]. Badania in vitro
prowadzone na komorkach réznych linii nowotworowych oraz badania in vivo
przeprowadzone na zwierzetach pozwolity dokfadniej scharakteryzowaé mechanizm
biologicznego dziatania pochodnej C-1748. Zwigzek wykazat wysokg aktywnos$é
cytotoksyczng in vitro m.in. wobec komdrek raka jelita, prostaty, piersi, pecherza, ptuc oraz
watroby, a takze wysokg aktywno$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do
ksenoprzeszczepdw u nagich myszy ludzkich rakéw prostaty: LnCaP, PC-3 i TSU, ludzkiego
raka jelita grubego HCTS8, raka ptuc, jajnika oraz czerniaka [Chen i wsp., 2002]. W
komérkach LnCaP, pochodna C-1748 obnizata aktywnos¢ receptora androgenowego oraz
indukowata dziatanie receptora estrogenowego [Tadi i wsp., 2007]. Najlepiej poznano
mechanizm biologicznego dziatania zwigzku w stosunku do komorek raka jelita grubego linii
HCT8 i HT29 [Mos$-Rompa, 2007]. Pochodna C-1748 w zaleznosci od zastosowanego
stezenia i czasu inkubacji indukowata zmiany dystrybucji komoérek nowotworowych w cyklu
zyciowym. Ponadto, indukowata apoptoze, co zostato wykazane m.in. mikroskopowg analizg
zmian w morfologii jader komoérkowych, fragmentacja DNA do poziomu nukleosoméw,
zmianami potencjatlu mitochondrialnego, aktywacja kaspazy-3 oraz zmianami w
rozmieszczeniu fosfolipidéw btonowych. W komorkach HCT8, zwigzek indukowat réwniez
przyspieszone starzenie komoérkowe [Augustin i wsp., 2010]. Dalasze badania nad
mechanizmem dziatania zwigzku w komérkach raka jelita grubego wykazaly, ze w wyniku
inkubaciji tych komérek z pochodng C-1748 dochodzito do powstawania reaktywnych form
tlenu oraz spadku stezenia zredukowanej formy glutationu. Nie wptywato to jednak w istotny
sposob na aktywnos¢ cytotoksyczng zwigzku wobec komérek HCT8 i HT29 oraz jego

zdolnosci do indukcji procesu apoptozy i nekrozy [Nowak-Ziatyk, 2011].

1.2. Przemiany metaboliczne pochodnej C-1748

Pochodna C-1748 do pefnej aktywnosci biologicznej wymaga transformacji
metabolicznej. Z tego wzgledu wiele uwagi poswiecono na zbadanie szlakéw przemian
metabolicznych zwigzku z zastosowaniem enzymow rekombinantowych, enzymow frakcji
mikrosomalnych watroby oraz w komdérkach nowotworowych wybranych linii, m.in. HepG2,
HT29, HCT-116 oraz A549 [Niemira, 2012]. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaty,
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ze C-1748 metabolizowany jest do czterech gtownych produktow (rysunek 2): ze
zredukowang grupg nitrowg (A), z dodatkowym pierécieniem szesciocztonowym pomiedzy
atomami azotu w pozycji 1 i 9 pierscienia akrydyny (B), 1-nitroakrydonu (C) oraz
1-aminoakrydonu (D) [Wisniewska, 2008].

Rysuenk 2. Produkty metabolicznej transformacji pochodnej C-1748. Na podstawie [Wisniewska, 2008].

Metabolizm zwigzku C-1748 zachodzit zgodnie 2z mechanizmem | fazy
biotransformacji ksenobiotykéw. Wykazano, ze kluczowg role w metabolizmie C-1748
odgrywa reduktaza cytochromu P450 (CPR) oraz nastepujace izoenzymy cytochromu P450:
CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 oraz CYP3A4 [Wisniewska, 2008]. Dalsze badania pokazaty
réwniez, ze czynnikiem odgrywajacym istotng role w przemianach metabolicznych zwigzku
jest hipoksja. Ograniczony dostep tlenu podwyzszat bowiem stopieh przemian
metabolicznych pochodnej C-1748, a powstajace metabolity, posiadajagce zredukowang
grupe nitrowa, wystepowaty w wysokim stezeniu, co wptywato na wzrost aktywnosci

cytotoksycznej zwigzku [Wisniewska i wsp., 2012].
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2. Wstep teoretyczny

Wedtug najnowszych prognoz Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), w 2030 r. na
raka chorowaé¢ bedzie 22,2 milionéw ludzi. To o 75 % wiecej niz w 2008 r., gdy chorobe
nowotworowg wykryto u 12,7 miliondw oséb na swiecie. Eksperci przewidujg rowniez, ze
najwiekszy wzrost zachorowan, bo az o 90 %, nastapi w krajach rozwijajacych sie. W Polsce,
wedtug prognoz, w 2025 r. zachorowalno$¢ na raka zwiekszy¢ sie ma o 40 %. W USA
nowotwory bedg gtdéwng przyczyng zgondw w najblizszym dziesiecioleciu. Powyzsze dane
potwierdzaja, ze schorzenie to jest i bedzie wyzwaniem dla wspétczesnej cywilizacji, gdzie

tryb zycia i stosunek ludzi do srodowiska majg bezposrednie przetozenie na rozwoj choroby.

Pomimo niepokojacych statystyk pocieszajgcy moze by¢ fakt, ze z roku na rok, dzieki
wysitkom naukowcow i postepom wspoiczesnej medycyny poprawia sie skutecznos$é
leczenia raka. Coraz czesciej choroba wykrywana jest we wczesnym stadium rozwoju, gdy
leczenie jest najbardziej skuteczne, a zastosowanie terapii zindywidualizowanej znacznie
poprawia rokowania chorych. Obecnie najlepszym sposobem leczenia nowotworow jest
chirurgiczne usuniecie guza. Nie jest to jednak mozliwe w przypadku guzéw znajdujgcych sie
w miejscach niedostepnych oraz biataczkach, bedacych chorobg nowotworowag naczyn
krwionosnych. Trzeba réwniez pamietac, iz leczenie chirurgiczne jest skuteczne jedynie po
szybkiej diagnozie i wymaga stosowania dodatkowych metod, do ktérych mozna zaliczyé¢:
radioterapie, immunoterapie oraz chemioterapie. Obecnie najpopulariejsza metodg jest
chemioterapia wykorzystujgca dziatanie zwigzkow chemicznych na komérki zmienione w
procesie nowotworzenia. W wyniku licznych badan udato sie zsyntetyzowacC szereg
Zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym. Niestety ze wzgledu na duze podobienstwo
biochemiczne komérek normalnych i zmienionych nowotworowo, wiekszo$¢ potencjalnych
chemoterapeutykow jest toksyczna dla czlowieka a chemioterapia niesie ze sobg wiele
dziatan niepozadanych i nie zawsze skutecznie zwalcza chorobe. Ponadto sg nowotwory, w
przypadku ktorych praktycznie nie ma szans na wyleczenie, a za sukces uznaje sie chociaz
nieznaczne wydiuzenie zycia pacjenta i usmierzenie bélu. Do takich nowotworéw zaliczany
jest rak trzustki, ktéry nie znajduje sie w czotéwce pod wzgledem umieralnosci w poréwnaniu
Z innymi nowotworami, gdyz jest nowotworem rzadko wystepujgcym (zajmuje ésme miejsce
na $wiecie pod wzgledem umieralnosci spowodowanej chorobami nowotworowymi), ale jest
najbardziej ztosliwym nowotworem litym o wspotczynniku zachorowalnosci wiasciwie rownym

wspotczynnikowi umieralnosci.
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2.1. Rak trzustki - ogélna charakterystyka

Rak trzustki nalezy do bardzo Zle rokujgcych i opornych na leczenie nowotworow.
Wynika to w gtéwnej mierze z braku skutecznej diagnostyki na wczesnym etapie rozwoju
nowotworu oraz nieefektywnej terapii. U wiekszosci pacjentéw choroba diagnozowana jest w
stadium zaawansowanym, z przerzutami i tylko 15 - 20 % chorych kwalifikuje sie do
chirurgicznego usunigcia guza, ktore wcigz pozostaje jedyng szansg na catkowite
wyleczenie. Badania ostatnich lat nie przyniosty znacznego postepu w leczeniu schorzenia, a
standardowo stosowanym lekiem wcigz pozostaje gemcytabina, lub jej kombinacje z innymi
chemoterapeutykami.

Rak trzustki po raz pierwszy zostat opisany jako nowe schorzenie w 1836 roku przez
Mondiera [Heywood i wsp., 1998]. Alessandro Codivilla w 1898 roku oraz Walther Kaush w
1912 roku, jako pierwsi, niezaleznie od siebie, opisali metode chirurgicznego usuniecia raka
trzustki. W latach 30-tych zabieg dokfadniej opisat chirurg Allen Oldfather Whipple i miedzy
innymi od jego nazwiska wywodzi sie nazwa zabiegu [Griffin i wsp., 2015]. Operacja metodg
Kausha-Whipple’a nalezy do najwazniejszych i najbardziej skomplikowanych operacji w
obrebie jamy brzusznej, obarczonych znacznym odsetkiem powiktan i $miertelnoscig w
okresie okotooperacyjnym. Polega ona na usunieciu gtowy trzustki, przylegajacego do
trzustki odcinka dwunastnicy, pecherzyka zotciowego oraz czesci odzwiernikowej zotgdka
[Griffin i wsp., 2015]. Przez kolejne dekady nie dokonano znacznego postepu w leczeniu
nowotworu, dopiero w 1960 roku zaczeto stosowac radioterapie i chemioterapie. W 1984
roku do Il fazy badan klinicznych dotart 5-fluorouracyl, ktéry wydtuzat przezycie pacjentéw z
przerzutowym rakiem trzustki [Hansen i wsp., 1988]. 5-fluorouracyl pozostawat
standardowym lekiem az do roku 1997, kiedy to w lll fazie badan klinicznych wykazano
znaczng skutecznos¢ nowego zwigzku - gemcytabiny. Réwnolegte badania wykazaty, ze
roczny wskaznik przezywalno$ci u pacjentéw, ktorym podawano 5-fluorouracyl wynosit 2 %,
natomiast w przypadku gemcytabiny byto to 18 % [Burris i wsp., 1997]. Od czasu
wprowadzenia do leczenia gemcytabina, podejmowano liczne préby taczenia jej z innymi
lekami, takimi jak np. cisplatyna, irinotekan, erlotinib, czy docetaxel, lecz wyniki leczenia byly
wcigz niezadowalajace [van Moorsel i wsp., 1997]. W ostatnich czterech latach pojawity sie
jednak nowe schematy leczenia. Jednym z nich, jest terapia o nazwie FOLFIRINOX, ktorej
wyniki opublikowano w 2011 roku [Conroy i wsp., 2011]. Terapia ta, polega na jednoczesnym
podawaniu czterech lekéw: 5-fluorouracylu, leukovoryny, irinotekanu oraz oksaliplatyny.
Badania kliniczne wykazaly, ze w porownaniu do leczenia samg gemcytabing, u pacjentow
otrzymujacych FOLFIRINOX, ok. 48 % chorych z zaawansowanym rakiem trzustki
przezywato rok, podczas gdy wsrdod chorych leczonych standardowo gemcytabing odsetek

ten wynosi ok. 20 %. Jest to jednak bardzo toksyczna terapia, powodujgca wiele dziatan
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niepozadanych, takich jak znaczne obnizenie odpornosci organizmu, powiktania zotgdkowo-
jelitowe, nudnosci, tysienie oraz przewlekte zmeczenie [Conroy i wsp., 2011]. Z badan
opublikowanych przez Instytut Raka w Mediolanie wynika, ze moze by¢ ona stosowana
jedynie u pacjentow w ogdlnie dobrym stanie zdrowia, a takich pacjentéw cierpigcych na
raka trzustki jest bardzo niewielu [Conroy i wsp., 2011]. Drugi schemat leczenia uznawany
jest za nowy przetom w leczeniu raka trzustki. W 2014 roku na Gastrointesinal Cancer
Symposium w San Francisco ogtoszono przetom w leczeniu raka trzustki z przerzutami.
Nowym standardem w leczeniu przerzutowego raka trzustki stat sie nab-paklitaksel w
skojarzeniu z gemcytabing [Von Hoff i wsp., 2013]. Wyniki badan klinicznych opublikowane w
2013 r., wykazaty, ze dzieki tej terapii 35 % chorych na raka trzustki przezywato rok od
momentu zdiagnozowania choroby. Wykazano rowniez, ze 9 % pacjentow przezywato nawet
dwa lata, a niewielka grupa ok. 3 % chorych, zyta nawet trzy lata i wiecej [Golstein i wsp.,
2015]. Skutecznos¢ tej terapii jest nieco mniejsza w poréwnaniu do skutecznosci
FOLFIRINOXU, ale wywotuje znacznie mniej dziatan niepozgdanych. Dzieki temu moze by¢
stosowana u wiekszej grupy chorych, bedacych w nieco gorszym stanie zdrowia oraz w
réznym wieku, takze u osdb starszych, na przyktad po 75 roku zycia. W Polsce terapia nab-
paklitakselem w skojarzeniu z gemcytabing nie jest jeszcze refundowana w leczeniu
przerzutowego raka trzustki.

Obecnie testowanych jest ponad 50 nowych czasteczek, ktére mogiyby byc
stosowane w leczeniu raka trzustki. Sposrdd nich, okoto 10 znajduje sie juz w Il fazie badan

klinicznych, czyli w ostatnim etapie przed ztozeniem wniosku o rejestracje.

2.1.1. Gemcytabina- ztoty standard w leczeniu raka trzustki

Gemcytabina (dFdC, GEMZAR) od ponad 19 Iat NH,
pozostaje standardem w leczeniu zaawansowanego raka N
trzustki (rysunek 3). Zwigzek ten zostat zsyntetyzowany w | /K

HO o N (@]

1980 r. w Lilly Research Laboratories (Indianapolis, IN)
[Hertel i wsp., 1988]. Poczatkowo stosowany byt jako zwigzek OH F
antywirusowy, gdyz oddziatywat na DNA i RNA wiruséw [Mini

i wsp., 2006]. Wykazat jednak niski indeks terapeutyczny

Rysunek 3. Wzér strukturalny

. . . . . czgsteczki gemcytabiny (2™-2-
i pewnym czasie zaczat by¢ stosowany jako zwigzek difluorodeoksycytydyny).

przeciwnowotworowy o unikalnym mechanizmie dziatania
i aktywnosci w stosunku do szerokiego spekirum guzow
litych.
Gemcytabina jest analogiem 2'-deoksycytydyny o podobienstwie strukturalnym

i metabolicznym do cytarabiny (ara-C), szeroko stosowanej w leczeniu biataczek, ziarnicy
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ztosliwej i chioniakéw [Mini i wsp., 2006]. Oprocz zastosowania w leczeniu nieoperacyjnego
raka trzustki, gemcytabina stosowana jest réwniez w terapii niedrobnokomorkowego raka
ptuc (w skojarzeniu z cisplatyng), raka sutka, raka jajnika (po niepowodzeniu chemioterapii
| rzutu) oraz inwazyjnego raka pecherza moczowego [Barton-Burke, 1999].

Podobnie jak 5-fluorouracyl, gemcytabina nalezy do grupy antymetabolitéw i w
organizmie ulega przeksztatceniu pod wplywem wewngtrzkomérkowych  kinaz
nukleozydowych do aktywnych fosforylowanych pochodnych [Mini i wsp., 2006]. Dziatanie
cytotoksyczne gemcytabiny in vitro zalezy zaréwno od jej stezenia, jak i od czasu ekspozycji
na zwigzek. Transport do wnetrza komorki przez blone komérkowg mozliwy jest dzieki
biatkowym transporterom nukleozydowym (hENTSs). Stad pacjenci z wysokim poziomem tego
enzymu, w stosunku do pacjentéw z niskim poziomem, lub catkowitym brakiem biatka lepiej
reagujg na terapie, co przektada sie na ich diuzsze przezycie [Spratlin i wsp., 2004]. Po
wniknieciu do komorki, przy udziale kinazy deoksycytydynowej (dCK), gemcytabina ulega
fosforylacji do monofosforanu gemcytabiny (dFACMP), ktéry nastepnie przeksztatcany jest
odpowiednio do di- lub trifosforanu (dFdACDP oraz dFdCTP), ktore sg aktywnymi
metabolitami leku. Poziom kinazy deoksycytydynowej odgrywa istotng role w metabolizmie
leku, a tym samym w opornosci komérek nowotworowych na leczenie gemcytabing. Niski
poziom biatka, lub jego brak koreluje z opornoscig na dziatanie chemoterapeutyku, co moze
stuzy¢ jako czynnik prognozujgcy skutecznosc¢ leczenia gemcytabing [Kroep i wsp., 2002].

Dziatanie chemoterapeutyku przebiega wediug trzech mechanizméw pokazanych na
rysunku nr 4. Po pierwsze, trifosforan gemcytabiny konkuruje z trifosforanami
deoksynukleozydow (dCTP) o wbudowanie do DNA. Po drugie, podwojnie ufosforylowany
metabolit hamuje aktywnos$¢ reduktazy rybonukleotydowej, ktora jest jedynym enzymem
odpowiedzialnym za kontrolowanie reakcji prowadzacych do powstania trifosforanéw
deoksynukleozydow niezbednych do syntezy DNA. Zahamowanie aktywnos$ci tego enzymu
przez dFdCDP zmniejsza stezenie wszystkich deoksynukleozydow, a w szczegolnosci
stezenie dCTP. Po trzecie, trifosforan gemcytabiny hamuje polimeraze DNA istotng w
procesie jego syntezy i naprawy [Huang i wsp., 1999, Peters i wsp., 2000].

Gemcytabina inaktywowana jest gtownie przez deaminaze deoksycytydyny (dCDA)
do difluorodeokyurydyny (dFdU). Inng drogg dezaktywacji jest rowniez deaminacja dFdCMP
do dFdUMP (monofosforanu 2°2’-difluorodeoksyurudyny) w wyniku dziatania deaminazy-
dCMP, a koncowym produktem tej reakcji jest dFdU [Heinemann i wsp., 1992]. Rézne
badania farmakogenetyczne wykazaty wptyw odmiennej ekspresji i polimorfizmu gendw,
ktérych produkty biatkowe zaangazowane sg w transport leku, czy jego metabolizm, na
toksycznos¢ gemcytabiny i indukowang w wyniku jej dziatania odpowiedZz komorkowg
[Fukunaga i wsp., 2004].
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Badania z udziatem gemcytabiny dotyczace jej interakcji z innym lekami
przeciwnowotworowymi wykazaty brak opornosci krzyzowej w kombinacji z niektorymi z nich,

co czyni gemcytabine idealnym kandydatem do terapii wielolekowych.

deaminacja \
Gemcytabina @

Gemcytabina CDP

Gemcytabina

hENT1

Reduktaza —

Gemcytabina rybonukleotydowa

.EM;@

. CTP
Gﬁmﬁﬂ—| Polimeraza DNA
il F.
l' DMNA

Whudowywanie do

DNA /

Btona komorkowa

Rysunek 4. Metabolizm i mechanizm dziatania gemcytabiny. Na podstawie [Barton-Burke, 1999].

2.1.2. Czynniki ryzyka rozwoju raka trzustki

Etiologia raka trzustki nie jest do konca poznana, jednakze wiadomo, ze na rozwoj
choroby ma wpltyw wiele czynnikdow, zaréwno s$rodowiskowych jak i genetycznych.
Srodowiskowymi czynnikami ryzyka zachorowania na raka trzustki sg przede wszystkim:
podeszty wiek, palenie tytoniu, cukrzyca, wysokobiatkowa i wysokottuszczowa dieta
(otytosc¢), ekspozycja na weglowodory i pochodne ropy, przewlekie stany zapalne, infekcje,
czy przebyta cholecystektomia [Nitsche i wsp., 2011]. Genetyczne predyspozycje do raka
trzustki przejawiajg sie w trzech formach: wczesnie wystepujgce zmiany w obrebie trzustki,
takie jak dziedziczne zapalenie trzustki oraz cystis fibrosis, wystepowanie zespotow
genetycznych takich jak Zespdt Peutz-deghersa, FAMMM, czy zespot HBOC i w koncu
rodzinny rak trzustki, w rodzinach, w ktérych wystapity dwa, lub wiecej przypadki raka trzustki
wsrdd krewnych pierwszego stopnia [Klein i wsp., 2012].

Najistotniejszymi czynnikami ryzyka rozwoju choroby sg wiek i palenie papieroséw.

Ryzyko zachorowania na raka trzustki wzrasta wraz z wiekiem. Wiekszos¢ pacjentow, to
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pacjenci powyzej 45 roku zycia. Szczyt zachorowan przypada na 60-80 rok zycia (80 %
przypadkéw) i bardzo czesto w tym wieku rak wykrywany jest juz w stadium
zaawansowanym z licznymi przerzutami m.in. do watroby, mézgu, czy kosci [Nitsche i wsp.,
2011]. Palenie papierosow jest kolejnym, potwierdzonym w badaniach czynnikiem
zwigzanym z rozwojem raka trzustki [Lowenfels i wsp., 2004]. Szacuje sie, ze okoto 25 %
wszystkich przypadkow zachorowan na ten nowotwor jest zwigzanych z paleniem
papieroséw. Z badan przeprowadzonych na zwierzetach wynika, ze zaréwno dlugotrwata
ekspozycja na zwigzki N-nitrozaminowe obecne w dymie tytoniowym, jak i pozajelitowe
podanie innych zwigzkéw N-nitrozowych przyczynialo sie do indukcji procesu
nowotworzenia. Zwigzki te, metabolizowane sa do elektrofili, ktére w tatwy sposéb reaguja z
DNA, co z kolei prowadzi do aktywacji onkogendw [Risch, 2003]. Ostatnie badania
epidemiologiczne na poziomie molekularnym wykazaty réwniez, ze zmienno$¢ osobnicza w
metabolizmie karcynogenow, czy naprawie DNA ma wplyw na rozwoj raka trzustki u oséb
palacych papierosy [Jang i wsp., 2013]. Ryzyko rozwoju choroby dotyczy tez oséb otytych. W
2007 roku, Word Cancer Research Foundation i American Institute for Cancer Research
uznaly za istotne wyniki badah wskazujgce na wptyw otytosci na rozwdj raka trzustki. Rozwoj
raka trzustki u osob otylych moze wynikaé m.in. ze standéw zapalnhych towarzyszacych
otytosci i promujgcych wzrost guza, zmian hormonalnych zwigzanych z otytoscig oraz zmian
w gospodarce energetycznej organizmu, wynikajacych ze zwiekszonego narazenia na
dziatanie czynnikdw rakotworczych obecnych w nadmiernie spozywanej, niezdrowej
zywnosci [Bracci, 2012]. Trzecim czynnikiem majgcym zwigzek z chorobg jest cukrzyca,
ktéra moze by¢ zaréwno czynnikiem predysponujgcym, jak i wczesnym markerem rozwoju
nowotworu [Fisher i wsp., 2001]. Szacuje sie, ze u okoto 1 % cukrzykéw powyzej 50 roku
zycia, rak trzustki moze by¢ zdiagnozowany w ciggu 3 lat od wystgpienia pierwszych
objawéw cukrzycy [Chari i wsp., 2005]. Hiperglikemia indukowana w procesie howotworzenia
zaczyna rozwija¢ sie ok. dwa lata przed zdiagnozowaniem raka. W zwigzku z tym,
traktowana jest jako jeden z biomarkeréw wczesnej postaci choroby, a identyfikacja
pacjentow z cukrzycg skojarzong z rakiem trzustki databy mozliwos¢ wczesnej diagnozy tego
nowotworu [Pannala i wsp., 2008]. Pozostalymi czynnikami ryzyka sg rowniez: ekspozycja
na zanieczyszczenia $rodowiska, takie jak pestycydy, chlorki metylenu, dwuchlorki etylu,
chlorohydryny etylenu i propylenu, beta-naftylamina, benzydyna oraz DDT.Coraz czesciej
rozwoj nowotworu tgczy sie rowniez z nieprawidtowg dietg, niekoniecznie prowadzaca do
otytosci. Dieta, ktéra moze chroni¢ przed rakiem, powinna by¢ bogata w btonnik, witaminge C
i inne antyoksydanty, a takze wielonienasycone kwasy ttuszczowe, ktére znajdujg sie w
rybach oraz olejach. Niezaleznymi czynnikami ryzyka rozwoju choroby sg réwniez ptec

meska i rasa czarna [Jemal i wsp., 2003].
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2.1.3. Lekoopornosé raka trzustki

Pomimo tego, ze bardzo dobrze poznano mechanizmy Smierci komorkowe;j
indukowane w wyniku dziatania gemcytabiny i innych stosowanych chemoterapeutykdw, ich
skuteczno$¢ jest ograniczona, ze wzgledu na nabywanie przez komoérki nowotworowe
trzustki lekoopornosci. Do tej pory wiekszos¢ mechanizméw opornosci badana byfla pod
katem mutacji w licznych genach, kluczowych do prawidtowego funkcjonowania szlakéw
sygnalizacyjnych w komdérce zmienionej nowotworowo. Jednakze ostatnie badania sugerujg
istotng role mikrosrodowiska guza w rozwoju i utrzymaniu opornosci na klasycznie
stosowane chemoterapeutyki i terapie ukierunkowane molekularnie. Lekoopornos¢ raka
trzustki wynika z wielu mechanizméw, do ktdorych mozna zaliczy¢ m.in.: mutacje w
kluczowych dla prawidiowego funkcjonowania komorki genach, nieprawidtowg ekspresje
genow, rozregulowanie kluczowych szlakéw sygnalizacyjnych, takich jak: NF-kB, Notch, Akt,
czy szlakow apoptozy, tranzycje epitelialno-mezenchymalng odpowiedzialng za zdolnosé
nowotworu do przerzutowania i obecno$¢ nowotworowych komorek macierzystych, nasilony
proces angiogenezy, czy obecnos¢ we wnetrzu guza mikrosrodowiska hipoksyjnego [Long
i wsp., 2011].

2.1.3.1. Mutacje w kluczowych genach

Rak trzustki jest chorobg, w ktérej mutacje w genach supresorowych, onkogenach
i genach mutatorowych prowadzg do nowotworowej transformacji komérek nabtonka
gruczolowego przewodow trzustkowych. Mutacje i inaktywacja gendéw supresorowych
powodujg niestabilnos¢ genetyczng i zwiekszong proliferacje komorek. Najczestsze mutacije
w przypadku raka trzustki dotyczg onkogenow: K-RAS (75-100% przypadkow), HER-2/neu
(30%), Akt-2 (10-20%), COX-2, Notch 1, oraz genéw supresorowych: pl6INK4a (do 80%),
p53 (60%), DPC4/SMAD4 (okoto 50%), oraz BRCA-2 (7-10%) [Donghui i wsp., 2004,
Strimpakos i wsp., 2008]. Rola mutacji wybranych genéw w rozwoju raka trzustki i leczeniu

choroby zostata przedstawiona w tabeli nr 1.
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Tabela 1.

Geny najczes$ciej zmutowane w raku trzustki i ich rola w rozwoju choroby.

Gen

Lokalizacja

Mutacje w
rakach trzustki

Funkcje genu

Rola mutacji w raku trzustki

K-RAS

12p13

>90%

K-RAS petni role molekularnego , przetacznika”. W stanie aktywnym
zwigzany jest z GTP co skutkuje aktywacjg efektoréw RAS: RAF-MEK-
ERK i PI3K. W prawidtowych warunkach uktad RAS aktywowany jest
chwilowo ze wzgledu na niska wewnetrzng aktywnos¢ GTP-azy.
Dodatkowo, dziatanie biatka GAP stymuluje hydrolize GTP,
przeksztatcajgc go w GDP, co doprowadza do inaktywacji biatka
[Bryant i wsp., 2014, Court i wsp., 2013].

Mutacje w genie K-RAS nalezg do najwczesniejszych i najczesciej
spotykanych mutacji zwigzanych z rozwojem raka trzustki. Stanowig
czynnik prognozujacy skutecznos¢ leczenia gemcytabing w potaczeniu z
erlotinibem. Wykazano, ze wyciszenie K-RAS technika siRNA prowadzito
do zmniejszenia proliferacji komdrek nowotworowych i objetosci guza u
myszy. Ponadto, komaorki raka trzustki ze zmutowang forma genu cechuja
sie wysokim, konstytutywnym poziomem autofagii, nawet w przypadku
wystarczajacej ilos¢ sktadnikdbw odzywczych. Jest to mechanizm
promujacy przezycie komorki, a jego blokowanie z uzyciem inhibitorow
takich jak chlorochina czy hydroksychlorochina w potgczeniu z innymi
chemoterapeutykami jest obecnie przedmiotem wielu badan klinicznych
[Guo i wsp., 2011, Laghi i wsp., 2002].

pl6

9p21

80%

Produkt genu 16/NK4a hamuje oddziatywanie cykliny D z kinazami
CDK4 i CDK6, oraz zatrzymuje komorki w fazie G1/S cyklu
komoérkowego. W normalnych komérkach kompleks cyklinaD/CDK4
fosforyluje biatko Rb1, nie dopuszczajgc do utworzenia kompleksu
E2F-Rb1. W wyniku uszkodzenia DNA dochodzi do zablokowania
przez pl6 kompleksu kinazy z cykling, biatko Rbl nie ulega
fosforylacji, co ostatecznie skutkuje zahamowaniem cyklu
komorkowego w fazie G1/S [Strimpakos i wsp., 2008].

Mutacje genu pl6 wsrdd wszystkich nowotwordw  z najwieksza
czestotliwoscig spotykane sg w rakach trzustki. Utrata aktywnosci genu
przyczynia sie do ztosliwosci nowotworu (mniej zréznicowane komérki),
krotszego przezycia pacjentdw i obecnosci przerzutéw. Polimorfizm genu
zwigzany jest z szybsza progresjg nowotworu i stabszg odpowiedzig na
terapie [69]. Przywrdcenie prawidtowych funkcji genu p16 rozpatrywane
jest jako jedna ze strategii terapeutycznych, bowiem wprowadzenie
funkcjonalnego genu w ksenoprzeszczepach komorek linii AsPC-1 na
myszy przyczynito sie do wydtuzenia czasu przezycia gryzoni i
zmniejszenia objetosci guza [Hosotani i wsp., 2002].

p53

17p13

50-75%

Produkt genu, biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym o
wtasciwosciach supresora nowotworowego. Zaangazowane jest w
regulacje wielu proceséw zwigzanych z aktywacjg mechanizméw
naprawy DNA czy indukcjg apoptozy w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA. Stezenia biatka w komérce podlega ciggtej regulacji, gtéwnie
przez ligaze Mdm?2 [Court i wsp., 2013, Kubbutat i wsp., 1997, Levine
i wsp., 1991].

Badania wykazaty krétszy czas przezycia pacjentdéw noszacych mutacje w
genie p53 w poréwnaniu do pacjentow p53(-). Inaktywacja genu p53
zwigzana jest réwniez z opornoscia na leczenie 5-fluorouracylem i
gemcytabing [Giovanetti i wsp., 2006], a takie sprzyja tworzeniu
przerzutdw i nabyciu opornosci na indukcje przyspieszonego starzenia
komdrkowego i zahamowanie cyklu zyciowego [Morton i wsp., 2010].

SMAD4

18921

50%

SMAD4 jest genem supresorowym i uczestniczy w przekazywaniu
sygnatu na szlaku transformujacego czynnika wzrostu & (TGF &) i
jego ligandow [Elliott i wsp., 2005].

Inaktywacja genu SMAD4 w raku trzustki zwigzana jest z jego ztosliwoscia.
Przywrécenie prawidtowej funkcji genu w ksenoprzeszczepach raka
trzustki na nagie myszy powodowato zahamowanie angiogenezy i w
konsekwencji zmniejszenie inwazyjnosci nowotworu [Peng i wsp., 2002].
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2.1.3.2. MikroRNA

Mikro RNA (miRNA) sg jednoniciowymi czgsteczkami niekodujgcego RNA o dtugosci
18-24 nukleotyddw, ktdrych rolg jest obnizenie ekspresji gendéw na etapie translacji informac;ji
genetycznej. Wykazano, ze rézne rodzaje miRNA odgrywajg istotng role w patogenezie
nowotworow [Calin i wsp., 2002]. Zaburzenie regulacji miRNA zaobserwowano réwniez w
komérkach nowotworowych trzustki. Bloomston i inni wykazali, ze na podstawie poziomu
mikro RNA mozliwe jest m.in. odréznienie raka trzustki od przewlektego zapalenia trzustki
[Bloomston i wsp., 2006]. Ponadto, okreslenie poziomu ekspresji 95 réznych miRNA w guzie
trzustki, liniach komoérkowych raka trzustki, tkance trzustki oraz w komédrkach nabtonka
przewodow trzustkowych wskazato na zaburzong ekspresje osmiu miRNA w tkance i w
komérkach nowotworowych, w poréwnaniu do zdrowej tkanki i komoérek przewodow
trzustkowych [Zhang i wsp., 2009].

Biorgc pod uwage, ze odmienna ekspresja miRNA pozwala zrdéznicowac tkanke
Zmieniong nowotworowo od prawidtowej tkanki trzustki, spekulowano, ze na tej podstawie
bedzie mozna réwniez przewidzie¢ rokowania pacjentow i ich odpowiedZz na leczenie.
Badania przeprowadzone na tkankach pozyskanych z nowotworéw trzustki wykazaty, ze 6
rodzajow miRNA ulega odmiennej ekspresji u pacjentéw z dluzszym czasem przezycia
(ponad 2 lata). Na przykiad pacjenci z nadekspresjag miR-196a-2 wykazywali srednig
mediane przezycia 14,3 miesigca w porownaniu z 26,5 miesigca dla pacjentéw z niskag
ekspresjg miR-196a-2. Podobnie $redni czas przezycia pacjentdow z wysokg ekspresjg miR-
219 wynosit ok. 13 miesiecy w porownaniu z 24 miesigcami u oséb z obnizong ekspresja
miRNA [Wang i wsp., 2011].

Przyktadem mikro RNA, wykazujacego podwyzszong ekspresje w komorkach
nowotworowych trzustki jest miR21 bedacy negatywnym regulatorem ekspresji PTEN (ang.
phosphatase and tensin homolog), PDCD4 (ang. programmed cell death protein 4) oraz
TIMP3 (ang. metallopeptidase inhibitor 3). Nadekspresja miR21 prowadzita wiec do
zahamowania apoptozy i wzrostu inwazyjnosci nowotworu [Xia i wsp., 2001]. Skutkiem
zahamowania jego ekspresji byt m.in. spadek proliferacji i chemoopornosci komoérek oraz
zahamowanie cyklu komérkowego i indukcja apoptozy [Moriyama i wsp., 2009]. Z kolei w
grupie Shao, po przywréceniu prawidtowej ekspresji miR-132 w komoérkach rakow trzustki
obserwowano zahamowanie proliferacji i zdolnosci do tworzenia kolonii [Wang i wsp., 2011].
Yu i inni wykazali, ze miR-96 ulega obnizonej ekspresji w tkance nowotworowej trzustki w
poréwnaniu do prawidtowej tkanki, a jego celem molekularnym jest szlak sterowany przez
biatko K-RAS. Przywrdcenie prawidtowej ekspresji miR-96 silnie hamowato proliferacje
komoérek, inwazyjnos¢ nowotworu, indukowato apoptoze i ograniczato wzrost guza [Yu

i wsp., 2010]. Podejmowano rowniez udane proby wyciszania genu kodujgcego miR-34a,
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bezposrednio regulowanego przez gen p53 i odgrywajgcego istotng role w zdolnosci
nowotworowych komorek macierzystych trzustki do samoodnawiania sie [Chang i wsp.,
2007].

2.1.3.3. Nowotworowe komoérki macierzyste

Guz nowotworowy nie jest jednorodng strukturg. W jego obrebie mozna znalez¢
subpopulacje komoérek réznigcych sie genotypem i fenotypem. Jedng z subpopulacji sg
komérki, ktére pomimo ograniczonej zdolnosci do podziatdéw, mogg odpowiadaé za inicjacje
i progresje procesu nowotworzenia. Ze wzgledu na ich zdolno$¢ do rdznicowania
i nieograniczonej liczby podziatéw, nazwano je nowotworowymi komorkami macierzystymi
(ang. cancer stem cells, CSC). Nowotworowe komérki macierzyste, podobnie jak prawidtowe
komorki  macierzyste posiadajg unikalne zdolnosci do proliferacji, multipotenciji
i samoodnawiania. Ponadto, cechujg sie wysoka aktywnoscig transporteréw ABC,
odpowiadajgcych za usuwanie poza komorke czynnikow szkodliwych, w tym i lekow
przeciwnowotworowych [Lobo i wsp., 2007]. Obecnie z coraz wiekszym sukcesem izoluje sie
macierzyste komérki nowotworowe, a nastepnie bada sie ich genotyp i fenotyp, co z kolei
przektada sie na rozwdj nowych strategii terapeutycznych, pozwalajgcych zniwelowaé
zjawisko chemoopornosci wywotane przez wiasciwosci tych komaorek [Reya i wsp., 2001].

W przypadku raka trzustki w wyniku stosowania radioterapii i chemioterapii
obserwowano wzrost populacji komérek o charakterze nowotworowych komoérek
macierzystych. Na podstawie ekspresji okreslonych markeréw na powierzchni komorki,
wyizolowano komorki o fenotypie: CD44, CD24, CD133 i ESA [Hermann i wsp., 2007, Li
i wsp., 2007]. Shah i inni wykazali, ze w komérkach niewrazliwych na dziatanie gemcytabiny
dochodzi do ekspresji markeréw charakterystycznych dla komérek macierzystych, takich jak:
CD44, CD24 i ESA [Shah i wsp., 2013]. Inni badacze obserwowali zwiekszenie populacji
komérek linii L3.6p z markerem CD133+ po traktowaniu gemcytabing. Podwyzszong
ekspresje tych markeréw stwierdzono rowniez w ksenoprzeszczepach rakow trzustki na
myszy, poddanych dziataniu gemcytabiny i promieniowania jonizujgcego [Shukla i wsp.,
2008]. W innym eksperymencie z uzyciem linii komérkowej raka trzustki Panc-1 wykazano,
ze komoérki z markerami powierzchniowymi CD24 i CD44 mialy wyzszy potencjat
tumorogenny niz komérki z markerami CD24- i CD44- [Hindriksen i wsp., 2012].

CSC trzustki wykazujg pewne podobienstwa do komérek macierzystych innych
nowotwordw, aczkolwiek wykazano szereg cech specyficznych tylko dla tego typu
nowotworu. Powszechnie stosowane terapie przeciwnowotworowe, takie jak: radioterapia,
czy chemioterapia zwalczajg jedynie szybko rosngce komaorki nowotworowe, nie uszkadzajgc

tych inicjujacych ich powstawanie. Niezbedne sg wiec terapie nakierowane na nowotworowe
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komérki macierzyste trzustki, a doktadne zbadanie szlakéw sygnalizacyjnych w tych
komorkach pozwoli wskazac najlepszy cel molekularny. Do tej pory zidentyfikowano kilka
szlakow sygnalizacyjnych i gendw ulegajacych wybiorczej ekspresji w CSC w poréwnaniu do
pozostatych komorek nowotworowych trzustki. Jednym z przyktadéw jest gen c-Met. C-Met
jest protoonkogenem kodujgcym biatko HGFR (ang. hepatocyte growth factor receptor)
majgce aktywnos¢ kinazy tyrozynowej. Poziom ekspresji c-Met jest znacznie wyzszy w
tkance nowotworowej trzustki niz w normalnej tkance i zwigzany jest z inwazyjnoscig
i wzrostem nowotworu. Zastosowanie chemicznego inhibitora c-Met: XL-184, lub wyciszenie
genu z uzyciem techniki siRNA prowadzito do indukcji apoptozy i zahamowania progresji
komodrek w cyklu zyciowym, co wskazuje na istotng role genu c-Met w utrzymaniu populaciji
CSC w raku trzustki [Herreros i wsp., 2012]. Podobng sytuacje, w warunkach in vivo
obserwowano po zahamowaniu receptorow Nodal/Activin:  Alk-4 i Alk-7 przez inhibitor
SB431542. Komorki nowotworowe L3.6pl traktowane wstepnie inhibitorem SB431542, a
nastepnie gemcytabing, przeszczepiono na bezgrasicze myszy, co skutkowato wyraznym
wzrostem populacji komorek apoptotycznych o fenotypie CD133" i ograniczeniem wzrostu
guza u myszy. Z kolei traktowanie komdrek samym inhibitorem, lub gemcytabing, nie dawato
podobnego efektu [Lonardo i wsp., 2011]. Zastosowanie takiego schematu leczenia moze
by¢ wyzwaniem, biorac pod uwage obfite podscielisko pierwotnej tkanki nowotworowej
trzustki i utrudniony dostep chemoterapeutykdéw do wnetrza guza [Olive i wsp., 2009].
Ponadto, 50 % pacjentow cierpigcych na raka trzustki nosi mutacie w genie Smad 4,
znajdujacym sie pod kontrolg gendéw Nodal/Activin. Wyciszenie genu Smad 4, technikg
siRNA w komdrkach nowotworowych z aktywng forma tego genu skutkowato zmniejszeniem
populacji komoérek nowotworowych, gtéwnie w wyniku zahamowania szlaku Nodal/Activin. Z
tego powodu, gen Smad 4 jest niezbednym elementem szlaku sygnalizacyjnego
Nodal/Activin, a mutacje w obrebie tego genu czynig komérki niewrazliwe na inhibitory
receptorow Alk-4 i Alk-7. Wykazano réwniez, ze nie wszystkie mutacje powodujg dysfunkcje
genu i czes¢ nowotworow ze zmutowanym genem Smad 4 posiada aktywny szlak
sygnalizacyjny Smad2/3, co warunkuje wrazliwos¢ pacjentéw o takim genotypie na tego typu
terapie [Lonardo i wsp., 2011].

2.1.3.4. Tranzycja epitelialno-mezenchymalna

Podczas, gdy wiekszos¢ nowotworow ztosliwych wywodzi sie z tkanki nabtonkowej,
juz dawno potwierdzono, ze zdolne do migracji i przerzutowania komérki tych nowotworow
wykazujg cechy komoérek mezenchymalnych, co swiadczy o istnieniu tranzycji fenotypu
komodrek podczas rozwoju nowotworu [Thiery i wsp., 2009]. Podczas tranzycji epitelialno-

mezenchymalnej (ang. epithelial-mesenchymal transition, EMT) dochodzi do utraty
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markeréw nabtonkowych takich jak: E-kadheryna, niektére cytokeratyny, klaudyny, czy
okludyny. Pojawiajg sie natomiast markery mezenchymalne, takie jak: N-kadheryna,
wimentyna, czy fibronektyna [Kalluri i wsp., 2009].

EMT wystepuje podczas normalnego ptodowego procesu rozwojowego i jest
niezbedna dla tworzenia mezodermy. W ostatnich latach EMT obserwuje sie rowniez w
procesach chorobowych, zwtaszcza w gojeniu sie ran, regeneracji harzadow, zwtdknieniu
tkanki, czy rozwoju nowotworu [Kalluri i wsp., 2009]. EMT odgrywa istotng role w kilku
etapach rozwoju nowotworu [Huber i wsp., 2005]. Po pierwsze, komérki nabywajg zdolnosci
do migracji, dzieki czemu mogq oderwaé sie od reszty populacji komérek. Po drugie,
tranzycja umozliwia komérkom dostep do weztdw chtonnych, czy naczyn krwionosnych, a po
trzecie umozliwia ponowne opuszczenie krwiobiegu i utworzenie mikroprzerzutow [Hugo
i wsp., 2007].

Obecnie istniejg dowody na wystepowanie EMT w kilku nowotworach przewodu
pokarmowego [Natalwala i wsp., 2008]. W przypadku raka trzustki badania wykazaty
sprzeczne wyniki. Javle i inni [Javle i wsp., 2007] obserwowali zwigzek pomiedzy niskim
przezyciem pacjentdw a markerami EMT (wysoki poziom fibronektyny, wimentyny i niski
E-kadheryny) w 36 prébkach operacyjnie usunietych guzéw trzustki. W zwigzku z tym,
wykazano, ze niski poziom E-kadheryny moze by¢ markerem prognozujgcym przerzutowanie
raka trzustki, jednak tylko w kombinacji z tkankowym aktywatorem plazminogenu typu
urokinazy (uPa) [Shin i wsp., 2005]. W innych badaniach, wykazano obecnos$¢ N-kadheryny
nie ulegajgcej ekspresji w normalnej tkance trzustki w 13 spos$réd 30 prébek [Nakajima
i wsp., 2004]. Niestety dane na temat markerow EMT w raku trzustki nie sg tak jednoznaczne
jak w przypadku innych nowotworéw. Wynika to z niejednorodnej grupy pacjentéw, matej
ilosci probek, czy réznych podejsé metodologicznych. Ponadto, trzeba wzigé pod uwage
trudng detekcje komorek o fenotypie EMT i ich zdolnos¢ do szybkiej rewersji [Ilwatsuki i wsp.,
2012].

Od pewnego czasu coraz wiecej danych wskazuje na znaczenie EMT w
lekoopornosci nowotworow. Przemawiajg za tym badania, na podstawie ktorych wykazano,
ze komorki ktére uleglty EMT sg bardziej oporne na leki, a zahamowanie tranzycji prowadzi
nie tylko do zmniejszenia potencjatu inwazyjnego tych komoérek, ale réwniez ich zwiekszonej
wrazliwosci na chemoterapeutyki [Sarkar i wsp., 2009]. | tak np. komérki raka trzustki linii
AsPC-1 i L3.6pl inkubowane ze wzrastajagcym stezeniem gemcytabiny wykazywaty cechy
charakterystyczne dla fenotypu mezenchymalnego [Shah i wsp., 2007]. Ponadto, po
wykonaniu profilu ekspresji genéw w komodrkach opornych i wrazliwych na dziatanie
gemcytabiny, 5-fluorouracylu czy cisplatyny, w przypadku komérek opornych obserwowano

cechy charakterystyczne dla EMT [Arumugam i wsp., 2009]. Dodatkowo wykazano, ze EMT
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indukowana jest w warunkach niedotlenienia, ktére sg réwniez zwigzane z lekoopornoscig
nowotworow [Cannito i wsp., 2008] oraz wystepowaniem zaleznosci pomiedzy EMT a
nabyciem przez komorki nowotworowe wiasciwosci macierzystych komoérek nowotworowych
[Shah i wsp., 2007].

2.1.3.5. Hipoksja

Mikrosrodowisko hipoksyjne jest cecha guzéw litych, w ktérych podaz tlenu jest
zmniejszona lub catkowicie zniesiona. Wigkszo$¢ guzéw o $rednicy przekraczajacej 1mm?
posiada regiony niedotlenienia, powstate na skutek nieuporzadkowanej struktury naczyn
krwionosnych i utrudnionej dyfuzji [Hockel i wsp., 2001]. Liczne badania potwierdzity, ze guzy
lite posiadajgce regiony niedotlenienia majg znacznie gorsze rokowania niz guzy prawidtowo
utlenowane, niezaleznie od zastosowanej metody leczenia [Héckel i wsp., 1993]. Przyczyng
tego sg zmiany genetyczne zachodzace w komérkach, ktére umozliwiajg im przezycie w
warunkach niedoboru tlenu i skutkujg nabyciem bardziej ztosliwego fenotypu. Do szlakéw
biologicznych regulowanych przez geny aktywowane hipoksja, znajdujace sie gtéwnie pod
kontrolg czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipoksjg (HIF-1a) zaliczy¢é mozna:
apoptoze, cykl komorkowy, angiogeneze, glikolize i regulacje pH, a czes¢ z nich zwigzana
jest z nabyciem przez komorki lekoopornosci [Carmeliet i wsp., 1998, Maxwell i wsp., 1997].

Hipoksja w guzie trzustki po raz pierwszy zostata potwierdzona przez Koonga
i wspotpracownikow w 2000 roku, kiedy to dokonano pomiaru poziomu utlenowania
wewnatrz guza trzustki podczas jego resekcji u siedmiu pacjentéw. W obrebie guza pO,
wahato sie w granicach 0-5.3 mmHg, podczas, gdy w sasiadujacej, prawidtowej tkance
trzustki miescito sie w granicach 24-92.7mm Hg [Koong i wsp., 2000]. Inni naukowcy
potwierdzili aktywacje HIF-1a w raku trzustki, w odpowiedzi na niskg podaz tlenu zaréwno w
warunkach in vitro jak i in vivo. Zastosowanie selektywnego inhibitora HIF-1a w potaczeniu z
radioterapig powodowato wzmozong smieré komérek nowotworowych trzustki [Duffy i wsp.,
2003]. W linii komoérkowej raka trzustki Capan-2 wstepnie zidentyfikowano trzy geny
aktywowane in vitro w warunkach hipoksji: GPI/NLK/AMF (ang. glucose phosphate
isomerase/interleukin/autocrine motility factor), DEC 1 (ang. deleted in esophageal cancer 1),
i heksokinaze Il. Obecnie trwajg badania majgce na celu wyjasnienie roli tych genéw w
rozwoju i progresji raka trzustki [Duffy i wsp., 2003]. Hipoksja uwazana jest za jedng z
przyczyn opornosci raka trzustki na gemcytabine, co wynika m.in. z aktywacji NF-kB
indukowanego niedotlenieniem. Ponadto, warunki niedotlenienia moga indukowaé tranzycje
epitelialno-mezenchymalng komérek raka trzustki zwigzang z inwazyjnoscia nowotworu,
przerzutowaniem oraz powstawaniem nowotworowych komoérek macierzystych [Salnikov

i wsp., 2012]. Najnowsze badania wskazuja, ze w warunkach niedotlenienia dochodzi
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rowniez do wzrostu poziomu cytokin prozapalnych. Shi i inni wykazali, ze komorki
nowotworowe trzustki w ktorych dochodzito do wzrostu ekspresji interleukiny-8 (IL-8)
tworzyly wieksze guzy z odleglejszymi przerzutami w ortotopowym modelu mysim.
Immunochistochemiczne analizy guzéw wykazaty, ze do wzrostu ekspresji IL-8 dochodzito w
poblizu obszaru martwicy nowotworu, o kwasnym pH i obnizonym poziomie tlenu
dyfuzyjnego i skfadnikdéw odzywczych. Zahamowanie ekspresiji 11-8 w wyniku zastosowania
antysensownych oligonukleotydow powodowato zmniejszenie wzrostu guza i angiogenezy w
warunkach in vivo [Shi i wsp., 1999]. W innych badaniach okreslono wptyw niedotlenienia
guza na zdolnos¢ do przerzutowania i ekspansje raka trzustki. Wykazano obecnos¢
niedotlenienia nie tylko we wnetrzu guza, ale réwniez jego wptyw na inwazyjno$¢é komorek

potozonych w peryferialnych czesciach guza [Biichler i wsp., 2004].

2.1.3.6. Opornos¢ wielolekowa

Zjawisko opornosci wielolekowej (ang. multidrug resistance, MDR) jest gtéwnym
mechanizmem dzieki ktéremu komorki nowotworowe stajg sie niewrazliwe na stosowane
chemoterapeutyki. Opornos¢ na chemoterapie wynika m.in. z obecnosci w btonie komadrek
nowotworowych pomp, odpowiedzialnych za aktywny transport lekéw na zewnatrz, lub do
wnetrza komorek, przez co m.in. lek, lub jego aktywny metabolit zbyt wczesnie usuniety z
komérki nie wywiera zamierzonego efektu terapeutycznego. Biatka transportowe z rodziny
biatek ABC (ang. ATP- binding cassette transporters), do ktérych zaliczy¢é mozna: ABCB1
(biatko opornosci wielolekowej 1, MDR1), ABCC (biatko opornosci wielolekowej, MRP),
ABCG2 (biatko opornosci lekowej w raku piersi, BCRP) uwazane sg za gtéwne biatka
odpowiedzialne za chemoopornos$¢ komorek nowotworowych [Cascorbi,, 2006]. Czes¢ z tych
pomp bierze udziat w wydalaniu na zewnatrz komérki nowotworowej takich lekow jak
gemcytabina i 5-fluorouracyl, ktére od lat pozostajg jednymi z podstawowych
chemoterapeutykow stosowanych w leczeniu raka trzustki [Szakacs i wsp., 2006].

Biatka transportowe ABC ulegajgce podwyzszonej ekspresji w raku trzustki to m.in.
MRP 1, 3, 4 oraz 5, a takze BCRP. Wykazano znacznie wyzszy poziom mRNA dla MRP5
(biatko odpowiedzialne za opornosé na 5-FU) w tkance nowotworowej trzustki w poréwnaniu
z tkankg prawidtowa [Konig i wsp., 2005]. Wewnatrz komorki 5-FU przeksztatcany jest do
5’-fluoro-2’-deoxyurydyny (5-FdUrd), ktéra z kolei ulega fosforylacji z udziatem kinazy
tymidynowej do monofosforanu 5’-fluoro-2’-deoxyurydyny (5-FdUMP), bedacego jednym z
aktywnych metabolitéw 5-fluorouracylu. Badania w ktérych zastosowano pecherzyki btonowe
wyizolowane z komérek transfekowanych genem MRP5, wykazaty, ze biatko to, w sposdb
zalezny od ATP transportuje 5-FAUMP na zewnatrz komorki, uniemozliwiajac tym samym

dostateczng ekspozycje komorek na chemoterapeutyk [Pratt i wsp., 2005]. Wyciszenie genu
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MRP5 z zastosowaniem techniki siRNA przywracato wrazliwosé komoérek nowotworowych
trzustki na 5-fluorouracyl [Hagmann i wsp., 2009]. Na chwile obecng dostarczenie siRNA do
docelowego organu jakim jest np. trzustka moze przysparza¢ wiele trudnosci i tego typu
leczenie jest jeszcze nierealne. Wiekszy potencjat w odniesieniu do zastosowania
klinicznego zdajg sie wykazywacC matoczgsteczkowe inhibitory transporterow ABC. W ciggu
ostatnich dziesieciu lat, ponad 70 % znanych inhibitorow ABC transporteréw stanowity
zwigzki pochodzenia naturalnego oraz ich syntetyczne pochodne [Shukla i wsp., 2008].
Jednym z przyktadow zwigzkéw fitochemicznych, bedacych silnymi inhibitorami kilku
transporteréw ABC (m.in. Pgp, MRP1 i BCRP) jest kurkumina [Anuchapreeda i wsp., 2002,
Limtrakul i wsp., 2007]. Gemcytabina, oraz 5-fluorouracyl skojarzone w terapii z kurkuming
wykazywaty wyzszg aktywno$¢ przeciwnowotworowg zarowno na modelach in vitro jak i in
vivo [Bisht i wsp., 2010, Kunnumakkara i wsp., 2007, Patel i wsp., 2008]. W innych
badaniach nad opornoscia komdrek nowotworowych trzustki na gemcytabine i 5-FU
wykazano, ze: (I) po pierwsze, dlugotrwate traktowanie komoérek nowotworowych trzustki
gemcytabing, lub gemcytabing skojarzong z 5-fluorouracylem w dawkach stosowanych
klinicznie wptywa na poziom ekspresji transporteréw bionowych, (Il) po drugie, nabyta
odporno$¢ komoérek nowotworowych na gemcytabine zwigzana jest z obnizong lub
zwiekszong ekspresjg odpowiednich transporteréw btonowych, w zaleznosci od rodzaju
komérek oraz (lll) po trzecie, ze MRP5 odpowiada za opornos¢ komérek na gemcytabine, co
wykazano na modelach komérek nowotworowych z nadekspresjg tego genu i po jego
wyciszeniu. Komorki z nadekspresja MRP5 byty bardziej oporne na gemcytabine, podczas
gdy wyciszenie genu skutkowato zwiekszong wrazliwoscig komérek na chemoterapeutyk
[Hagmann i wsp., 2010].

2.1.3.7. Metabolizm w komérkach nowotworowych trzustki

Komoérki nowotworowe majg zdolnos¢ do syntezy niezbednej puli aktywnych
biologicznie lipidéw, niezaleznie od szlakéw regulujgcych ich synteze w komdrkach
prawidlowych [DeBerardinis i wsp., 2008]. W szczegdlnosci majg zdolnos¢ do syntezy duzej
iloéci niezbednych produktow posrednich wykorzystywanych nastepnie do syntezy
aktywnych biologicznie zwigzkéw wspomagajgcych proliferacje komérek [Baenke i wsp.,
2013] i zdolnych do generowania kwasow tluszczowych, sfingolipidow, lizolipidow,
fosfoinozytow btonowych oraz cholesterolu, w wyniku lipogenezy de novo (synteza lipidow z
substratéw nielipidowych) [Baenke i wsp., 2013, Medes i wsp., 1953]. Aktywnos$c¢ biologiczna
tych zwigzkow, zwigzana jest ze szlakami sygnalizacyjnymi zaangazowanymi w rozwoj
nowotworu i proces przerzutowania, tak wiec przyczyny ich nietypowej syntezy w komérkach

nowotworowych sg przedmiotem wielu badan [Baenke i wsp., 2013]. Wiele cech
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charakterystycznych dla komorek nowotworowych, takich jak: odmienny metabolizm glukozy,
synteza kwaséw ttuszczowych, czy glutaminoliza zwigzane sg z ich opornoscig na leczenie.
Biorgc to pod uwage, zmiany zachodzgce w metabolizmie komérek nowotworowych mozna
wykorzysta¢ jako nowy cel terapeutyczny, poprzez zastosowanie np. kombinaciji
chemoterapeutykow z inhibitorami metabolizmu komérkowego, co moze stanowic obiecujgcg
strategie przezwyciezania opornosci wielu nowotwordéw, w tym raka trzustki, na leczenie.

W przypadku raka trzustki wykazano pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg
syntazy kwasow ttuszczowych (ang. fatty acid synthase, FASN), a opornoécig na chemo-
i radioterapie [Yang i wsp., 2011]. FASN jest enzymem Kkatalizujgcym synteze kwasu
palmitynowego, niezbednego do syntezy fosfolipidow — lipidowych skfadnikéw bton
komérkowych. Ekspresja genu kodujgcego FASN w tkankach oséb dorostych jest bardzo
niska, lub prawie niewykrywalna. Zwiekszong ekspresje enzymu obserwuje sie natomiast w
komérkach nowotworowych, a produkty metaboliczne kompleksu FASN bardzo szybko
zuzywane sg przez proliferujgce komérki nowotworowe, co potwierdza, ze ekspresja FASN
jest waznym czynnikiem warunkujgcym wzrost i przezycie komérek nowotworowych, a sama
FASN okreslana jest mianem metabolicznego onkogenu [Flavin i wsp., 2010]. Wptyw
naedkspresji FASN na opornos¢ komérek nowotworowych trzustki potwierdzono wyciszajac
gen kodujacy enzym technikg siRNA, lub stosujgc inhibitor enzymu — orlistat, czego efektem
byto przywrdocenie wrazliwosci komorek nowotworowych trzustki na gemcytabine
i radioterapie [Yang i wsp., 2011].

Kolejnym podejsciem terapeutycznym mogacym mieé zastosowanie w leczeniu raka
trzustki jest zmniejszenie puli lipiddow komdérkowych w wyniku dziatania chemoterapeutykow,
czy nadekspresji enzymow odpowiedzialnych za ich metabolizm. Liczne badania wykazaty,
ze lipidy sg niezbedne do proliferacji komérek nowotworowych trzustki, co zwigzane jest
m.in. z mutacjg w genie K-RAS [Barnes i wsp., 1980, Clerc i wsp., 1991, McKeehan i wsp.,
1982]. Enzymami odpowiedzialnymi m.in. za metabolizm lipidow sg UDP-
glukuronylotransferazy  (UGTs). UGTs sga enzymami Il fazy metabolizmu,
przeprowadzajacymi glukuronidacje substratéw, a co za tym idzie zwiekszajgcymi ich
polarnos¢ i umozliwiajgcymi wydalenie ich z organizmu [Guillemette i wsp., 2003]. UGTs
metabolizujg i detoksyfikujg nie tylko ksenobiotyki i zwigzki pochodzenia endogennego, ale
przede wszystkim biorg udziat w regulacji poziomu lipidow komdrkowych odgrywajgcych
istotng role we wzroscie i réznicowaniu sie komoérek nowotworowych [Burchell i wsp., 1995,
Radominska-Pandya i wsp., 1999]. Okre$lenie poziomu ekspresji enzymow
metabolizujgcych lipidy w komdrkach nowotworowych trzustki a nastepnie transfekcja

komorek plazmidami z sekwencjg UGT, ktérych ekspresji nie stwierdzono w tych komaorkach,
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skutkowata zahamowaniem proliferacji komorek nowotworowych w wyniku zmniejszenia puli

lipidéw niezbednych do ich prawidtowego wzrostu [Czernik i wsp., 2002].

2.1.3.8. Podsumowanie

Rak trzustki jest wyniszczajaca chorobg charakteryzujaca sie agresywnym
przebiegiem, wysokg inwazyjnoscig, szybka progresjg i opornoscig na konwencjonalnie
stosowane terapie. Rozwdj nowych metod biologii molekularnej pozwolit lepiej poznaé
patogeneze choroby i wskaza¢ kluczowe geny zwigzane z jej rozwojem. Coraz wiecej
wiadomo réwniez na temat molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw opornosci raka
trzustki na leczenie, a wiedza ta moze pomdéc w opracowywaniu nowych strategii
zmierzajagcych do pokonania zjawiska lekoopornosci. Obiecujgcymi regulatorami
lekoopornosci w raku trzustki moga okazaé sie mikroRNA, gdyz poprzez regulacje ekspresii
specyficznych miRNA mozliwa bytaby selektywna i ukierunkowana eliminacja komoérek o
fenotypie EMT, czy nowotworowych komérek macierzystych. Wydaje sie, iz konieczne jest
prowadzenie dalszych badan podstawowych, poswieconych rozszerzeniu wiedzy na temat
przyczyn lekooporno$ci raka trzustki, jak i podejmowanie prob wykorzystania zdefiniowanych
juz obserwacji eksperymentalnych i klinicznych do wdrazania nowych terapii u chorych

cierpigcych na ten nowotwor.

2.2. Wybrane aspekty mechanizméw $mierci komérkowej indukowanych w wyniku
dziatania chemoterapeutykéw

Zwigzki przeciwnowotworowe wykazujg zroéznicowany mechanizm dziatania na
poziomie molekularnym. Wiekszos¢ standardowo stosowanych chemoterapeutykow
wywotuje $mier¢ komorek nowotworowych bezposrednio uszkadzajgc ich DNA. Celem w
poszukiwaniu i projektowaniu nowych chemoterapeutykow, jest ich wybiorcze dziatanie,
skierowane przeciwko konkretnym procesom zachodzacym w komorce nowotworowej. Do tej
pory opisano wiele mechanizméw smierci komorkowej, a do najwazniejszych mozna
zaliczy¢: apoptoze, nekroze, katastrofe mitotyczng oraz autofagie. Obecnie coraz wiecej
wiadomo o wzajemnych zaleznosciach pomiedzy réznymi mechanizmami smierci komorki.
Wocigz trwajg rowniez badania majace na celu poszukiwanie nowych celéw molekularnych

dla chemoterapeutykow.

2.2.1. Autofagia i apoptoza- powigzanie dwoch procesow smierci komorki

Apoptoza, zwana inaczej programowang smiercig komorki jest uporzadkowanym,

czynnym procesem, w wyniku ktérego komérka popetnia samobojstwo. Mechanizm apoptozy
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jest bardzo skomplikowany i ztozony. Proces ten wymaga naktadu energii i aktywacji wielu
genow. Apoptoza moze przebiega¢ w rézny sposéb, w zaleznosci od rodzaju komodrek
i czynnikdw jg indukujacych. Dwie najlepiej poznane Sciezki apoptozy to szlak zewnetrzny-
receptorowy, zwigzany z bitong komdrkowg oraz wewnetrzny, przebiegajacy z udziatem
mitochondriéw  [Igney i wsp., 2002]. Ponadto, wymienia sie¢ rowniez szlak
pseudoreceptorowy, zaobserwowany w cytotoksycznych limfocytach T i komédrkach NK,
angazujacy perforyny i granzym B, szlak sfingimielinowo-ceramidowy oraz szlak indukowany
stresem, zwigzany z retikulum endoplazmatycznym. Wszystkie te szlaki tgcza kaspazy,
proteinazy cysteinowe, ktore dzielg sie na inicjatorowe i wykonawcze, w zaleznosci od etapu
apoptozy w ktérym biorg udziat [Martinvalet i wsp., 2005].

Autofagia jest procesem samodegradacji komérki niezbednym do zapewnienia
réwnowagi energetycznej np. w warunkach niedoboru sktadnikéw odzywczych. W procesie
autofagii usuwane sg réwniez niepoprawnie pofatdowane biatka, agregaty biatkowe,
uszkodzone organelle, takie jak mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, peroksysomy
oraz wewnatrzkomorkowe patogeny. Z jednej strony autofagia jest mechanizmem
umozliwiajacym przezycie komérki np. w warunkach stresowych, z drugiej strony zaburzona
regulacja tego procesu moze prowadzi¢ do smierci komérki. Autofagia moze by¢ zaréwno
selektywna jak i nieselektywna w usuwaniu specyficznych organelli, rybosoméw i agregatéw
biatkowych, jednak mechanizmy regulujace selektywno$¢ procesu autofagii nie zostaty jak
dotad doktadnie wyjasnione i zbadane [Glik i wsp., 2010].

Autofagia moze chronic komodrke przed indukcjg apoptozy. Na przykiad,
podwyzszony poziom autofagii w komdrkach nowotworowych, do ktérego dochodzito na
skutek niedoboru sktadnikéw odzywczych, promowat ich przezycie, co bylo zwigzane z
zahamowaniem apoptozy [Lum i wsp., 2005]. Mechanizm hamowania apoptozy przez
autofagie nie jest do konca poznany. Jedng z przyczyn moze by¢ degradacja uszkodzonych
mitochondriéw, przez co nie dochodzi do uwolnienia cytochromu c¢ i utworzenia
funkcjonalnego apoptosomu w obrebie ktérego zachodzi autokatalityczna aktywacja
kaspazy-9 [Ravikumar i wsp., 2006]. Badania innych autorow wskazujg rowniez, ze autofagia
moze chroni¢ komorke przed smiercig niezalezng od kaspaz, do ktérej dochodzi w wyniku
zwiekszenia przepuszczalnosci btony mitochondrialnej, okreslanej jako permeabilizacja
zewnetrznej btony mitochondrium (ang. mitochondrial outer membrane permeabilization,
MOMP). Co ciekawe, w tych samych badaniach wykazano réwniez, ze tak diugo jak
komdrkom dostarczana jest energia (w tym przypadku w wyniku glikolizy), wykorzystujg one
autofagie jako mechanizm umozliwiajacy ich przezycie nawet, gdy dojdzie do zwigekszenia
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej i uwolnienia cytochromu c¢ i innych biatek

apoptogennych [Collel i wsp., 2007]. Z drugiej strony, zamiast promowac przezycie komorki,
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autofagia moze promowacé jej Smieré i okredlana jest przez to jako programowana $mierc
typu Il [Gozuacik i wsp., 2004]. W odréznieniu od apoptozy, ktéra wymaga aktywacji kaspaz,
autofagia jest procesem przebiegajacym bez udziatu tych enzyméw proteolitycznych [Yu i
wsp., 2004].

Komérki ulegajgce apoptozie i komorki ulegajgce autofagii wykazujg rézne zmiany
morfologiczne. W przypadku apoptozy, zmiany morfologiczne w komdérce sg wynikiem
dziatania kaspaz, ktére hydrolizujg biatka cytoszkieletu i inne biatka strukturalne w wyniku
czego dochodzi do uszkodzenia cytoszkieletu, lecz organella komérkowe pozostajg
nieuszkodzone az do koncowego stadium procesu [Luthi i wsp., 2007]. Z kolei w procesie
autofagii, dochodzi do nadmiernej akumulacji pecherzykéw autofagosomalnych, ktore
nastepnie degradujg oragenella komoérkowe na wczesnym etapie procesu, podczas gdy

cytoszkielet pozostaje funkcjonalny az do koncowej fazy autofagii [Cuervo i wsp., 2004].

2.2.1.1. Regulacja procesu autofagii

Za regulacje autofagii odpowiedzialne sg geny z rodziny Atg. Do szlakéw
sygnalizacyjnych zwigzanych z procesem autofagii zaliczy¢é mozna m.in.: szlak sygnatowy
naskérkowego czynnika wzrostu, szlak PI3K-Akt, szlak sygnatowy kinaz MAP, szlak zalezny
od aktywacji kinazy AMP, szlak kontrolowany przez mate GTPazy i inne. Wiele z tych
szlakéw zwigzanych jest ze szlakiem kinazy mTOR, bedgcej inhibitorem autofagii. Inhibitory
kinazy mTOR, takie jak np. rapamycyna mogq wiec indukowac ten proces. Indukcja autofagii
moze zachodzi¢ réwniez bez udzialu mTOR. Przyktadem takiego induktora jest disacharyd-
trehaloza [Sarkar i wsp., 2007].

Formowanie pecherzykow autofagosomalnych regulowane jest przez Atg-1, Atg-9
oraz kompleks zawierajgcy kinaze 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) klasy Il (Vps34), Bekline-1
oraz p150. Kinaza Vps34 jest zaangazowana w proces autofagii tylko woéwczas, gdy
wystepuje w kompleksie z Bekling-1 i innymi biatkami regulatorowymi. Interakcje te nasilajg
jej aktywnos¢ katalityczng i powodujg zwiekszone wytwarzanie fosfatydyloinozytolo
trifosforanu (PIP3) - niezbednego do elongacji fagoforu i przytgczania do niego kolejnych
biatek Atg [Hoyer-Hansen i wsp. 2007]. Elongacja autofagosomu wymaga dwdch proceséw
koniugacji. Pierwszy z nich inicjuje formowanie wigzania izopeptydowego pomiedzy
wewnetrzng lizyng Atg-5 a C-koncowag glicyng Atg-12. W procesie tym posredniczy Atg-7,
ktéry powoduje aktywacje Atg-12. Atg-12 jest wowczas przenoszone na Atgl0, co prowadzi
do zwigzania Atg-12 z Atg-5 [Glick i wsp., 2010]. Nastepnie, do powstatych kompleksow Atg-
12-Atg-5 przytacza sie dimer Atg-16L, co prowadzi do powstania multimeru Atg-12-Atg-5-
Atg-16L [Barth i wsp., 2010]. Drugi system koniugacji zostaje uruchomiony po przytgczeniu
sie fosfatydyloetanoloaminy (PE), przy alternatywnym udziale proteaz Atg-4, Atg-7 lub Atg-3
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do biatka LC3. Dochodzi wowczas do konwers;ji biatka LC3 z cytoplazmatycznej formy LC3-
do formy lipofilowej LC3-Il, ktora moze by¢ wbudowana do bton autofagosomu i auto-
fagolizosomu. Poniewaz ekspresja LC3-Il jest Scidle skorelowana z iloscig autofagosomow,
stad tez jest uwazana za najbardziej wiarygodny marker aktywnych autofagosoméw
i autofagolizosoméw [Yorimitsu i wsp., 2005]. LC-Il pozostaje przylaczone do btony

autofagosomu az do fuzji z lizosomem, po ktérej powstaje dojrzaty autofagolizosom.

2.2.1.2. Regulacja procesu apoptozy

Zarowno zmiany morfologiczne, jak i w ostatecznosci Smier¢ komoérek na drodze
apoptozy sg wynikiem dziatania kaspaz. Kaspazy mozna podzieli¢ na te inicjujgce proces
apoptozy, jak kaspaza-2, -8, -9 i -10 oraz kaspazy wykonawcze procesu apoptozy, takie jak:
kaspaza-3, -6 i -7. Scharakteryzowano rézne szlaki aktywacji kaspaz [Adams, 2003]. Wiele
czynnikéw takich jak, uszkodzenie DNA, hipoksja, brak okreslonych czynnikéw wzrostu,
hormondéw oraz cytokin, wzrost stezenia reaktywnych form tlenu, stres oksydacyjny,
zaburzenie transportu elektrolitdw, czy wzrost stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie moze
aktywowaé wewnetrzny szlak apoptozy, ktoéry prowadzi do zmiany przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej i uwolnienia cytochromu c i innych apoptogennych biatek [Green i wsp.,
2004]. MOMP jest regulowana przez biatka z rodziny Bcl, ktére ze wzgledu na ilos¢
posiadanych domen BH3 mozna podzieli¢ na trzy kategorie: biatka antyapoptotyczne
BH1234 (np. Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1), biatka proapoptotyczne BH123 (np. Bax, Bak) oraz biatka
o pojedynczej domenie BH3 (np. Bid, Bim, Bad, Noxa i inne). Biatka o pojedynczej domenie
BH dziatajg poprzez bezposrednig aktywacje biatek BH123 lub inaktywacje biatlek BH1234
[Hacker i wsp., 2007]. Uwolniony cytochrom c oddziatywuje z biatkiem Apaf-1, prokaspaza-9
oraz dATP formujac apoptosom. Taki kompleks aktywuje kaspaze-9, ktéra nastepnie
aktywuje kaskade kaspaz efektorowych. W tym samym czasie uwalniany z mitochondriom
do cytoplazmy kompleks Smac/DIABLO wigze biatka antyapoptotyczne z rodziny IAPs
uwalniajgc tym samym kaspazy, ktére ulegajg wéwczas aktywacji [Du i wsp., 2000].

Szlak zewnetrzny apoptozy obejmuje interakcje z udziatem btonowych receptoréw
Smierci nalezacych do rodziny TNF [Ashkenazi i wsp., 1998]. Po zwigzaniu do biatka TNF
ligandu i cytoplazmatycznego biatka adaptorowego FADD (ang. Fas-Associated Death
Domain, FADD) powstaje kompleks sygnatu indukujgcego $mier¢ (ang. death-inducing signal
complex, DISC), ktéry aktywuje kaspaze-8. Kaspaza-8 z kolei moze bezposrednio
aktywowaé kaspaze-3 Ilub moze aktywowaC wewnetrzny szlak apoptozy poprzez
oddziatywanie, a dokfadnie ciecie biatka Bid do formy tBid, ktéra dziata jako sygnat dla btony

mitochondrialnej, czego konsekwencjg jest uwolnienie cytochromu c [Luo i wsp., 1998].
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Trzeci szlak apoptozy jest indukowany stresem i zwigzany jest z retikulum
endoplazmatyczym (ang. endoplasmic reticulum, ER) [Boyce i wsp., 2006]. Do indukcji
szlaku dochodzi na skutek zaburzenia homeostazy zwigzanej z nagromadzeniem sie jonow
wapnia i nieprawidtowych biatek w ER. Zazwyczaj szlak indukowany stresem aktywuje

rowniez szlak mitochondrialny apoptozy.

2.2.1.3. Zaleznos¢é pomiedzy autofagia i apoptoza

Zalezno$¢ pomiedzy autofagig i apoptozg od lat jest przedmiotem wielu badah. Oba
procesy sg przynajmniej czesciowo regulowane przez wspoélne szlaki. Na przykfad biatko
p53, ktére jest induktorem apoptozy, odziatywujgc na poziom ekspresji jednego z gendw
docelowych DRAM, moze w ten sposob indukowaé rowniez autofagie [Crighton i wsp.,
2006]. Podobnie, aktywacja $ciezki kinaz PI3K/Akt hamujgcej apoptoze, moze roéwniez
doprowadzi¢ do zahamowania autofagii [Arico i wsp., 2001]. Ponadto, kluczowe biatka
regulujgce proces apoptozy badz autofagii, takie jak np. biatka z rodziny Bcl, FADD, biatka
Atg w sposéb bezposredni oddziatywujg na obydwa procesy.

Beklina-1 jest elementem kompleksu kinazy PI3 typu lll, ktéry jest niezbedny do
formowania pecherzykéw autofagosomalnych. Biatka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2
i Bcl-xL oprocz tego, ze oddziatywujg na biatka proapoptotyczne Bax i Bak, hamujac ich
aktywacje i zapobiegajgc uwolnieniu cytochromu c¢ z mitochondriom, moga oddziatywaé
réwniez z domeng BH3 Bekliny-1 [Wei i wsp., 2008]. Oddziatywanie pomiedzy Bekling-1 a
biatkami Bcl-2 oraz Bcl- xL regulowane jest stanem ich ufosforylowania. Beklina-1, pod
wptywem dziatania kinazy DAPK-1 ulega fosforylacji na Thr 119, natomiast biatko Bcl-2
fosforylowane jest przez kinaze JNK1 [Wei i wsp., 2008]. Fosforylacja prowadzi do rozig-
czenia sie biatek, indukujgc tym samym autofagie. Jednoczesnie ufosforylowane biatko Bcl-2
taczy sie z proapoptotycznym biatkiem Bax hamujgc apoptoze. Biatko JNK1 moze réwniez
powodowacé hiperfosforylacje biatka Bcl-2, ktére w takiej postaci odtgcza sie od biatka Bax,
co prowadzi do smierci komorki na drodze apoptozy. Ponadto, biatko DAPK-1 uczestniczy
réwniez w etapie ,pgczkowania” btony komorkowej poprzez oddziatywanie ze skfadnikami
cytoszkieletu w czasie apoptozy [Maiuri i wsp., 2007].

Biatko Bcl-2 moze hamowac autofagie nie tylko w wyniku oddziatywania z Bekling-1,
ale rowniez poprzez blokowanie uwalniania jonéw wapnia z retikulum endoplazmatycznego.
Uwolnione jony wapnia aktywujg bowiem kinazy zalezne od Ca®" i kalmoduliny takie jak
kinaza-f i kinaza aktywowana AMP, co z kolei hamuje szlak kinazy mTOR aktywujgc
autofagie [Hoyer-Hansen i wsp., 2007]. W taki sposob biatko Bcl-2 (takze Bcl-xL) moze

hamowa¢ proces autofagii za pomocg dwodch réznych mechanizméw (rysunek 5).
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Niewiadomo jak dotad, czy oba mechanizmy dziatajg rownoczesnie oraz ktéry z nich

odgrywa wazniejszg role.

cytochrom ¢

v

3 aktywacja kaspaz

Rysunek 5. Regulacja autofagii i apoptozy przez biatka z rodziny Bcl-2. 1: hamowanie autofagii na skutek blokowania
uwalniania jonéw wapnia z ER. 2: hamowanie autofagii w wyniku interakcji z domeng BH3 Bekliny 1. 3: hamowanie apoptozy w
wyniku blokowania aktywacji biatka Bax, MOMP i uwolnienia cytochromu c. Na podstawie [Thorburn, 2008].

W pewnych warunkach poziom antyapoptotycznych biatek Bcl-2 moze modulowaé
proces autofagii hamujgc jg badz indukujgc. W komodrkach, w ktérych nie dochodzi do
ekspresji biatek proapoptotycznych takich jak np. Bax, czy Bak, wewnetrzny szlak apoptozy
jest nieczynny. Wéwczas, zwiekszenie poziomu ekspresiji biatka Bcl-2 (oraz Bcl-xL) skutkuje
Smiercig komorki w wyniku autofagii, podczas gdy wyciszenie ekspresji genu Bcl-2 hamuje
autofagie [Shimizu i wsp., 2004].

Autofagia podlega regulacji réwniez przez inne biatka szlaku apoptozy. FADD jest
cytoplazmatycznym biatkiem adaptorowym niezbednym do utworzenia kompleksu sygnatu
indukujgcego smieré¢ - DISC, ktory z kolei aktywuje kaspaze-8. Biatko FADD sktada sie z
domeny $mierci i domeny efektorowej. Wykazano, ze w prawidtowych komérkach
epitelialnych, domena smierci FADD moze indukowa¢ smieré komoérek ktérej towarzyszy
wysoki poziom autofagii (rysunek 5). Poniewaz domena smierci FADD nie posiada zdolnosci
katalitycznej, do indukcji autofagii dochodzi prawdopodobnie w wyniku dziatania innego
biatka, aktywowanego przez FADD (uwaza sie, ze tym biatkiem moze by¢ Atg-5) [Thorburn i
wsp., 2005].

Podobnie biatko FLIP, ktore blokuje inicjacje apoptozy na poziomie receptoréw
Smierci, kontroluje réwniez proces autofagii. Poprzez domeny DED, biatko FLIP rozpoznaje
i przytacza sie do biatka Atg-3, co w konsekwencji uniemozliwia koniugacje biatka Atg-3 z
biatkiem LC3 i blokuje autofagie na etapie tworzenia autofagosomu [Lee i wsp., 2010].

Istnieje réwniez wiele mechanizmow regulacji apoptozy przez biatka bezposrednio

zwigzane z procesem autofagii.
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W degradacji biatek istotnych w procesie apoptozy biorg udziat kaspazy. Kaspazy: 3,
7 i 8 hamujac autofagie poprzez proteolize i inaktywacje Bekliny-1 oraz kinazy PI3K I,
indukujg apoptoze [Djavaheri-Mergny i wsp., 2010]. W wyniku przeciecia Bekliny 1 przez
kaspazy powstajg dwa produkty: N-kohcowy (Beklina 1-N, aa 1-133) oraz C-koncowy
(Beklina 1-C, aa 150-450), ktére tracqg zdolnosé do indukcji autofagii. Analiza rozmieszczenia
obu fragmentdw w komdrce wykazata, ze fragment N-koncowy przemieszcza sie z
cytoplazmy do jadra, natomiast C-koncowy do mitochondrium, gdzie powoduje uwolnienie
czynnikdw proapoptotycznych, takich jak cytochrom ¢ oraz biatko HtrA2/Omi [Wirawan
i wsp., 2010].

cytochrom ¢

aktywacja kaspaz

___________________________________________________________

Rysunek 6. Regulacja apoptozy przez Atg-5. 1. aktywacja kaspaz na skutek oddziatywania biatka Atg-5 z biatkiem
adaptorowym FADD, gtownym elementem zewnetrznego szlaku apoptozy. 2: ciecie biatka Atg-5 przez kalpaine powoduje
transport biatka do mitochondrium i aktywacje MOMP, czego konsekwencjg jest uwolnienie cytochromu c i aktywacja kaspaz
[Thorburn, 2008].

Innym przyktadem jest ciecie biatka Atg-5, odgrywajacego istotng role w formowaniu
autofagosomu przez aktywowang jonami wapnia kalpaine (rysunek 6). Pociete biatko Atg-5
ulega translokacji do mitochondrium, gdzie taczy sie z biatkiem Bcl-xL i uczestniczy w
indukcji apoptozy przebiegajacej z udziatem mitochondriéw [Mizushima i wsp., 2007].
Mechanizm ten jest ztozony. Z jednej strony, wyciszenie ekspresji genu Atg-5 moze chronic
komorki nowotworowe przed rdéznymi czynnikami indukujgcymi apoptoze, z drugiej zas
nadekspresja Atg-5 moze uwrazliwia¢ komoérki na indukcje apoptozy. Ponadto, kalpaina
moze zaréwno hamowac lub indukowaé¢ autofagie. W wyniku ciecia Atg-5 przez kalpaine
powstaje biatko niezdolne do indukcji autofagii [Yousefi i wsp, 2006]. Inne badania pokazujg
z kolei, ze aktywnos¢ kalpainy jest niezbedna do indukcji autofagii w wyniku dziatania

rapamycyny, czy niedoboru sktadnikow odzywczych [Demarchi i wsp., 2006].
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2.2.1.4. Autofagia, apoptoza i gospodarka lipidowa

Autofagia i apoptoza powigzane sg rowniez z gospodarkg lipidowg komorki.
Zbalansowana gospodarka lipidowa jest niezwykle istotna dla prawidtowego funkcjonowania
wszystkich komorek. Zaburzenia homeostazy lipidowej w wyniku nagromadzenia sie
wewnatrz komorki kwaséw ttuszczowych moze prowadzié do apoptozy [Singh i wsp., 2012].
Ponadto niektore zwigzki przeciwnowotworowe moga hamowac¢ proces autofagii, prowadzac
tym samym do zmniejszenia puli lipidéw komérkowych lub dziata¢ bezposrednio na poziom
lipidow w komorce zaburzajac jej homeostaze. Stosunkowo niedawno odkrytym zjawiskiem

towarzyszgcym autofagii jest mobilizacja wewnatrzkomorkowych lipidéw na drodze lipolizy.

2.2.1.5. Krople lipidowe

Krople lipidowe (ang. lipid droplets, LD) sg sferycznymi organellami wystepujgcymi
gtéwnie w tkance ttuszczowej w ktérej komérkach, jedna duza kropla (o srednicy ok. 100 pm)
zajmuje niemal catg powierzchnie cytoplazmy. Obecnos¢ kropli ttuszczowych stwierdzono
rowniez w innych komérkach a ich rozmiary wahajg sie w granicach od 0,1 do 10 ym.
Powierzchnie dojrzatych kropli lipidowych stanowi pojedyncza warstwa fosfolipidowa z
hydrofobowymi ogonami skierowanymi do wnetrza kropli. W skfad fosfolipidéw budujgcych
blone wchodza: fosfatydylocholina, fosfatydyloetyloamina i fosfatydyloinozytol. Z kolei
wnetrze kropli stanowig neutralne estry lipidéw, gtdwnie estry cholesterolu i triglicerydy [Lass
i wsp., 2011]. LD wywodzg sie z retikulum endoplazmatycznego i sg scisle zwigzane z tym
organellum. ER odpowiada za konwertowanie nadmiaru steroli do ich estrow przez
sprzeganie z tluszczowym acylo-CoA wytworzonym przez wczes$niejszg reakcje kwasow
ttuszczowych z acylo-CoA. Istnieje pare hipotez powstawania kropli ttuszczowych. Wedtug
gtébwnej hiopotezy krople tluszczowe powstajg na drodze paczkowania z retikulum
endoplazmatycznego. Powstajagce w ER diacyloglicerole i estry steroli gromadza sie w
skupiska w poblizu btony a wraz ze wzrostem ich liczby dochodzi do obnizenia napiecia
powierzchniowego btony i oddzielenia pecherzyka od btony retikulum [Thiam i wsp., 2013].

Do niedawna LD traktowane byty jako bierne organelle komoérkowe magazynujgce
ttuszcze, wykorzystywane nastepnie do tworzenia bton biologicznych, syntezy hormondw
steroidowych oraz jako zrédito energii. Dzieki licznym badaniom wykazano, ze z kroplami
ttuszczowymi zwigzanych jest wiele biatek zaangazowanych w gromadzenie, stabilizacje i
uwalnianie ttuszczéw z kropli lipidowych. Ponadto, zaobserwowano ze LD wchodzg w
interakcje z innymi organellami oraz sg zdolne do przemieszczania sie w komorce przy

udziale elementow cytoszkieletu.
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2.2.1.6. Lipofagia

Do mobilizacji LD i rozktadu triglicerydow dochodzi na drodze lipolizy [Lass i wsp.,
2011]. Szlaki lipolizy i autofagii wykazujg szereg podobienstw. Obydwa z nich sg kluczowymi
szlakami katabolicznymi, aktywowanymi w odpowiedzi na niedobér skfadnikow odzywczych.
Znajdujg sie pod kontrolg tych samych hormondéw, czyli sg hamowane insuling lub
aktywowane glukagonem. Wewnatrzkomorkowe lipidy jak do tej pory nie byly rozwazane
jako substraty dla procesu autofagii, ale podobienstwa miedzy lipoliza a autofagig wskazujg
na istnienie zaleznosci pomiedzy tymi dwoma szlakami. Niedawno wykazano, ze w wyniku
autofagii dochodzi do uwolnienia lipidéw z LD a proces ten nazwano lipofagig [Singh i wsp.,
2011]. Po raz pierwszy lipofagie opisano w komérkach watroby, ktére poza komdrkami
ttuszczowymi posiadajg najwiekszg ilos¢ wewnatrzkomoérkowych lipidow. Farmakologiczne
zahamowanie autofagii, przy uzyciu 3-metyloadeniny lub wyciszenie genu Atg-5, kluczowego
dla tego procesu, powodowato znaczne zwiekszenie poziomu triglicerydow i cholesterolu w
hepatocytach. Nagromadzeniu lipidow towarzyszyt wzrost LD. Wzrost poziomu LD, przy
braku bodzcow lipogennych, wskazywat na role procesu autofagii w kontroli poziomu lipidéw.
Zahamowanie autofagii nie wplywato na synteze triglicerydéw, hamowato lipolize
i B-oksydacje wolnych kwaséw ttuszczowych. Ostatecznym dowodem na role autofagii w
metabolizmie lipidow watrobowych byly eksperymenty przeprowadzone na myszach. W
komérkach watrobowych myszy przeprowadzono wyciszenie genu Atg-7, kluczowego dla
procesu autofagii. Nastepstwem wyciszenia genu Atg-7 bylo powiekszenie watroby,
czesciowo spowodowane znacznym wzrostem poziomu trigliceryddw i cholesterolu. Wyniki
te wskazuja, ze uposledzenie przebiegu autofagii lub brak lipofagii moze leze¢ u podstaw np.
licznych choréb watroby [Sigh i wsp., 2009].

W niektérych typach komoérek, np. leukocytach czy komérkach nowotworowych liczba
kropli lipidowych moze gwalttownie wzrasta¢, pomimo iz komérki te nie sg zaangazowane w
magazynowanie ttuszczéw. W komérkach nowotworowych wykazano réwniez powigzanie
apoptozy z poziomem lipidéw wewnatrzkomérkowych. Indukcja apoptozy moze powodowac
wzrost poziomu LD. Im podzniejsze jest stadium apoptozy, tym wieksze sg rozmiary
formujacych sie LD. Moze to wynika¢ z rozpadu organelli takich jak retikulum
endoplazmatyczne, mitochondria, czy z degradacji bton komoérkowych podczas procesu
apoptozy, czego konsekwencja jest nagromadzenie sie uwolnionych triglicerydéw w kroplach

ttuszczowych [Sigh i wsp., 2009].

2.3. Enzymy metabolizujace chemoterapeutyki a Smieré komorki

Dokfadne przewidywanie loséw leku w organizmie w zaleznos$ci od jego wiasciwosci

chemicznych i fizycznych oraz cech fizjologicznych i patologicznych danego pacjenta jest
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wcigz jedynie pozadang, dalekg od zastosowania w rutynowej praktyce klinicznej wizja.
Zrozumienie czynnikow odpowiedzialnych za farmakokinetyczne i farmakodynamiczne
réznice miedzyosobnicze wcigz pozostaje wyzwaniem, szczegolnie w przypadku lekow o
niskim indeksie terapeutycznym .

Wiekszos¢ enzymow metabolizujagcych ksenobiotyki zlokalizowana jest w watrobie,
jednakze ekspresje mMRNA réznych izoenzyméw  cytochromu P450 i UDP-
glukuronylotransferaz (UGT) scharakteryzowano roéwniez w innych tkankach, takich jak:
piersi, ptuc, moézgu, jelita oraz trzustki [Nishimura i wsp., 2006]. Ponadto, wykazano
wystepowanie istotnych réznic w metabolizmie chemoterapeutykéw pomiedzy tkankg
prawidiowg, a zmieniong nowotworowo [Standop i wsp., 2003]. W wielu typach nowotworéw
dochodzi do obnizenia ekspresji enzymdéw metabolizujgcych leki w poréwnaniu z tkankg
zdrowg. Jezeli obnizeniu ulega ekspresja enzymow fazy I, to konsekwencjg jest np. brak
aktywaciji prolekow i brak efektu terapeutycznego. Z kolei obnizenie ekspresji enzymow |l
fazy skutkuje przediuzonym efektem toksycznym w wyniku zbyt dtugiego przebywania w
organizmie aktywnego zwigzku, ktory nie ulega detoksyfikacji. Poziom ekspresji wybranych
enzymow nie zalezy jedynie od polimorfizmu genéw kodujacych te enzymy, ale rowniez od
czynnikdw zewnetrznych takich jak: ekspozycja na leki i interakcje lek-lek (dany lek moduluje
ekspresje enzymu metabolizujgcego inny lek), zanieczyszczenia srodowiska, czy inne srodki
chemiczne. W literaturze mozna znalez¢ réwniez doniesienia na temat wplywu
ograniczonego dostepu tlenu (hipoksji) na ekspresje wybranych enzyméw | i Il fazy
metabolizmu oraz biatek transporterowych. Wykazano, ze w komoérkach linii HepaRG,
wyprowadzonej z ludzkiego nowotworu watroby dochodzito do zmiany poziomu ekspresji
wybranych enzyméw odpowiedzialnych za | faze metabolizmu: CYP3A4, CYP1A2, CYP2E1,
CYP2C9, Il faze metabolizmu: GSTA1/2, GSTM1, UGT1A1, SULT2A1, oraz transporteréw
biatkowych: MDR1, MRP3 [Legendre i wsp., 2009]. Zmiany w poziomie ekspres;ji
zaobserwowano réwniez dla receptorow: PXR i CAR. Ponadto wykazano, ze za obnizong
ekspresje enzymu CYP3A4 w hipoksji odpowiada podwyzszony poziom czynnika
transkrypcyjnego HIF-1a [Legendre i wsp., 2009].

2.3.1. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem ekspresji enzymu a Smiercig komorki

Liczne badania wskazujg, ze zmiana ekspresji genow cytochroméw P450 ma wplyw
na odpowiedz biologiczng indukowang w komadrkach nowotworowych przez ksenobiotyki, w
tym leki przeciwnowotworowe. Wyniki badan dotyczg gtéwnie wptywu nadekspresji genow na
na apoptoze, przy czym wykazano, ze nadekspresja cytochromow P450 moze zaréwno
hamowac¢ jak i wzmacnia¢ efekt apoptozy indukowany przez te zwigzki. Wykazano na

przyktad, ze hamowanie aktywnosci cytochromu P450 przez proadifen wywotywato m.in.
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wyzszg przezywalno$s¢ komorek biataczki mieloblastycznej HL-60 i chronito je przed
apoptozg indukowang przez kwas all-trans retinoidowy [Hofmanova i wsp., 2000]. Wykazano
réwniez, ze indukcja CYP1A1 przez 4-chlorobifenyl w komérkach nowotworu piersi MCF-7,
silnie wzmacniata efekt apoptozy hamowany przez estradiol10 [Chung i wsp., 2007].
Réwniez aktywacja CYP1A1 w komodrkach Hepalcic7 wzmacniata efekt apoptozy

indukowanej przez kancerogenny benzo[a]piren13 [Moore i wsp., 1993].

2.3.2. Cytochromy P450 jako cel w terapii przeciwnowotworowej

Gtéwnym celem w projektowaniu lekéw przeciwnowotworowych jest ich selektywne
dziatanie na komorki nowotworowe. Poniewaz wykazano, ze poziom ekspresji enzymow
P450 jest znacznie wyzszy w tkance zmienionej nowotworowo, w poréwnaniu do
otaczajacych jg prawidtowych tkanek, mozna wykorzystaé tg ceche nowotworu stosujgc
proleki ulegajace aktywac;ji jedynie w komorkach nowotworowych, co znacznie zmniejszytoby
wystepowanie niekorzystnych efektéw ubocznych towarzyszacych chemoterapii [Riddick
i wsp., 2005]. W zwigzku z tym dostepne sg nowe strategie terapeutyczne polegajace na
zwiekszeniu ekspresji enzyméw CYP w komorkach. Jezeli chodzi o endogenng
nadekspresje wybranych enzyméw CYP w komérkach nowotworowych, najlepiej zbadanym
przyktadem jest izoenzym CYP1B1. mRNA CYP1B1 jak i ekspresje biatka tego enzymu
stwierdzono w komédrkach wielu typdw nowotworow ztosliwych [Gibson i wsp., 2003;
McFadyen i wsp., 2001]. Enzymy CYP1A, CYP2C czy CYP3A réwniez wykazujg zwiekszong
ekspresje w niektérych rodzajach komoérek nowotworowych, lecz w poréwnaniu do CYP1B1,
ulegajg znacznej ekspresji rowniez w normalnych tkankach, gtéwnie w watrobie. Obecnie w
badaniach przedklinicznych znajduje sie kilka zwigzkéw aktywowanych przez CYP1B1,
takich jak np. reserwatrol [Potter i wsp., 2002]. Ponadto w Il fazie badan klinicznych znajduije
sie szczepionka CYP1B1 (Zyc300) majaca na celu zniszczenie komérek nowotworowych
poprzez indukcje limfocytéw T [Gibson i wsp., 2003]. Podobne strategie zastosowano z
udzialem innych enzyméw P450, specyficznych dla tkanki nowotworowej, takich jak:
CYP2W1, CYP2J2 i CYP4Z1, po zidentyfikowaniu odpowiedniego dla nich proleku. Wcigz do
wyjasnienia pozostaje jednak polimorfizm tych gendéw w odniesieniu do sukcesu terapii
opartej o cytochromy P450.

Drugim podejsciem terapeutycznym wykorzystujgcym roznice w ekspresji genow
P450 pomiedzy tkankg prawidtowg a zmieniong nowotworowo jest terapia genowa, w ktérej
egzogenny gen P450 byiby wprowadzony do nowotworu metodami inzynierii genetycznej
razem z prolekiem. Przyktadem sg cyklofosfamidy, ktére do petnej aktywnosci wymagajg
transformacji metabolicznej, gtdéwnie przez enzym CYP2B6. Nadekspresja enzymu CYP2B6

skutkowata uwrazliwieniem komérek nowotworowych réznych rodzajow w warunkach in vitro
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na cyklofosfamid. Podobne wyniki uzyskano po transfekcji komérek glejomiesaka IL9
plazmidami z sekwencjg CYP2B6, CYP2B1 oraz reduktazg cytochromu P450 (CPR).
Nadekspresja enzymow powodowata zwiekszenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkow
przeciwnowotworowych zaréwno w hodowli in vitro jak i na ksenoprzeszczepach tych

komérek na ,nagie” myszy [Huang i wsp., 2000, Roy i wsp., 2006].
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3. Zatozenia, cel i zakres pracy

Niniejsza rozprawa doktorska stanowi kontynuacje badanh prowadzonych w Katedrze
Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej nad mechanizmem dziatania zwigzkéw
przeciwnowotworowych.  We  wstepnych  badaniach  przesiewowych  aktywnosci
cytotoksycznej  pochodnych  imidazoakrydonu,  triazoloakrydonu i  pochodnych
1-nitroakrydyny, pochodna 1-nitroakrydyny o symbolu C-1748 wykazata wysokg aktywnosé
cytotoksyczng w stosunku do komérek czterech linii raka trzustki. Poniewaz rak trzustki
zaliczany jest do najbardziej ztosliwych i opornych na leczenie nowotworéw, badania nad
mechanizmem dziatania pochodnej C-1748 w stosunku do tychze komorek byty w petni

uzasadnione.

Zte rokowania pacjentéw cierpigcych na raka trzustki oraz niepokojgce dane
statystyczne wskazujgce na wysokg SmiertelnoS¢ i krotki czas przezycia pacjentéw z tym
schorzeniem wynikajg z wielu czynnikoéw. Nalezg do nich miedzy innymi: brak skutecznych
metod diagnostycznych, brak specyficznych objawdéw rozwoju choroby, az do momentu
pojawienia sie przerzutéw, czy brak skutecznych terapii zwalczajgcych nowotwor [Nitsche
i wsp., 2011]. Ponadto, pomimo bardzo dobrego poznania podtoza molekularnego rozwoju
nowotworu oraz mechanizméw $mierci komorkowej indukowanej w wyniku dziatania
chemoterapeutykow takich jak gemcytabina, czy 5-fluorouracyl, ich skuteczno$¢ jest
ograniczona ze wzgledu na nabywanie lekoopornosci przez komdérki nowotworowe trzustki.
Opornos¢ komorek nowotworowych trzustki wynika w gtéwnej mierze z niezdolnosci
chemoterapeutykéw do indukcji apoptozy. Badania wielu autoréw wskazaty na mozliwe
przyczyny tej opornosci, m.in. odmienng ekspresje genéw regulujgcych apoptoze [Donghui
i wsp., 2004, Strimpakos i wsp., 2008].

Z danych literaturowych jak i wynikéw badan przeprowadzonych w naszym zespole
wynika, ze istnieje szereg powigzan miedzy szlakami przemian metabolicznych
chemoterapeutykdw a zmianami w cyklu zyciowym i indukcjg sSmierci komorkowej
wywotanymi przez te zwigzki [Gut i wsp., 2000, Hofownia i wsp., 2003, Pawfowska, 2014,
Schmidt i wsp., 2004]. Podwyzszona ekspresja izoenzymow cytochromu P450 oraz innych
enzymow metabolizujgcych dany zwiazek w komérkach nim traktowanych moze wptywac na
jej funkcjonowanie w rézny sposéb. Po pierwsze, przyspieszajgc metabolizm zwigzku
katalizowany przez ten enzym. Po drugie, indukujac wzrost stezenia innych biatek, w tym
biatek regulatorowych w komérce. Po trzecie, indukujac zmiany w szlakach metabolicznych
zwigzkow endogennych. W przypadku zwigzkow, ktére do petnej aktywnosci biologicznej
wymagajag enzymatycznej biotransformacji, wyzszy poziom enzymoéw gwarantuje

powstawanie wigkszej ilosci aktywnych metabolitow, co zwieksza rowniez cytotoksycznos$é
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zwigzkow. Wzrost aktywnosci cytotoksycznej i przeciwnowotworowej chemoterapeutykdéw w
warunkach podwyzszonej ekspresji enzymow P450 obserwowany byt miedzy innymi dla
cyklofosfamidu, gdzie nadekspresja CYP2B1 i CYP3A4 zwiekszata cytotoksyczne dziatanie
leku [Gut i wsp., 2000]. Podobny efekt obserwowano réowniez dla tamoksifenu bedacego
substratem dla CYP3A4 [Hofownia i wsp., 2003], czy ifosfamidu metabolizowanego przez
CYP3A4, CYP2C9 i CYP2B6 [Schmidt i wsp., 2004].

Wyniki badan przeprowadzonych dotychczas w naszym zespole wskazuja, ze
pochodng C-1748 réwniez zaliczy¢ mozna do prolekow, gdyz do petnej aktywno$ci wymaga
transformacji metabolicznej [Wisniewska, 2008]. W zwigzku z tym zatozytam, ze
podwyzszony poziom ekspresji enzyméw metabolizujgcych pochodng C-1748 w komdérkach
nowotworowych trzustki opornych na dziatanie zwigzku moze wptynaé na wyzszg wrazliwos$é
komérek, bedaca rezultatem powstawania wiekszej ilosci aktywnych metabolitow, w

poréwnaniu do komoérek w ktérych poziom ekspres;ji tych enzymdw jest niski.

Podsumowujac, wobec powyzszego, prowadzone przeze mnie badania zmierzaty w dwoch

kierunkach:

I. Okreslenie w warunkach in vitro aktywnosci cytotoksycznej oraz typu
odpowiedzi biologicznej indukowanej przez pochodng 1-nitroakrydyny, C-1748 w
komérkach czterech linii raka trzustki pochodzenia ludzkiego: Panc-1, MiaPaCa-
2, BxPC-3 oraz AsPC-1.

II. Okreslenie wplywu nadekspresji wybranych enzymoéow | fazy metabolizmu
ksenobiotykéw w komérkach nowotworowych trzustki (ktére wykazaty najwyzsza
opornosé¢ na dziatanie C-1748), na koncowa odpowiedz biologiczng indukowang

w tychze komoérkach przez zwiazek.

Dla osiggniecia postawionych przeze mnie celdw zrealizowatam nastepujgce zadania

badawcze:

| PIERWSZY KIERUNEK BADAN:

e okreslenie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 w stosunku do komorek
czterech linii raka trzustki,

e zbadanie wptywu pochodnej C-1748 na przebieg cyklu zyciowego komorek czterech
linii raka trzustki w oparciu o okreslenie zawartosci DNA w poszczegdinych

komorkach metodg cytometrii przeptywowe;,
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e zbadanie zdolnosci wybranej pochodnej do indukcji apoptozy w komadrkach czterech
badanych linii raka trzustki za pomoca;:

v obserwacji zmian w morfologii jader komérkowych z zastosowaniem barwnika
DAPI umozliwiajacego ocene stopnia kondensacji i pofragmentowania jgdra
oraz tworzenie ciatek apoptotycznych,

v okreslenia ilosci komorek z aktywng kaspaza-3 bedaca kaspazg wykonawczg
procesu apoptozy,

v' okreslenia metodg cytometrii przeptywowej fragmentacji substratu dla
kaspazy-3: biatka PARP,

v' oznaczania zmian zachodzacych w budowie btony cytoplazmatycznej z
uzyciem wyznakowanej fluorescencyjnie Aneksyny V,

e zbadanie zdolnosci pochodnej C-1748 do indukcji przyspieszonego starzenia
komérkowego w komoérkach raka trzustki,

e okreslenie zdolnosci pochodnej C-1748 do aktywacji lub zahamowania autofagii w
komérkach czterech badanych linii raka trzustki,

e okreslenie wptywu pochodnej C-1748 na przebieg procesu autofagii w badanych
komodrkach nowotworowych, w obecnosci inhibitorow autofagii: wortmaniny i
chlorochiny:

v' okreslenie aktywnosci cytotoksycznej C-1748 wobec komdérek nowotworowych
trzustki w obecnosci inhibitoréw autofagii,

v' zbadanie wplywu kombinacji zwigzku i inhibitoréow autofagii na zmiany w
morfologii jader komorkowych,

v' zbadanie wptywu kombinacji zwigzkéw na zmiany potencjatu na wewnetrzne;j
btonie mitochondrialnej,

v' zbadanie wptywu pochodnej C-1748 w potaczeniu z inhibitorami autofagii na
indukcje apoptozy, potwierdzong obecnoscig kaspazy-3 i pocietego substratu
dla kaspaz: PARP,

v' zbadanie wplywu kombinacji zwigzku z inhibitorem autofagii na homeostaze
lipidow w komadrkach nowotworowych trzustki,

v' zbadanie wptywu kombinacji zwigzkéw na poziom biatka Bcl-2 w komérkach

badanych rakow trzustki.

Il DRUGI KIERUNEK BADAN:

e zbadanie metodg western blotting poziomu ekspresji wybranych enzymow

cytochromu P450 w komdrkach czterech linii raka trzustki,
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dokonanie nadekspresji wybranych enzymoéw kluczowych dla transformaciji

metabolicznej pochodnej C-1748 w komorkach nowotworowych trzustki, ktore

wykazatly najwyzszg opornos¢ na dziatanie tego zwigzku,

zbadanie wptywu nadekspresji enzymoéw CPR i CYP3A4 w komoérkach AsPC-1 na

odpowiedz biologiczng indukowang przez pochodng C-1748:

v

okreslenie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 w komorkach z
nadekspresjg enzymow CPR i CYP3A4,
zbadanie przemian metabolicznych pochodnej C-1748 w komérkach z
nadekspresjg enzymow CPR i CYP3A4,
okreslenie wptywu nadekspresji enzymow na indukowang przez zwigzek
apoptoze (zbadanie aktywnosci kaspazy-3, ocena morfologii jader

komadrkowych, zmian potencjatu na wewnetrznej bfonie mitochondrialnej).
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4. Wyniki

CZESC |. Badanie aktywnosci cytotoksycznej i mechanizmu dziatania pochodnej
C-1748 w stosunku do komdérek czterech linii raka trzustki

Pochodna 1-nitroakrydyny, C-1748 jako jedyna z dotychczas zsyntetyzowanych w
naszym zespole, najbardziej aktywnych pochodnych 1-nitroakrydyny, triazoloakrydonu oraz
imidazoakrydonu, we wstepnych badaniach aktywnos$ci cytotoksycznej wykazata wysokg
aktywno$¢ w stosunku do komérek réznych linii raka trzustki pochodzenia ludzkiego. Biorac
pod uwage, ze rak trzustki jest najbardziej ztosliwym nowotworem litym o najgorszych
rokowaniach, w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej podjetam szerokie badania majace
na celu okreslenie mechanizmu dziatania zwigzku w stosunku do komoérek wybranych linii
raka trzustki. Badania prowadzitam na komdrkach czterech linii: Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3
oraz AsPC-1, roznigcych sie miedzy sobg m.in. statusem gendw najczesciej zmutowanych w
przypadku tego nowotworu, zdolnoscig do przerzutowania oraz wrazliwoscig na standardowo

stosowang w leczeniu raka trzustki gemcytabine.

4.1. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 wobec komorek
czterech linii raka trzustki

Badanie aktywnosci cytotoksycznej chemoterapeutykéw jest pierwszym etapem
pozwalajgcym oceni¢ wrazliwos¢ komérek na dziatanie zwigzku. Badanie aktywnosci
biologicznej pochodnej C-1748 wobec komoérek linii Panc-1, MiaPaCa-2, BXPC-3 i AsPC-1
miato na celu wyznaczenie efektywnego stezenia zwigzku stosowanego w dalszych
badaniach. Aktywnosc¢ cytotoksyczng C-1748 okreslitam na podstawie metodyki zawartej w
pkt. 6.3.2, z uzyciem anionowego barwnika - sulforodaminy B, ktéry wigze sie z
podstawowymi aminokwasami biatek komérkowych.

W celu okreslenia aktywnosci cytotoksycznej zwigzku, wyznaczytam wartosci 1Csg
i ICg0, odpowiadajgce stezeniu pochodnej, przy kiérym dochodzi do zahamowania proliferaciji
komodrek odpowiednio w 50 % i 80 % w stosunku do komorek nietraktowanych zwigzkiem
(kontrolnych). Wartosci parametrow ICs, i ICg9, bedgce podstawg do oceny aktywnosci
cytotoksycznej badanego zwigzku, stanowig srednig z trzech niezaleznych eksperymentéw

i zostaty przedstawione w tabeli 2.
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Tabela 2. Zestawienie uzyskanych wynikéw efektywnych stezen biologicznych zwigzku C-1748 w odniesieniu do komoérek
czterech badanych linii raka trzustki.

Linie komérkowe
Panc-1 MiaPaCa-2 BxPC-3 AsPC-1

ICso [MM] 0,017 + 0,003 0,015 + 0,002 0,017 +0,005 | 0,075 *0,004

[Cso [LM] 0,063 + 0,005 0,037+ 0,003 0,044 + 0,004 | 0,212 + 0,003

Uzyskane przeze mnie wyniki, pokazujg, ze pochodna C-1748 cechuje sie wysokg
aktywnoscig cytotoksyczng w stosunku do komdrek wszystkich czterech badanych linii raka
trzustki.

Przebieg krzywych zaleznosci zahamowania wzrostu od stezenia pochodnej C-1748
dla komoérek: Panc-1, MiaPaCa-2 i BxPC-3 jest bardzo =zblizony, co ma swoje
odzwierciedlenie réwniez w uzyskanych wartosciach stezen hamujgcych proliferacje
komérek w 50 % i 80 %. Wynosity one odpowiednio: 0,017 i 0,063 uM dla komdrek linii Panc-
1, 0,015 i 0,037 uM dla komérek linii MiaPaCa-2 oraz 0,017 i 0,044 pM dla komérek linii
BxPC-3. Najwiekszg wrazliwos¢ na dziatanie zwigzku wykazaty komorki linii MiaPaCa-2 z
najnizszg wartoscig ICgy. Z kolei, komorki linii AsPC-1 wykazaly najnizszg wrazliwos¢ na
badany zwigzek, a stezenia pochodnej C-1748 odpowiadajgce wartosci I1Cso i ICgo W
przypadku tych komdrek wynosity odpowiednio 0,075 uM oraz 0,212 uM.

Dodatkowo, w przypadku komorek linii Panc-1 i AsPC-1 pochodna C-1748 wykazata
podobng lub nawet wyzszg aktywnosc¢ cytotoksyczng niz standardowo stosowana w leczeniu
raka trzustki gemcytabina. Stezenia hamujace proliferacje komérek Panc-1 w 50 % wynosity
odpowiednio 0,017 uM dla pochodnej C-1748 oraz 0,021 uM dla gemcytabiny. Dla komérek
AsPC-1 stezenie C-1748 odpowiadajgce wartosci ICso wynosito z kolei 0,075 uM, natomiast
dla gemcytabiny 0,087 uM. Ponadto, w przypadku komérek wszystkich czterech badanych
linii pochodna C-1748 byta bardziej aktywna cytotoksycznie niz inny lek stosowany w terapii

skojarzonej raka trzustki- erlotinib (tabela 3).

Tabela 3. Aktywnosc¢ cytotoksyczna gemcytabiny i erlotinibu w stosunku do komérek wybranych linii raka trzustki uzyskana przy
uzyciu testu z SRB. Na podstawie: [loannou i wsp., 2011].

Stezenie odpowiadajace ICsq [pM]
Linia komérkowa Gemcytabina Erlotinib
Panc-1 0,0214 >20
MiaPaCa-2 0,0064 >20
BxPC-3 0,0074 1,26
AsPC-1 0,0873 5,80
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4.2. Analiza dystrybucji komoérek raka trzustki poddanych dziataniu pochodnej
C-1748 w cyklu zyciowym

Kolejnhym etapem moich badan bylo okredlenie wplywu pochodnej C-1748 na
dystrybucje komoérek czterech linii raka trzustki w cyklu zyciowym.

Z danych literaturowych wynika, Zze celem molekularnym dla wielu
chemoterapeutykow przeciwnowotworowych jest DNA. Zwigzki te mogg powodowac
uszkodzenia materiatu genetycznego, co niekorzystnie odbija sie na procesach
zachodzacych w komérce, m.in. na cyklu zyciowym [Hurley, 2002]. Pod wptywem licznych
uszkodzeh DNA moze doj$¢ do zahamowania cyklu komérkowego w jednym z punktéw
kontrolnych (G1/S, replikacji DNA w fazie S, G2/M, wrzeciona podziatowego w czasie
mitozy) i uruchomienia mechanizmow naprawczych. Jezeli mechanizmy naprawcze okazg
sie nieskuteczne, w komdrkach zostang zainicjowane procesy prowadzace do ich smierci.
Wiekszos¢ zwigzkéw przeciwnowotworowych, ktére tworzg miedzytancuchowe wigzania
sieciujgce DNA oddziatywujg w zblizony sposdb na przebieg cyklu zyciowego komorek
nowotworowych, tzn. w niskich stezeniach powodujg zahamowanie wzrostu komérek w fazie
G2/M, natomiast przy wyzszych dawkach w fazie S.

Komorki moga ulega¢ apoptozie z réznych faz cyklu zyciowego, np. gdy apoptoza
dotyczy komoérek znajdujacych sie w fazie S lub G2/M cyklu, szczyt piku ,sub-G1” moze nie
oddziela¢ sie od G1, lecz wrecz na niego naktadac. Ponadto, frakcja sub-G1, uznawana jako
frakcja zawierajgca komorki apoptotyczne, moze reprezentowaé roéwniez komorki
uszkodzone mechanicznie, o mniejszej zawartosci DNA, lub o odmiennej strukturze
chromatyny majgce zmniejszong dostepnos¢ DNA dla fluorochromoéw. Tak wiec, zaliczenie
komérek we frakcji sub-G1 do komérek apoptotycznych tylko na podstawie zmniejszonej
ilosci DNA nie jest wystarczajgcym kryterium i wymaga potwierdzenia dodatkowymi
metodami.

Obserwacji zmian w dystrybucji komoérek badanych linii raka trzustki w cyklu
zyciowym do ktérych dochodzito pod wptywem dziatania pochodnej C-1748, dokonatam
korzystajac z metody cytometrycznej i wykorzystujac intensywnos¢ fluorescenciji jodku
propidyny, ktéra bezposrednio zwigzana jest z iloscia DNA. Badania przeprowadzitam wg
metodyki zawartej w pkt. 6.3.4. Uzyskane wyniki stanowig $rednig z trzech niezaleznych

eksperymentow.

Liczba 2
komérek

Legenda:
M1- populacja komérek w fazie sub-G1
M2- populacja komérek w fazie G1
M3- populacja komérek w fazie S
M4- populacja komérek w fazie G2i M
OX- fluorescencja jodku propidyny, adekwatna do zawartosci DNA
OY- liczba komdrek

100

FI2/(P1)

Rysunek 7. Przyktadowy histogram, obrazujgcy rozmieszczenie populacji komoérek z rézng zawartoscig DNA.
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4.2.1. Komorki linii Panc-1

Tabela 4. Procentowa ilos¢ komérek Panc-1 nietraktowanych zwigzkiem (kontrolnych) i inkubowanych z pochodng C-1748
[ICs0] w poszczegoinych fazach cyklu komérkowego.

Czas Fazy cyklu zyciowego
inkubacji
[godz.] sub-G1 + Gl + S + G2/M +
K 2,73 0,31 70,40 0,96 10,70 0,86 16,13 1,7
24 16,89 3,39 58,17 0,76 13,77 3,96 11,17 0,29
48 21,70 2,09 28,27 1,62 18,40 0,69 31,63 1,55
72 38,10 1,98 22,85 1,2 14,55 2,05 24,55 1,2
96 48,30 1,84 27,90 2,69 7,70 0,71 15,40 0,1
120 49,70 0,85 29,20 0,42 7,40 0,28 12,85 0,64
144 66,65 1,63 16,53 1,13 6,85 0,07 9,35 0,64
168 72,00 0,42 17,25 1,77 4,50 0,57 5,65 0,35
192 69,50 0,99 20,20 0,28 4,20 0,28 5,05 0,21
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] )
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. : : g v =
N
.h._....“u._.... -L; o = - o 3 204 —— ==
77 godz. 96 godz. 120 godz. L
r C U U U 1 U i L ] ]
K 24 48 72 96 120 144 168 192
: Czas inkubacji [godz]
’ Wykres 1. Procentowy rozktad komoérek Panc-1 w
. - et - poszczegolnych fazach cyklu komérkowego inkubowanych
s L e z pochodng C-1748 w stezeniu ICg. Wykres uwzglednia
144 godaz. 168 godaz. 192 godaz. procentowg zawarto$¢ komoérek w fazach: G1, S i G2/M

oraz frakcje komorek sub-G1.
Rysunek 8. Histogramy obrazujgce zmiany w dystrybucji

komorek Panc-1 w cyklu zyciowym, inkubowanych z pochodng
C-1748 (stezenie zwigzku réwne ICgy) przez podang liczbe
godzin. O$ X — intensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny
okreslajgcego zawartos¢ DNA. O$ Y — ilos¢ komorek.
Przedstawione histogramy sgq reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen.

Analizujac uzyskane wyniki stwierdzitam, ze pochodna C-1748 w stezeniu
odpowiadajacym wartosci ICgo indukuje istotne zmiany w cyklu zyciowym komoérek Panc-1
(rysunek 8). Przez caty okres inkubacji komérek z pochodng 1-nitroakrydyny, populacja
komoérek w fazie syntezy DNA — S, zarbwno w przypadku kontroli, jak i poczatkowych
czasow inkubaciji (24, 48, 72 godziny) utrzymywata sie na dosyc¢ niskim poziomie (ponizej 10
%), osiggajac wartos¢ maksymalng (18 %) po 48 godz. inkubacji. Po 24 godzinnej ekspozycji
komodrek na badany zwigzek, ilos¢ komérek we frakcji G1 utrzymywata sie na poziomie

zblizonym do kontroli, natomiast po 48 godz. gwattownie spadta do wartosci rownej ok. 5 %.
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Po 72 godz. ponownie obserwowatam niewielki wzrost ilosci komérek znajdujgcych sie we
frakcji G1 cyklu zyciowego, a poczgwszy od 120 godz. inkubaciji iloS¢ komérek w tej fazie
byta stata i utrzymywata sie na poziomie réwnym ok. 20 %. Po 48 godz. obserwowatam
przejsciowg akumulacje komérek Panc-1 w fazie G2/M cyklu zyciowego (32 % w stosunku
do 16 % w przypadku komérek kontrolnych). Nastepnie, wraz ze wzrostem czasu ekspozyciji
na dziatanie pochodnej C-1748, ilos¢ komorek w fazie G2/M zaczynata powoli spadac,
osiggajac ostatecznie wartos¢ réwng okoto 5 % po 168 godzinach inkubacji. W poréwnaniu
do populacji komérek kontrolnych, nietraktowanych zwigzkiem obserwowatam ponadto
gwattowny wzrost ilosci komorek Panc-1 we frakcji sub-G1, juz po 24 godzinach inkubacji
(15 %). Po 96 godzinnej ekspozycji na dziatanie badanego zwigzku byto to juz ok. 50 %.
Ostatecznie, po 192 godzinnej inkubacji z pochodng C-1748, ilos¢ komdrek we frakcji sub-
G1 wynosita ok. 70 %.

4.2.2. Komorki linii MiaPaCa-2

W przypadku komorek linii MiaPaCa-2, traktowanych pochodng C-1748 w stezeniu
odpowiadajacym wartosci ICgy obserwowatam nastepujgce zmiany dystrybucji komorek w
cyklu podziatowym: po 24 godz. inkubacji komérek ze zwigzkiem dochodzito do
nieznacznego wzrostu ilosci komoérek we frakcji S cyklu zyciowego w poréwnaniu do
komérek nietraktowanych zwigzkiem. Po 48 godzinach, ilos¢ komoérek w fazie S zaczynata
spadac, utrzymujac sie na poziomie rownym ok. 10 % przez pozostaty okres inkubacji ze
zwigzkiem. Po 24 godz. zmniejszata sie ilos¢ komoérek MiaPaCa-2 w fazie G1 cyklu
podziatlowego. Poczawszy od 48 godzin inkubacji, dochodzito jednak do przejsciowej
akumulacji komorek w tej wtasnie fazie (ok. 60 % komorek po 72 i 96 godz.) az do 168 godz.
inkubacji z pochodng 1-nitroakrydyny. Po 192 godz. nastepowat gwaltowny spadek ilosci
komérek w fazie G1 cyklu do wartosci rownej ok. 8 %. Po 24 godzinnej ekspozycji komodrek
MiaPaCa-2 na badany zwigzek dochodzito réwniez do przejsciowej akumulacji komérek w
fazie G2/M (ok. 46 % komodrek w poréwnaniu do 20 % dla komérek kontrolnych). W wyniku
diuzszej ekspozycji komorek na dziatanie pochodnej C-1748, ich ilos¢ w tej fazie zaczeta
powoli spada¢, utrzymujgc sie na wzglednie statym poziomie rownym 10-11 % az do 192
godzin inkubaciji. Od 24 godz. inkubacji ze zwigzkiem obserwowatam takze stopniowy wzrost
komérek z pofragmentowanym DNA (frakcja sub-G1). llos¢ komoérek w tej fazie zaczeta
gwattownie wzrasta¢ (po 120 godz. wynosita ok. 40 %), osiggajac ostatecznie po 192
godzinach inkubacji wartos¢ réwng ok. 75 % catkowitej populacji komorek. Analiza zmian w
progresji komérek MiaPaCa-2 w cyklu zyciowym wykazata réwniez przejsciowy blok komérek

w fazie G2/M cyklu po 24 godz. inkubacji. Zmianom tym towarzyszyt stopniowy wzrost ilosci
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komorek z pofragmentowanym DNA, a iloS¢ komorek we frakcji sub-G1 osiggneta

ostatecznie wartos¢ rowng ok. 76 % po 192 godzinach inkubacji komorek ze zwigzkiem.

Tabela 5. Procentowa ilos¢ komérek MiaPaCa-2 nietraktowanych zwigzkiem (kontrolnych) i inkubowanych z pochodng C-1748

[ICs0] w poszczegdinych fazach cyklu komérkowego.

Czas Fazy cyklu zyciowego
inkubacji + o + +
[godz.] sub-G1 I Gl I S I G2/M I
K 1,58 0,38 62,48 1,21 14,90 2,96 20,40 2,12
24 7,41 0,99 28,11 1,34 18,80 1,34 46,68 2,76
48 10,51 0,21 39,22 0,78 13,70 0,99 36,57 0,35
72 12,65 0,07 57,90 2,4 5,30 1,41 24,15 0,92
96 22,22 2,05 62,65 1,2 4,95 2,12 10,15 1,56
120 40,56 0,35 45,25 1,63 6,45 0,65 7,74 0,6
144 43,82 1,27 37,28 1,27 4,85 0,07 13,60 2,05
168 55,30 0,42 29,45 0,64 4,87 0,07 10,38 0,07
192 75,85 1,2 8,00 0,57 6,40 0,57 8,70 1,27
: : O sub-G1 O 1/ 50 G2
N N 1009 |~ M1 1=~ =] ™1 = ] =
| L e R S W N | I ECEE
kontrola 24 godz, 48 godz, ) =
[ ——]| —
o . 1 5 604
&d T T E == || 1
L 1
. . i w407 | ]
]
72 godz. 36 godaz. 120 godz. L = [
' . ) C -T- 1 1 1 1 ) 1 ) 1
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. i . Czas inkubacji [godz]
) . ) Wykres 2. Procentowy rozktad komoérek MiaPaCa-2 w
: . TR . ks T poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego inkubowanych
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Rysunek 9. Histogramy obrazujgce zmiany w dystrybucji
komoérek MiaPaCa-2 w cyklu zyciowym, inkubowanych z
pochodng C-1748 (stezenie zwigzku rowne ICsy) przez podang
liczbe godzin. O$ X - intensywno$c¢ fluorescencji jodku
propidyny okre$lajgcego zawartos¢ DNA. O$ Y — ilo§¢ komorek.
Przedstawione histogramy sgq reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen.

z pochodng C-1748 w stezeniu ICgsy. Wykres uwzglednia
procentowg zawarto$¢ komérek w fazach: G1, S i G2/M
oraz frakcje komorek sub-G1.
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4.2.3. Komorki linii BxPC-3

Tabela 6. Procentowa ilo§¢ komérek BxPC-3 nietraktowanych
[ICs0] w poszczegdinych fazach cyklu komérkowego.

zwigzkiem (kontrolnych) i inkubowanych z pochodng C-1748

Czas Fazy cyklu zyciowego
inkubacji —gupiET [ % G1 * S * G2/M *
[godz.]
K 0,75 0,44 67,23 6,12 11,98 4,21 20,04 1,84
24 0,63 0,61 58,68 8,87 14,73 3,45 25,96 4,25
48 3,60 0,14 63,20 1,27 15,8 0,57 17,40 0,42
72 3,80 1,7 48,65 0,78 21,75 0,28 25,80 0,57
96 8,98 1,06 24,62 2,33 13,15 2,76 53,25 4,03
120 10,85 0,07 23,30 0,85 14,10 0,11 51,75 0,78
144 10,55 0,49 22,75 0,49 15,10 1,98 51,60 1,98
168 11,55 0,92 24,30 1,13 12,05 0,35 52,10 0,14
192 14,35 2,9 25,75 3,32 14,70 4,38 45,20 1,84
3 sub-G1 @O G/ 500 G2
| i l 1009~ O 1= ™ O = =
X 801 =
ku:untru:ula 24 gndz 43 g-:u::lz f|_> GO-T [Z=] ||
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Rysunek 10. Histogramy obrazujgce zmiany w dystrybucji
komorek BxPC-3 w cyklu zyciowym, inkubowanych z pochodng
C-1748 (stezenie zwigzku réwne ICg) przez podang liczbe
godzin. O$ X — intensywnos¢ fluorescencji jodku propidyny
okreslajgcego zawartos¢ DNA. O$ Y — ilos¢ komorek.
Przedstawione histogramy sq reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen.

K 24 48 72 96 120 144 168 192
Czas inkubacji [godz]

Wykres 3. Procentowy rozktad komorek BxPC-3 w
poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego inkubowanych
z pochodng C-1748 w stezeniu ICgsy. Wykres uwzglednia
procentowg zawarto$¢ komoérek w fazach: G1, S i G2/M
oraz frakcje komorek sub-G1.

W przypadku komérek linii BXPC-3, traktowanych pochodng C-1748 obserwowatam

nastepujgce zmiany w cyklu podziatowym:

ilos¢ komoérek bedacych w fazie Gl przez

pierwsze trzy doby inkubacji ze zwigzkiem utrzymywata sie na statym, wysokim poziomie

rownym ok. 60 %. Ponad dwukrotny spadek ilosci komérek w tej fazie zaobserwowatam po

96 godzinnej ekspozycji komorek na dziatanie zwigzku (spadek z wartosci 50 % po 72 godz.

do 19 % po 96 godz.). Ostatecznie, po 192 godzinnej linkubacji, ilo§¢ komoérek w tej fazie

cyklu wynosita ok. 25 %. Populacja komérek BxPC-3 w fazie S utrzymywata sie na wzglednie
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niskim poziomie przez caty czas inkubacji ze zwigzkiem. Wzrosta nieznacznie po 72 godz.,
osiggajac wartos¢ rowng 20 %. llos¢ komoérek BxPC-3 w fazie G2/M poczatkowo
utrzymywata sie statym poziomie, zblizonym do ilosci tychze komodrek w kontroli,
nietraktowanej zwigzkiem (ok. 20 %). W wyniku diuzszego traktowania komoérek pochodng
1-nitroakrydyny, po 96 godz. inkubacji dochodzito do trwatej akumulacji komérek BxPC-3 w
fazie G2/M cyklu (50 % populacji komorek), a ilos¢ komérek w tej fazie utrzymywata sie na
statym, wysokim poziomie réwniez po diuzszych czasach inkubacji z pochodng C-1748.
Nieznaczny wzrost ilosci komoérek z pofragmentowanym DNA (frakcja sub-G1)
obserwowatam dopiero po 96 godz. inkubacji ze zwigzkiem. Wraz z wydtuzajgcym sie
czasem inkubaciji, ilos¢ komoérek w tej frakcji utrzymywata sie na statym, dosyC¢ niskim

poziomie, az do 192 godz. inkubaciji.

4.2.4. Komorki linii AsPC-1

Tabela 7. Procentowa ilos¢ komérek AsPC-1 nietraktowanych zwigzkiem (kontrolnych) i inkubowanych z pochodng C-1748
[ICs0] w poszczegdinych fazach cyklu komérkowego.

Czas Fazy cyklu zyciowego
inkubacji
[godz] sub-G1 + G1 t S t G2/M +

K 2,30 0,71 60,65 7,28 13,60 2,69 23,45 4,17
24 2,74 1,36 44,20 3,14 33,03 2,41 20,03 2,4
48 1,30 0,05 28,40 0,28 19,60 0,12 50,70 0,14
72 1,85 0,07 44,75 0,07 14,40 0,28 39,00 0,42
96 1,95 0,14 42,90 1,84 19,45 0,07 35,70 1,13
120 8,77 2,9 43,00 0,89 19,60 0,88 34,73 1,73
144 8,94 6,18 44,13 3,85 17,40 0,93 29,53 2,06
168 13,20 0,07 44,35 1,2 16,65 1,06 25,80 0,28
192 16,85 1,34 42,65 1,63 15,75 0,74 24,75 0,78

W wyniku traktowania komorek linii AsPC-1 pochodng C-1748, po pierwszych 24
godz. inkubaciji ze zwigzkiem dochodzito do wzrostu populacji komoérek w fazie S. Wraz z
wydluzajagcym sie czasem inkubacji, ilos¢ komoérek w tej fazie cyklu zaczynata spadaé
(poczawszy od 48 godz.), utrzymujac sie mniej wiecej na tym samym poziomie rownym ok.
18-20 %. Z kolei, po 48 godzinnej inkubacji obserwowatam akumulacje znacznej ilosci
komoérek w fazie G2/M (ok. 50 %). Dtuzszy czas inkubacji powodowat nieznaczny spadek
ilosci komorek z 4N DNA, przy jednoczesnym wzroscie populacji komérek w fazie G1 cyklu
zyciowego. Ostatecznie, poczawszy od 144 godzin ekspozycji komérek na badang
pochodng, ilos¢ komoérek AsPC-1 w fazie G2/M cyklu zyciowego byta zblizona do ilosci
komorek nietraktowanych zwigzkiem i wynosita ok. 25 %. llos¢ komérek w fazie G1 cyklu

podziatowego, poczawszy od 72 godzin inkubacji utrzymywata sie na zblizonym poziomie
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réwnym ok. 45 % przez wszystkie czasy inkubacji z pochodng C-1748. Populacja komorek
AsPC-1 ze zdegradowanym DNA (frakcja sub-G1) utrzymywata sie na statym, niskim

poziomie, az do 168 godz. inkubacji komoérek ze zwigzkiem.

O suh-G1 @O 1/ 50 G2

' | | g _ 100 = — —1 = = —
e a————— CEE R A E 801 == [ L =
kantrola 24 godz, 48 godaz. < || [
~s 604 —_I__ | ] =1
r £ i g || =
== | ==
T i i 404
4 a y 2
Q
= T R " i i b R — T g 201 =
72 godz. 96 godz. 120 godz. | T
| | === T T T
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- i ' 14 Czas inkubacji [godz]
"1 ‘ " "1 1 . : Wykres 4. Procentowy rozktad komoérek AsPC-1 w
: ey e e dC L. =~ y a—— poszczegolnych fazach cyklu komérkowego inkubowanych
o o z pochodng C-1748 w stezeniu ICgs. Wykres uwzglednia
144 godz. 168 godz. 192 godz. procentowg zawarto$é komorek w fazach: G1, S i G2/M

Rysunek 11. Histogramy obrazujgce zmiany w dystrybucji oraz frakcje komorek sub-G1.

komoérek AsPC-1 w cyklu zyciowym, inkubowanych z pochodng
C-1748 (stezenie zwigzku réwne ICgy) przez podang liczbe
godzin. O$ X — intensywno$c¢ fluorescencji jodku propidyny
okreslajgcego zawartos¢ DNA. O$ Y — ilos¢ komorek.
Przedstawione histogramy sq reprezentatywne dla trzech
niezaleznych doswiadczen.

4.2.5. Podsumowanie

Na wykresie 5 i 6 przedstawitam procentowy rozktad ilosci komérek czterech
badanych linii raka trzustki, odpowiednio w fazie sub-G1 i G2/M cyklu podziatowego.

Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw stwierdzitam, ze w zaleznosci od badane;j
linii komorkowej, pochodna C-1748 indukowata rézne zmiany w cyklu zyciowym komorek
raka trzustki. Wyraznie wida¢, ze DNA komdrek linii Panc-1 oraz MiaPaCa-2 ulegato
degradaciji na skutek dziatania pochodnej C-1748 w wiekszym stopniu niz w przypadku
komérek linii BXPC-3 oraz AsPC-1 (wykres 5). Blok cyklu komérkowego w fazie G2/M
najsilniej zachodzit w komarkach linii BXPC-3, poczgwszy od 96 godzin inkubacji komoérek ze
zwigzkiem. W przypadku komorek pozostatych trzech linii mozna mowi¢ jedynie o
przejsciowej akumulacji w tej fazie cyklu (wykres 6). W komdrkach linii MiaPaCa-2
dochodzito natomiast do przejsciowej akumulacji komoérek w fazie G1 cyklu zyciowego. W
przypadku komarek linii BXPC-3, ilos¢ komorek w fazie G1 byta wysoka przez pierwsze trzy

doby inkubacji z pochodng (ok. 60 %), a nastepnie spadta do poziomu ok. 20 %
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i utrzymywata sie na tym poziomie przez pozostate czasy inkubacji komorek ze zwigzkiem.

Trwatg akumulacje w fazie G1 obserwowatam z kolei dla komaérek linii AsPC-1.

10097 mm Panc-1

= ] MiaPaCa-2
© 80 ok
; @ BxPC-3 e Jokk
—a‘)g 604 @ AsPC-1 o
o
X
o2 404
< w
S 204 woe Wl o
i

0

K 24 48 72 96 120 144 168 192

Czas inkubacji [godz]

Wykres 5. Liczba komérek czterech linii raka trzustki znajdujgcych sie we frakcji sub-G1 cyklu komérkowego po inkubacji z
pochodng C-1748 w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICgo. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001 oznacza statystycznie
istotne réznice wzgledem kontroli.
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Czas inkubacji [godz]

Wykres 6. Liczba komérek czterech linii raka trzustki znajdujgcych sie we frakcji G2/M cyklu komérkowego po inkubacji z
pochodng C-1748 w stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICgso. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001 oznacza statystycznie
istotne réznice wzgledem kontroli.

Poniewaz w przypadku komorek linii Panc-1 i MiaPaCa-2 obserwowatam znaczng
populacje komérek z DNA<2N, co mogto swiadczy¢ o indukcji w tych komdrkach procesu
apoptozy, w kolejnych eksperymentach postanowitam zbadac¢ jakie rodzaje $mierci
komodrkowej indukowane sg przez pochodng C-1748 w komorkach badanych przeze mnie

linii raka trzustki.
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4.3. Mikroskopowe obserwacje morfologii jader komérkowych czterech linii raka
trzustki poddanych dziataniu C-1748

Mikroskopowa analiza morfologii komérek jest podstawowa, prostg i skuteczng
metodg identyfikacji nieprawidlowosci w budowie komorki wynikajacej np. z transformacji
nowotworowej lub zmian jakie zachodza w komérce na skutek dziatania
chemoterapeutykow. Na podstawie obserwacji mikroskopowych rozrézni¢ mozna trzy gtéwne
rodzaje Smierci komorkowej. Potozenie kilku niewielkich jader o sSrednim sygnale
fluorescencji blisko siebie jest charakterystyczne dla katastrofy mitotycznej. Mocno
powiekszone i rozptaszczone jadra mogq $wiadczyé o indukcji nekrozy, z kolei komorki
apoptotyczne majg jadra o nieregularnych ksztattach, skondensowang chromatyne,
intensywniejszg fluorescencje i cechujg sie wzmozong fragmentacjq jadra, podczas gdy
jadra prawidtowych komoérek sg okragte, o gtadkich krawedziach i jednakowo wybarwione.

W celu oceny zmian w morfologii jader komoérkowych postuzytam sie technikg
mikroskopii fluorescencyjnej z zastosowaniem barwnika DAPI, ktéry wnika do komérek przez
nieuszkodzong btone komdrkowsq i interkaluje preferencyjnie do rejondw DNA bogatych w
pary AT. Po wzbudzeniu swiattem ultrafioletowym, DAPI wykazuje maksimum absorpcji przy
dtugosci fali A = 358 nm oraz maksimum emisji przy A = 461 nm (kolor niebiesko-fioletowy),
dzieki czemu mozliwa jest wizualna obserwacja wybarwionego materialu genetycznego.
Zmiany zachodzace w morfologii jader komoérkowych, bedace wynikiem dziatania zwigzku
przedstawitam w sposédb zalezny od czasu inkubacji ze zwigzkiem oraz w sposob zalezny od
zastosowanego stezenia pochodnej 1-nitroakrydyny.

Eksperyment przeprowadzitam dwukrotnie wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.5.

4.3.1.Zmiany zalezne od czasu inkubacji komoérek z pochodng C-1748

4.3.1.1. Komorki linii Panc-1

Rysunek 12. Morfologia jgder
komorek linii Panc-1 traktowanych
pochodng C-1748 (stezenie
réwne ICg), wybarwionych DAPI i
ogladanych przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego w
Swietle UV przy powigkszeniu 20X.
Cienka strzatka wskazuje
apoptoze, gruba strzatka -
katastrofe mitotycznag.

kontrola 24 godz.

72 godz. 96 godz. 120 godz.
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Obserwacje mikroskopowe wykazaty, ze pierwsze zmiany w morfologii jagder komorek
Panc-1 pojawity sie juz po 24 godzinach inkubacji komérek ze zwigzkiem, o czym $Swiadczyta
m.in. obecnosc¢ ciatek apoptotycznych (rysunek 12). Po 24 godzinach, znaczna populacja
komorek wykazywata rowniez kondensacje chromatyny. Po uptywie pierwszej doby inkubacji
dochodzito takze do nieznacznego powiekszenia jader komorek traktowanych pochodng
1-nitroakrydyny w stosunku do komérek kontrolnych. Wraz z wydtuzajgcym sie czasem
inkubaciji jadra komoérek Panc-1 ulegaty silniejszym zmianom, ktére dotyczyly coraz wiekszej
populacji komoérek. Po 96 godz., oprécz komorek ulegajacych apoptozie obserwowatam
rowniez liczne komorki wielojadrzaste, charakterystyczne dla procesu katastrofy mitotyczne;.
Po 120 godz. inkubacji komoérek Panc-1 z pochodng C-1748, zdecydowana ich wiekszo$¢

ulegata apoptozie.

4.3.1.2. Komorki linii MiaPaCa-2

Rysunek 13. Morfologia jader
48 godz. komoérek linii MiaPaCa-2
traktowanych pochodng C-1748
(stezenie réwne ICs0),
wybarwionych DAPI i ogladanych
przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego w S$wietle UV
przy powiekszeniu 20x. Cienka
strzatka wskazuje apoptoze.

kontrola

72 godz. 96 godz. 120 godz.

W przypadku komérek linii MiaPaCa-2 do indukcji apoptozy dochodzito juz po 24
godz. inkubacji z pochodng C-1748, o czym $wiadczyla stopniowa degradacja jader
komodrkowych i pojawiajgce sie ciatka apoptotyczne. Po 48 godz. obserwowatam rowniez
kondensacje chromatyny. Przez caty okres inkubacji komoérek ze zwigzkiem widoczne byty
tez nieliczne komorki wielojadrzaste. Wydtuzenie czasu inkubacji komérek ze zwigzkiem
skutkowato wzrostem populacji komérek apoptotycznych. Podobnie jak w przypadku
komorek linii Panc-1, po 120 godz. inkubacji z pochodng 1-nitroakrydyny mozna byto
zaobserwowa¢ zmniejszajaca sie liczbe prawidtowych komorek, dlatego tez obserwacije

zmian w morfologii jader komoérkowych prowadzitam do 120 godz. wigcznie.
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4.3.1.3. Komorki linii BxPC-3

--

kontrola 24 godz. 48 godz.

Rysunek 14. Morfologia jader
komorek linii BxPC-3
traktowanych pochodng C-1748
(stezenie réwne ICsg0),
wybarwionych DAPI i oglgdanych
przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego w $wietle UV
przy powiekszeniu 20x. Cienka
strzatka wskazuje apoptoze, grot
— nieprawidfowg mitoze.

72 godz. 96 godz. 120 godz.

Z obserwacji mikroskopowych komérek linii BxPC-3 traktowanych pochodng C-1748,
wynika, ze wraz z wydtuzajacym sie czasem inkubacji komérek ze zwigzkiem dochodzito do
powiekszenia jader komorek traktowanych zwigzkiem w stosunku do jgder komoérek
kontrolnych. Po 48 godz. obserwowatam takze pojedyncze jadra olbrzymie oraz nieliczne
ciatka apoptotyczne, ktorych ilos¢ utrzymywata sie na statym, niskim poziomie w miare
wydtuzania czasu inkubacji. Poczawszy od 24 godz. inkubacji komoérek ze zwigzkiem
obserwowatlam rowniez nieprawidtowg mitoze i rozdzial chromosomoéw, a ilos¢ takich
komérek wzrastata nieznacznie wraz z wydluzajgcym sie czasem inkubacji. Poniewaz
komérki linii BXPC-3 byty oporne na indukcje apoptozy w wyniku dziatania pochodnej C-1748
o stezeniu rownym ICgo, wydtuzytam czas inkubacji ze zwigzkiem do 192 godz. Po tym
czasie ok. 90 % komorek wcigz nie wykazywato zmian charakterystycznych dla ktéregos
rodzaju smierci komérkowej. Jadra tych komérek miaty w wiekszosci prawidiowy ksztatt

i wielkos$é.

4.3.1.4. Komorki linii AsPC-1

Rysunek 15. Morfologia jgder
kombrek linii AsPC-1
traktowanych pochodng C-1748
(stezenie réwne ICs0),
wybarwionych DAPI i oglgdanych
przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego w S$wietle UV
przy powiekszeniu 20x. Cienka
strzatka  wskazuje  apoptoze,
gruba strzatka —  katastrofe
mitotyczng, grot — nieprawidtowq
mitoze.

120 godz.
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Mikroskopowa analiza komoérek AsPC-1 wykazata szereg zmian bedacych wynikiem
dziatania pochodnej C-1748 w morfologii jader komorek traktowanych pochodng C-1748. Po
48 godz. inkubacji obserwowatam pojedyncze komorki apoptotyczne oraz komorki ze
skondensowang chromatyng. Dodatkowo, poczgwszy od 72 godz. obserwowatam
nieznaczng populacje komdérek wielojgdrzastych, ktérych ilos¢ utrzymywata sie na statym,
niskim poziomie przez wszystkie czasy inkubacji komérek ze zwigzkiem. Po 72 godz.
widoczne byty rowniez pojedyncze komorki z nieprawidtowg mitoza. Poniewaz po 120 godz.
inkubacji z pochodng C-1748 znaczna ilos¢ komodrek wcigz wykazywata prawidtowg
morfologie, postanowitam wydtuzy¢ czas inkubacji ze zwigzkiem o kolejne trzy doby. Jednak
po dluzszych czasach inkubacji zdecydowana wiekszos¢é komérek AsPC-1 wcigz

wykazywata prawidtowg morfologie jader komorkowych.

4.3.1.5. Podsumowanie

Podsumowujac uzyskane wyniki, na podstawie analizy preparatdw mikroskopowych
stwierdzitam, ze pochodna C-1748 w stezeniu odpowiadajacym ICg, najsilniej oddziatywata
na komdérki linii Panc-1 i MiaPaCa-2. W komoérkach Panc-1 zwigzek indukowat zmiany
charakterystyczne gtéwnie dla apoptozy i katastrofy mitotycznej. Podobne wyniki otrzymatam
réwniez dla komorek linii MiaPaCa-2. Znacznie mniejszy procent komorek apoptotycznych
obserwowatam w przypadku komorek linii AsPC-1 i BXPC-3 poddanych dziataniu pochodnej

C-1748, nawet po dtugiej, 192 godzinnej inkubaciji ze zwigzkiem.

4.3.2. Zmiany zalezne od dawki chemoterapeutyku

Poniewaz w przypadku komorek linii BxPC-3 oraz AsPC-1 nawet po dtugich czasach
inkubacji z pochodng C-1748 o stezeniu hamujgcym proliferacie komérek w 80 %,
obserwowatam niewielkg ilos¢ komorek apoptotycznych, w kolejnym etapie postanowitam
zbada¢ zmiany zachodzace w morfologii jader komorkowych,komérek traktowanych

wzrastajgcymi stezeniami zwigzku.

4.3.2.1. Komorki linii Panc-1

Z obserwacji mikroskopowych komorek linii Panc-1 wynika ze, wraz ze wzrastajacym
stezeniem zwigzku wzrastata ilos§¢ komoérek apoptotycznych. Po 48 godzinach inkubacji z
pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25 pM, ilo§¢ komoérek apoptotycznych wynosita

ponad juz ok. 50 %.
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24 godz.

Kontrola

48 godz.

Kontrola
Rysunek 16. Zmiany w morfologii jader komérek raka trzustki Panc-1, traktowanych pochodng C-1748 i komérek kontrolnych-
nietraktowanych zwigzkiem, wybarwionych DAPI. Powiekszenie 20x. Cienka strzatka wskazuje apoptoze, grot — nieprawidfowg
mitoze.

0,1 pM 0,25 pM

4.3.2.2. Komoérki linii MiaPaCa-2

W przypadku komorek linii MiaPaCa-2 rowniez obserwowatam wzrost ilosci komérek
apoptotycznych wraz ze wzrastajgcym stezeniem pochodnej C-1748. Zaréwno po 24, jak
i po 48 godzinach inkubacji komoérek ze zwigzkiem o stezeniu réwnym 0,25 pM, ilos¢

komdérek apoptotycznych wahata sie w granicach ok. 80 i 90 %.

24 godz.

Kontrola

48 godz.

Kontrola 0,1 uM 0,25 uM
Rysunek 17. Zmiany w morfologii jader komorek raka trzustki MiaPaCa-2, traktowanych pochodng C-1748 | komorek
kontrolnych- nietraktowanych zwigzkiem, wybarwionych DAPI. Powigkszenie 20x. Cienka strzatka wskazuje apoptoze.

4.3.2.3. Komorki linii BxPC-3

Komorki linii BXxPC-3, oporne na apoptoze indukowang przez zwigzek o stezeniu
odpowiadajacym wartosci ICgy wykazaty wiekszg wrazliwo$¢ na dziatanie zwigzku przy
stezeniu ponad dwukrotnie wyzszym niz ICg (0,1 uM). Przy stezeniu zwigzku rownym 0,25
MM, po 48 godzinach inkubacji z pochodng C-1748 obserwowatam juz ok. 40 % komorek
apoptotycznych.
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24 godz.

Kontrola

48 godz.

<

0,1 uM 0,25 pM
Rysunek 18. Zmiany w morfologii jader komérek raka trzustki BxPC-3, traktowanych pochodng C-1748 i komérek kontrolnych-
nietraktowanych zwigzkiem, wybarwionych DAPI. Powigkszenie 20x. Cienka strzatka wskazuje apoptoze.

Kontrola

4.3.2.4. Komorki linii AsPC-1

Komorki linii AsPC-1, pomimo zastosowania stezenia zwigzku rownego 0,25 M,
ktére w przypadku komérek pozostatych trzech linii raka trzustki byto stezeniem
wystarczajgcym do indukcji apoptozy u co najmniej 40 % populaciji komérek w zaleznosci od
badanej linii, nadal byly oporne na indukcje tego procesu. Przy nizszym stezeniu zwigzku
obserwowatam pojedyncze komoérki o morfologii charakterystycznej dla katastrofy
mitotycznej, natomiast przy wyzszym stezeniu zwigzku obserwowatam pojedyncze komorki o

morfologii charakterystycznej dla procesu apoptozy.

24 godz.

Kontrola

48 godz.

Kontrola 0,1 uM 0,25 pM
Rysunek 19. Zmiany w morfologii jader komérek raka trzustki ASPC-1, traktowanych pochodng C-1748 i komérek kontrolnych-
nietraktowanych zwigzkiem, wybarwionych DAPI. Powiekszenie 20x. Cienka strzatka wskazuje apoptoze, gruba strzatka —
katastrofe mitotyczna.

4.3.2.5. Podsumowanie

Mikroskopowe obserwacje zmian w morfologii jader komérek nowotworowych trzustki

poddanych dziataniu pochodnej C-1748 o stezeniu wyzszym niz ICg potwierdzity wysoka
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aktywnos$c¢ zwigzku w stosunku do komorek linii Panc-1 i MiaPaCa-2. Znaczna ilo§¢ komorek
BxPC-3 rowniez ulegata apoptozie, szczegdlnie przy stezeniu zwigzku rownym 0,25 pM.
Natomiast komorki linii AsPC-1 wcigz pozostawaty oporne na dziatanie zwigzku.

Zarowno zmiany morfologiczne jak i cytometryczna analiza cyklu zyciowego komorek
traktowanych pochodng C-1748 wykazaty indukcje procesu apoptozy. W zwigzku z tym, w
kolejnych eksperymentach postanowitam potwierdzi¢ uzyskane dotychczas wyniki, dalszymi,

niezaleznymi metodami.

4.4. Cytometryczna analiza aktywnosci kaspazy-3 w komoérkach czterech linii raka
trzustki traktowanych pochodng C-1748

Na podstawie analizy zmian w morfologii jader komdrkowych bedacych wynikiem
dziatania zwigzku wykazatam, ze w przypadku komdrek linii Panc-1, MiaPaCa-2 i w
mniejszym stopniu komérek BxPC-3 dochodzito do indukcji $mierci na drodze apoptozy.
Ponadto, analizujac zmiany w cyklu zyciowym komoérek linii Panc-1 i MiaPaCa-2,
traktowanych pochodng C-1748, zaobserwowatam stopniowo wzrastajgcy ilos¢ komérek we
frakcji sub-G1, ktéra po 192 godzinach inkubacji ze zwigzkiem wynosita ok. 70 % catej
populacji.

Apoptoza charakteryzuje sie licznymi zmianami morfologicznymi i biochemicznymi
zachodzacymi w komorkach. Wszystkie te zmiany wywotywane sg dziataniem kaspaz, ktére
nalezg do rodziny proteaz cysteinowych, posiadajgcych zdolno$é rozszczepiania tancucha
biatkowego substratow w miejscu reszty karboksylowej kwasu asparaginowego. W sktad
rodziny kaspaz wchodzi 14 dotychczas poznanych enzymow. Najwazniejsze z nich,
uczestniczace w procesie apoptozy, mozna podzielic na dwie grupy: kaspazy inicjujace
apoptoze i kaspazy wykonawcze procesu apoptozy. Jedng =z gtébwnych kaspaz
wykonawczych procesu apoptozy jest kaspaza-3, odpowiedzialna m.in. za wigzanie
kluczowych biatek, takich jak np. polimeraza poli(ADP)-rybozy [Martin i wsp., 1995].

Detekcji kaspazy-3, w komédrkach traktowanych pochodng C-1748, dokonatam za
pomocyg gotowego zestawu analitycznego (Active Caspase-3 Apoptosis Kit) zawierajgcego
krolicze przeciwciato poliklonalne, skoniugowane z fikoerytryng. Wyniki sg srednig z trzech

niezaleznych powtdrzen, a badania przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.6.

Rysunek 20. Przyktadowy cytogram ukazujgcy zmiany w ilosci komérek z
aktywng kaspazg-3.

Zaznaczony na cytogramie obszar R1 reprezentuje komoérki zawierajgce aktywng
kaspaze-3. FL1- intensywno$¢ fluorescencji fluoresceiny skoniugowanej z
przeciwciatem przeciwko aktywnej kaspazie-3.

o° 10" 10°

10°
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Wyniki analizy cytometrycznej, dotyczacej ilosci komorek z aktywnag kaspazg-3

przedstawitam na rysunku 21 oraz w postaci zbiorczego wykresu 8, zaleznosci ilosci

komoérek z aktywng kaspaza-3 (apoptotycznych) od czasu inkubacji z pochodng C-1748.

Kontrola

—

24 godz.
&

1 500 2w

48 godz. 96 godz.

NP G ———

120 godz.

o

Rysunek 21. llo§¢ komérek z aktywng kaspazg-3 (populacja zaznaczona na kolor pomarariczowy) komérek linii: A: Panc-1, B:
MiaPaCa-2, C: BXPC-3, D: AsPC-1, kontrolnych i inkubowanych z pochodng C-1748 (ICg) przez podane czasy, otrzymane z
analizy cytometrycznej. O$ X — fluorescencja pochodzgca od fluoresceiny skoniugowanej z przeciwciatem anty-kapsaza-3. O$ Y

— liczba komorek.
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Wykres 8. Wptyw czasu inkubacji komérek czterech linii raka trzustki z pochodng C-1748 (steZenie ICgo) na aktywacje kaspazy-
3. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P <
0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.
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Przedstawione wyniki pokrywajg sie z wynikami uzyskanymi z analizy dystrybucji
komorek badanych linii raka trzustki w cyklu zyciowym i mikroskopowymi obserwacjami
zmian w budowie jgder komorkowych i $wiadczg o aktywacji kaspazy wykonawczej procesu
apoptozy z rézng intensywnoscig w komérkach czterech linii raka trzustki. Juz od pierwszych
24 godzin inkubacji z pochodng C-1748, ilos¢ komdérek linii Panc-1 z aktywng kaspaza-3
wzrosta do wartosci 18 % w poréwnaniu do 3 % w kontroli. Wraz z wydituzajgcym sie czasem
ekspozycji na badany zwigzek populacja komoérek apoptotycznych z aktywng kaspaza-3
ciggle rosta, osiggajac po 144 godz. inkubacji wartos¢ réwng ok. 60 %. W przypadku
komérek linii MiaPaCa-2, po 24 godz. i dalszych czasach inkubacji obserwowatam stopniowy
wzrost ilosci komérek z aktywng kaspazg-3. Ostatecznie, ich ilos¢ po 144 godz. inkubacji
wynosita ok. 45 %. W komdrkach linii BXPC-3 aktywne biatko, kaspaza-3 pojawito sie po 24
godz. inkubaciji ze zwigzkiem, a jego ilos¢ nieznacznie wzrastata wraz z wydtuzajgcym sie
czasem inkubacji z pochodng 1-nitroakrydyny, osiggajac po 144 godz. warto$¢ rowng ok. 15
%. Cytometryczna analiza aktywnos$ci kaspazy-3 w komérkach linii ASPC-1 nie wykazata
obecnosci aktywnego biatka po uptywie pierwszej doby inkubacji z pochodng C-1748. Po

144 godz. inkubaciji, ilos¢ komorek apoptotycznych tej linii wynosita jedynie 13 %.

4.5. Badanie poziomu pocietej formy biatka PARP w komérkach czterech linii raka
trzustki traktowanych pochodng C-1748

Cechg wspdlng kaspaz jest proteoliza biatkowych substratow w miejscu reszty
karboksylowej kwasu asparaginowego. Kaspazy majg zdolnos¢ niszczenia zaréwno biatek
enzymatycznych, jak i strukturalnych, dzieki czemu w konhcowej fazie apoptozy
doprowadzajg do catkowitej dezintegracji komorki. Degradujg one m.in. biatkowg kinaze DNA
i polimeraze poli-ADP rybozy (PARP) uniemozliwiajgc w ten sposéb naprawe uszkodzonego
DNA. Obecnos¢ pocietego substratu dla kaspaz- PARP, badana zaréwno za pomocg
cytometrii przeptywowej, jak i techniki western blotting, swiadczy o indukcji procesu apoptozy

zaleznej od kaspaz.

Cytometryczna analiza aktywacji kaspazy-3 w komorkach czterech linii rakow trzustki
traktowanych pochodng C-1748 wykazala wysokg aktywnos¢ zwigzku w stosunku do
komérek linii Panc-1 i MiaPaCa-2 przy stezeniu C-1748 odpowiadajgcym ICgy wraz z
wydtuzajgcym sie czasem inkubacji z pochodng. Poniewaz komorki linii BXPC-3 i AsPC-1
byly oporne na indukowang przez zwigzek apoptoze w tych warunkach eksperymentalnych
postanowitam sprawdzi¢ jaki wptyw na indukcje apoptozy bedzie miato zastosowanie trzech
réznych stezen zwigzku: 0,05 pM, 0,1 pM, 0,25 pM, podczas 48 godzinnej inkubaciji

komorek.
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Detekcji pocietego substratu dla kaspaz-PARP, w komérkach traktowanych
zwigzkiem C-1748, dokonatam za pomocg cytometrii przeptywowej, przy uzyciu gotowego
zestawu analitycznego (PE Mouse Anti-Cleaved PARP) zawierajgcego mysie przeciwciato
sq Srednig z trzech

monoklonalne, skoniugowane z fikoerytryng. Uzyskane wyniki

niezaleznych powtorzen. Badania przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.7.

Wyniki cytometrycznej analizy ilosci komorek z pocietym substratem dla kaspaz-
PARP, przedstawitam w postaci tabeli 7 oraz zbiorczego (dla wszystkich badanych linii)
wykresu nr 9 zaleznosci ilosci komérek z pocietym PARP od stezenia pochodnej C-1748.

Tabela 7. % ilos¢ komérek czterech linii raka trzustki z pocietym substratem dla kaspaz-PARP, poddanych dziataniu pochodnej
C-1748 o trzech réznych stezeniach po 48 godzinnej inkubacji .

Kontrola * SD 0,05 uM £ SD 0,1 uM £ SD 0,25 uM £ SD
Panc-1 2,40 £ 0,64 7,60 + 1,56 15,00 + 1,58 41,40+ 1,34
MiaPaCa-2 3,9+£0,35 12,0+ 0,92 23,3+ 2,26 55,1 + 3,98
BxPC-1 1,8+ 1,06 9,4 £ 3,46 20,1 £ 1,98 59,2+2,5
AsPC-1 15+1,2 4,6 £ 1,59 9,6 £1,98 11,0+1,2
807 mm Panc-1
/3 MiaPaCa-2 Sk
604 E3 BxPC-3 Tk __ Wykres 9. Odsetek komodrek nowotworowych
trzustki z pocietym substratem dla kaspaz-PARP,
B3 AsPC-1 S w zaleznosci od stezenia pochodnej C-1748. Czas
40- inkubacji 48 godz.

danymi
testem

Analize pomiedzy

warto$ciami

statystyczng
przeprowadzitam
jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P <

*k
ok
204 *k
* * * 0,05, * P < 0,01, * P <0,001 oznacza
-|—Y_‘ﬁ Ill 1‘ statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.
0__i|-_-|ln—"'—u—'l'—. i |l| y
K 0.05 0.1 0.25
Stezenie C-1748 [uM]

Liczba komorek z
pocietym PARP [%]

Uzyskane wyniki swiadczg o aktywacji kaspaz — enzyméw kluczowych w przebiegu
procesu apoptozy w komérkach czterech linii raka trzustki wraz ze wzrastajgcym stezeniem
zwigzku. Juz przy najnizszym stezeniu zwigzku, rownym 0,05 uM, po 48 godzinach inkubaciji
Z pochodng C-1748 nieznacznie wrosta ilos¢ komorek linii Panc-1, MiaPaCa-2, oraz BxPC-3
ze zdegradowanym PARP. Wraz ze wzrostem stezenia zwigzku, populacja tych komorek
ciagle rosta, osiagajac przy stezeniu 0,25 pM wartosci réwne odpowiednio: 41 % dla
komorek linii Panc-1, 55 % dla komoérek linii MiaPaCa-2, 59 % dla komérek BxPC-3 oraz ok.
11 % dla komorek linii AsPC-1. Wyniki te czesciowo pokrywajg sie z analizg aktywacji
kaspazy-3 w komoérkach nowotworowych trzustki poddanych dziataniu zwigzku o stezeniu

odpowiadajacym wartosci ICg (Wykres 8). Na wykresie 9 widaé, ze odpowiedz komorek
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BxPC-3 na dziatanie zwigzku byta silniejsza przy zastosowaniu jako parametru zmiennego
stezenia zwigzku a nie czasu inkubacji ze zwigzkiem. W przypadku komérek linii AsPC-1,
uzyskane wyniki ponownie wskazujg na wiekszg oporno$¢ tychze komoérek na indukcje

procesu apoptozy przez pochodng C-1748 w poréwnaniu do komaérek innych badanych linii.

4.6. Badanie zmian w budowie btony cytoplazmatycznej komérek czterech linii raka
trzustki poddanych dziataniu pochodnej C-1748

Celem kolejnego eksperymentu byto okreslenie, czy pochodna C-1748 powoduje
zmiany w budowie btony komoérkowej komérek nowotworowych trzustki, ktére mogtyby
wskazywac¢ na indukcje okreslonego rodzaju smierci komorkowej. Zréznicowanie procesow
apoptozy, czy nekrozy mozna dokonaé m.in. w oparciu 0 zmiany w rozmieszczeniu
fosfolipidow w biwarstwie lipidowej oraz w oparciu o0 zmiany w integralnosci bfony
plazmatycznej. W prawidtowych komoérkach fosfatydyloseryna znajduje sie po wewnetrzne;j
stronie warstwy lipidowej btony plazmatycznej, podczas gdy fosfatydylocholina— po stronie
zewnetrznej. W momencie, gdy zostanie uruchomiona apoptoza, dochodzi do translokac;ji
fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy btony komodrkowej. Zastosowany w tescie
barwnik: biatko aneksyna-V ma zdolnos¢ do wigzania sie z fosfatydyloseryng. Aby umozliwic¢
bezposrednig detekcje aneksyny V jest ona chemicznie skoniugowana z tioizocyjanianem
fluoresceiny (FITC). Drugi barwnik: jodek propidyny ma z kolei zdolnos¢ do interkalacji do
DNA, przez co wnika do jadra tylko tych komérek, ktérych btona komoérkowa zostata
uszkodzona. Utrata integralnosci btony obserwowana jest w przypadku poznej apoptozy,
katastrofy mitotycznej i nekrozy.

Badania przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.8. Przedstawione wyniki

stanowig $rednig z trzech niezaleznych doswiadczen.

AP+ A+PI+ Rysunek 22. Przykitadowy cytogram rozktadu komorek — test aneksyna V / Pl

FL1 — intensywnosc¢ fluorescencji FITC, skoniugowanej z aneksyng V; FL3 —
intensywno$c¢ fluorescencji jodku propidyny.

FL3-Haight
10¢

A-/PI- komorki zywe
2 A+/Pl-  komorki wczesnoapoptotyczne

A+/P+  komorki pézZnoapoptotyczne, nekrotyczne oraz ulegajgce katastrofie
L mitotycznej

i 0 A-IPl+  komorki nekrotyczne

10 108
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4.6.1. Komorki linii Panc-1

A B
1009 == pomm ! =
_ - Kontrola 0.05 pM 0.1 uM 0.25puM
2 801 _ y S 3 .3 .
= — g i o ‘1‘, 7% I 7 o £X .
5 60 S K . K * o
2 ] * - K I S 7 S &
g 3 1 f X SN #
g 407 T = 3 B | gt i i
-I?l L, " ‘;1“ : ¢ 1"‘ e ‘3‘ i .
02 20- P - E < WO ST W B R S £ N e T s Al A A A A
J ! - gl I‘ s 3 ? - > VT.~.-' L = T - fLra > R 2 23 = n 3 i
0 T I I I Rysunek 23. Zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komoérek Panc-1,
K 0.05 0.1 0.25 kontrolnych i traktowanych trzema réznymi stezeniami pochodnej C-1718 przez 48
L. godzin inkubacji.
Stezenie C-1748 [uM] A: Wykres wplywu stezenia pochodnej C-1748 na zmiany w budowie bfony
cytoplazmatycznej komérek czterech linii rakéw trzustki.
= A-Pl- 3O A+PIH+ B: Cytogramy obrazujgce zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komérek
= +Pl- mm of Panc-1. O$§ X - fluorescencja pochodzgaca od fluoresceiny skoniugowanej z
A+/PI A-Pl+ aneksyng-V. O$ Y — fluorescencja pochodzgca od jodku propidyny.

W przypadku komérek linii Panc-1 pochodna C-1748 indukowata pierwsze zmiany w
budowie btony plazmatycznej juz przy stezeniu zwigzku réwnym 0,05 uM. Populacja
komodrek wczesnoapoptotycznych (A+/Pl-) wzrosta wéwczas do ok. 10 % w stosunku do
komérek nietraktowanych zwigzkiem. Przy stezeniu pochodnej C-1748 rownym 0,1 puM, ilos¢
komérek tej frakcji spadta o ponad potowe, czemu towarzyszyt wzrost ilosci komérek
poznoapoptotycznych (24 %) wybarwionych zaréwno aneksyng jak i jodkiem propidyny.
Réwnoczesnie, wraz ze wzrostem stezenia zwigzku, przybywato komorek nekrotycznych,
ktérych najwiecej obserwowatam przy stezeniu pochodnej C-1748 rownym 0,1 uM. Inkubacja
komérek Panc-1 ze zwigzkiem o stezeniu rownym 0,25 uM, skutkowata znacznym wzrostem

ilosci komoérek wczesnoapoptotycznych do wartosci rownej ok. 45 % (rysunek 23).

4.6.2. Komorki linii MiaPaCa-2

>
o)

===
_ B — L I Kontrola 0.05 pM 0.1 uM 0.25uM
X 804 L ; - \ ; )
= PR 'S = ']
% “ ¥ e ek - ’ ! - ’ .
5 60- T : R 1 & R
g .1: 1 ' -‘Y«, | )‘ . [ *q s
8 L B o b B L (-
3 201 b S Yo Y Y N ‘.;“". '“‘?’"‘.-"‘! b ‘..'-'”'."*.-";',-"‘Z¢'f Y Y S Y W
0 }'< 0 65 0'1 0 '25 Rysunek 24. Zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komérek MiaPaCa-2,
' ' ' kontrolnych i traktowanych trzema réznymi stezeniami pochodnej C-1718 przez 48
Stezenie C-1748 [uM] godziny inkubaciji.
A: Wykres wptywu stezenia pochodnej C-1748 na zmiany w budowie bfony
cytoplazmatycznej komérek czterech linii rakow trzustki.
= A-PI- 1 A+PI+ B: Cytogramy obrazujgce zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komorek
= A+FPl- B A-Pl+ Panc-1. O$ X — fluorescencja pochodzgaca od fluoresceiny skoniugowanej z

aneksyng-V. O$ Y — fluorescencja pochodzgca od jodku propidyny.
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Pierwsze zmiany w budowie btony plazmatycznej komorek linii MiaPaCa-2 pojawity
sie juz przy zastosowaniu najnizszego stezenia pochodnej C-1748 réwnego 0,05 pyM. llosé
komérek wczesnoapoptotycznych (A+/Pl-) wynosita wowczas ok. 7 %. Wraz ze
wzrastajagcym stezeniem zwigzku przybywato komodrek poéznoapoptotycznych (A+/Pl+),
wybarwionych aneksyng i jodkiem propidyny oraz komorek nekrotycznych, wybarwionych
jedynie jodkiem propidyny (A-/Pl+). Przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,25 uM
populacja komérek wczesnoapoptotycznych wynosita juz ok. 50 %. Z kolei ilos¢ komdrek
nekrotycznych wzrosta ok. trzykrotnie w poréwnaniu do ilosci tych komdérek w kontroli.
Komorki péznoapoptotyczne stanowity ok. 10 % catkowitej populacji komérek MiaPaCa-2

poddanych dziataniu pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,25 uM (rysunek 24).

4.6.3. Komorki linii BxPC-3

>
w

100] e P ) e
_ Py Kontrola 0.05 pM 0.1 pM 0.25uM
X 804 T = ' : . = . ‘"
= g ey 1 | s 1.
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s 407 =) e =) - ¥
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5 201 LT R T T S T M S I M ST SR i R T AT A
0 T T T T Rysunek 25. Zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komoérek BXPC-3,
K 0.05 0.1 0.25 kontrolnych i traktowanych trzema réznymi stezeniami pochodnej C-1718 przez 48
.. 174 godzin inkubacji.
Stezenie C-1748 [uM] A: Wykres wplywu stezenia pochodnej C-1748 na zmiany w budowie bfony
cytoplazmatycznej komorek czterech linii rakow trzustki.
== A-Pl- 1 A+PH B: Cytogramy obrazujgce zmiany w budowie bfony cytoplazmatycznej komorek
= A '|;"P| r— . Panc-1. O$ X — fluorescencja pochodzgaca od fluoresceiny skoniugowanej z
- A-PH aneksyng-V. O$ Y — fluorescencja pochodzgca od jodku propidyny.

Pochodna C-1748 indukowata istotne zmiany w budowie btony plazmatycznej

komérek linii BXPC-3. Juz przy stezeniu zwigzku rownym 0,05 uyM obserwowatam wzrost
populacji komoérek  apoptotycznych  wybarwionych  aneksyng  (A+/Pl-) oraz
poznoapoptotycznych wybarwionych aneksyng i jodkiem propidyny (A+/Pl+). Dwukrotny
wzrost stezenia pochodnej C-1748 spowodowat dalszy przyrost ilosci komorek
apoptotycznych. Przy stezeniu zwigzku rownym 0,25 uM obserwowatam gwattowny wzrost
populacji komorek wczesnoapoptotycznych oraz péznoapoptotycznych ktérych sumaryczna
ilos¢ wynosita ok. 70 %. Frakcja komodrek nekrotycznych utrzymywata sie na statym, niskim

poziomie (ok. 4 %) niezaleznie od zastosowanego stezenia zwigzku (rysunek 25).
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4.6.4. Komorki linii AsPC-1

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzitam, ze pochodna C-1748 indukowata
niewielkie zmiany w budowie blony cytoplazmatycznej komoérek linii AsPC-1. Inkubujac
komorki z trzema roznymi stezeniami zwigzku obserwowatam niewielkg ilo$¢ komorek
wczesnoapoptotycznych, pdéznoapoptotycznych, czy nekrotycznych (jedynie kilka do
kilkunastu procent). Przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,1 yM obserwowatam
nieznaczny wzrost (do ok. 7 %) liczby komdrek wybarwionych aneksyng (A*/PI). Populacja
komérek wczesnoapoptotycznych wahata sie w granicach kilku procent bez wzgledu na
zastosowane stezenie pochodnej C-1748. Przy zastosowaniu wyzszego stezenia zwigzku
(0,25 uM) obserwowatam natomiast wzrost ilosci komorek pdznoapoptotycznych (A*/PIY).
llo§¢ komérek AsPC-1 z zachowang integralnoscig btony komodrkowej wcigz byta bardzo

wysoka pomimo ekspozycji na wzrastajgce stezenie zwigzku.

>

B

100 =
T —— == E Kontrola 0.05 pM
80- m " TR 3 T ]

H

604

401

Liczba komorek [%)]
R 1
P

20+

0 T T T T Rysunek 26. Zmiany w budowie btony cytoplazmatycznej komoérek AsPC-1,
K 0.05 0.1 0.25 kontrolnych i traktowanych trzema réznymi stezeniami pochodnej C-1718 przez 48
.. godzin inkubacji.
Stezenie C-1748 [uM] A: Wykres wplywu stezenia pochodnej C-1748 na zmiany w budowie biony
cytoplazmatycznej komérek czterech linii rakow trzustki.
= A-Pl- 1 A+Pl+ B: Cytogramy obrazujgce zmigny w budowie bfony cytopla_:zmatycznej komo’r_ek
== A+Pl- B A-Pl+ Panc-1. O$ X — fluorescencja pochodzgaca od fluoresceiny skoniugowanej z
: - aneksyng-V. O$ Y — fluorescencja pochodzgca od jodku propidyny.

4.6.5. Podsumowanie

Cytometryczna analiza

zmian zachodzacych w budowie btony plazmatycznej

komorek czterech badanych linii raka trzustki, po 48 godzinnej inkubacji z pochodng C-1748

o trzech réznych stezeniach pokrywata sie z wynikami uzyskanymi z obserwacji

mikroskopowych zmian w morfologii jader komoérkowych i potwierdzita r6zng wrazliwosé

komorek poszczegolnych

linii

raka trzustki na dziatanie zwigzku. Na wykresie 10

przedstawitam wptyw wzrastajgcego stezenia pochodnej C-1748 na ilos¢ komorek

apoptotycznych (zaréwno A+/Pl- jak i A+/Pl+) czterech badanych linii raka trzustki.
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze pochodna C-1748 najsilniej indukowata apoptoze w
komorkach linii BxPC-3, co szczegdlnie mozna byto zaobserwowac przy stezeniu zwigzku
réwnym 0,25 pM, gdzie populacja komérek BxPC-3 umierajacych na drodze apoptozy
wynosita ok. 70 %. Zwigzek zastosowany w stezeniu rownym 0,25 yM indukowat istotne
zmiany rowniez w przypadku komérek pozostatych trzech linii raka trzustki. llos¢ komdrek
apoptotycznych wzrosta wéwczas gwattownie do wartosci 60 % dla komérek Panc-1 oraz ok.
55 % dla komorek linii MiaPaCa-2. Komorki linii AsPC-1 byly najbardziej oporne na dziatanie

pochodnej C-1748 nawet przy najwyzszym zastosowanym stezeniu zwigzku.

4.7. Okreslenie zdolnosci pochodnej C-1748 do indukcji przyspieszonego starzenia
komérkowego w komoérkach czterech linii raka trzustki

W poprzednich eksperymentach wykazatam, ze cze$é komorek raka trzustki nawet
po dtugich czasach inkubacji (192 godz.) z pochodng C-1748 o stezeniu odpowiadajgcym
wartosci ICg, wcigz pozostaje zywa, co szczegdlnie miato miejsce w przypadku komaorek linii
AsPC-1. Celem kolejnego eksperymentu byto sprawdzenie, czy komorki ktére pozostajg
zywe ulegajg przyspieszonemu starzeniu komérkowemu.

W komorkach starzejgcych sie dochodzi do podwyzszonej aktywnosci i ekspresii
enzymu SA-B-galaktozydazy, uwalnianego do cytoplazmy. Aktywnos¢ tego enzymu mozna
zbadaé¢ dodajgc do pozywki jego substrat, jakim jest X-gal, poniewaz w pH réownym 6,0
cytozolowa SA-B-galaktozydaza rozkfada X-gal na niebieski produkt widoczny pod
mikroskopem swietlnym. Komoérki starzejace sie charakteryzujg sie ponadto zmieniong
morfologig: sg powiekszone, majg wydiluzony ksztalt i liczne ziarnistosci w cytoplazmie.

Przedstawione ponizej wyniki sg reprezentatywne dla dwdch powtdrzen wykonanego

eksperymentu. Badania przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.9.

Analiza zdje¢ mikroskopowych, wykazata, ze inkubacja komoérek czterech linii raka

trzustki z pochodng C-1748 o stezeniu odpowiadajacym wartosci ICgy prowadzita do indukcji
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przyspieszonego starzenia komorkowego jedynie w przypadku komorek linii AsPC-1. W
przypadku komorek linii Panc-1, po 72 godz. inkubacji obserwowatam jedynie pojedyncze
komorki o niebieskim zabarwieniu, jednak ich ksztalt byt prawidtowy i zblizony do ksztattu
komorek kontrolnych. Obecne byty za to komorki powigkszone, ale nie obserwowatam
komérek o wydtuzonym ksztatcie. Komorki linii BXPC-3 w ogole nie ulegaly procesowi
przyspieszonego starzenia. Na skutek wydiluzonej inkubacji ze zwigzkiem malata jedynie ich
ilos¢ w stosunku do komérek kontrolnych. W przypadku komoérek linii MiaPaCa-2, po 72
godzinnej ekspozycji na dziatanie pochodnej C-1748 obserwowatam zmieniony ksztait
komérek (powiekszone, wydluzone) w poréwnaniu do komoérek kontrolnych i liczne
ziarnistosci, jednak bez obecnosci niebieskiego zabarwienia charakterystycznego dla

produktu powstajgcego po rozktadzie X-galu przez SA-B-galaktozydaze (rysunek 27).

Panc-1 MiaPaCa-2 BxPC-3
Kontrola 72 godz. Kontrola 72 godz. Kontrola 72 godz.
72 godz. 72 godz. 72 godz.

Rysunek 27.. Wptyw pochodnej C-1748 na zdolnosc do indukcji przyspieszonego stezenia komérkowego w komorkach trzech
linii raka trzustki. Zdjecia wykonatam pod mikroskopem swietinym pod powiekszeniem 20x.

Na rysunku 28 przedstawitam zdjecia ukazujgce wptyw pochodnej C-1748 na
indukcje procesu przyspieszonego starzenia komoérkowego w komérkach linii AsPC-1,
poniewaz tylko w tych komodrkach doszio do indukcji tego procesu w wyniku dziatania
zwigzku. Dodatkowo, przedstawitam rowniez zdjecia preparatow z komérkami kontrolnymi,
nietraktowanymi zwigzkiem, aby wykazac, ze starzenie komoérek AsPC-1 jest wynikiem
dziatania zwigzku, a nie braku skfadnikdw odzywczych na skutek zbyt dtugiej inkubacji, czy

nadmiernego zageszczenia komérek.
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Rysunek 28. Wptyw pochodnej C-1748 na zdolnosc do indukcji przyspieszonego stezenia komorkowego w komodrkach
nowotworowych trzustki ASPC-1. Zdjecia wykonatam pod mikroskopem swietinym pod powiekszeniem 20x.

Analiza zdje¢ mikroskopowych, wykazata, ze inkubacja komoérek AsPC-1 z pochodng
C-1748 (stezenie odpowiadajgce wartosci ICgy) prowadzi do indukcji przyspieszonego
starzenia komorkowego. Poczawszy od 24 godz. inkubacji ze zwigzkiem obserwowatam
pojedyncze komaorki o niebieskim zabarwieniu pochodzacym od rozktadu X-galu przez SA-B-
galaktozydaze. Komorki te byly znacznie powiekszone w poréwnaniu do komorek
kontrolnych (nietraktowanych zwigzkiem). Na skutek wydiluzonej inkubacji z pochodng
C-1748 ilos¢ starzejgcych sie komorek stopniowo wzrastata.

Wyniki mikroskopowej analizy zmian w morfologii komérek AsPC-1 popartam rowniez
analiza western blotting poziomu ekspresji biatka p21, bedacego produktem genu
ulegajacego podwyzszonej ekspresji w komérkach starzejgcych sie. Produkt biatkowy genu

p21 jest inhibitorem cyklino-zaleznych kinaz, takich jak CDK2 oraz CDK1. Zahamowanie
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aktywnos$ci wspomnianych kinaz prowadzi do zatrzymania progresji komérek odpowiednio w
fazie G1 lub G2/M cyklu zyciowego, co jest niezbedne dla uruchomienia procesu starzenia.
A B

K 24 43 72 96 120 144 168 192 czas(godz.) #7

—_— o —— - —— | P21

w
1
*

Sk
|,
e ——————— | i

Rysunek 29.. A: Poziom biatka p21 w komérkach AsPC-1, kontrolnych

oraz traktowanych zwigzkiem C-1748 (ICgo) przez podang liczbe godzin.

Wynik przedstawia jedng z dwoch niezaleznych analiz Western blotting. |—'L| ’l‘
) Ll

p—

=
.|

Poziom biaka p21
N
1

&-aktyne zastosowano w celu sprawdzenia rownomiernego napetnienia 0
studzienek. B: llosciowa analiza poziomu biatka p21. Analize T v y ! ! T !
statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem K 2 48 7_2 96 }20 144 168 192
jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, * P < 0,01 Czas inkubaciji [godz]

oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.

Wyniki analizy western blotting wskazaly na wzrost poziomu ekspresiji biatka p21 po
72 godzinach inkubacji ze zwigzkiem (rysunek 29). Poziom tego biatka wyraznie wzrastat (w
stosunku do komoérek kontrolnych) w miare wydiluzenia czasu inkubacji z pochodng
1-nitroakrydyny. Obecno$¢ aktywnego biatka p21 w komérkach kontrolnych (nietraktowanych
zwigzkiem) wynika z tego, ze w komérkach nowotworowych trzustki wiekszos¢ genow
kontrolujgcych proliferacje i funkcje zyciowe komorki ulega mutacji, co prowadzi do

zwiekszonego poziomu niektérych onkogendéw lub gendéw supresorowych w komorce.

100-
80-
60-
40+ **

204

llosc komoérek w fazie G1 [%)]
*
*

0

K 24 48 72 96 120 144 168 192
Czas inkubacji [godz.]

Wykres 11.. Liczba komérek AsPC-1 znajdujgca sie w fazie G1 cyklu zyciowego po inkubacji z pochodng C-1748 (stezenie
ICs0). Analize statystyczng pomiedzy danymi wartoSciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie
*P <0,05 ** P <0,01, ** P <0,001 oznacza statystycznie istotne roznice wzgledem kontroli.

Zmianom w morfologii komoérek linii AsPC-1 wskazujgcym na indukcje procesu
starzenia komérkowego, a takze zwiekszonej ekspresji biatka p21 towarzyszyty zmiany
zachodzace w cyklu zyciowym komoérek AsPC-1 traktowanych pochodng C-1748 (wykres
11). Poczgwszy od 72 godz. inkubacji komérek ze zwigzkiem dochodzito do trwatej
akumulacji znacznej populacji komérek AsPC-1 w fazie G1 cyklu zyciowego, co jest kolejng

cechg komorek starzejagcych sie.
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4.8. Badanie wplywu pochodnej C-1748 na proces autofagii w komoérkach czterech linii
raka trzustki

Komérki raka trzustki charakteryzujg sie wysokim, wyjsciowym poziomem autofagii,
co koreluje ze ztym rokowaniem u pacjentow cierpigcych na ten nowotwor [Hashimoto i wsp.,
2014]. Wysoki poziom autofagii wynika¢ moze z warunkow jakie panujg we wnetrzu guza, a
gtébwnie z niedotlenienia zwanego hipoksja, ktéra jest jedng z cech warunkujgcych ztosliwosé
nowotworu. Brak sktadnikéw odzywczych, anaerobowe warunki panujace we wnetrzu guza
oraz stabe ukrwienie powodujg, ze proces glikolizy, dostarczajagcy komdérkom energii nie jest
wydajny. Pocigga to za sobg koniecznos¢ istnienia alternatywnego szlaku metabolicznego,
ktéry dostarczy komérkom energii, gdy zapasy tlenu i glukozy bedg niewystarczajace. W
takiej sytuaciji, proces autofagii prowadzi do kompletnej i nieodwracalnej degradaciji
wielkoczgsteczkowych substratow przy udziale enzyméw lizosomalnych. Ponadto, lizosomy
w procesie autofagii biorg rowniez udziat w degradacji organelli komdrkowych, takich jak:
mitochondria i peroksysomy, fragmenty aparatu Golgiego i siateczki srddplazmatyczne;j
[Lemasters i wsp., 2002]. Badania wskazujg rowniez, ze wysoki poziom autofagii w
komorkach raka trzustki moze by¢ zwigzany z mutacjg w genie KRAS [Bryant i wsp., 2014].
Wykazano, ze w wyniku zastosowania chemicznego inhibitora autofagii - chlorochiny,
dochodzilo do zahamowania proliferacji i $mierci komérek ze zmutowang formg tego genu na
skutek nadmiernej akumulacji reaktywnych form tlenu (ROS) oraz uszkodzeh DNA [Bryant
i wsp., 2014].

Proces autofagii moze ulega¢ modulacji przez chemoterapeutyki. Wykazano bowiem,
ze w wyniku dziatania gemcytabiny i 5-fluorouracylu, chemoterapeutykéw stosowanych w
leczeniu raka trzustki, dochodzito do wzrostu poziomu autofagii w komérkach Panc-1
i BXPC-3, co wigzato sie ze wzrostem ich opornosci na te leki [Hashimoto i wsp., 2014].

Biorgc pod uwage kluczowa role autofagii w proliferacji komérek nowotworowych
trzustki postanowitam sprawdzi¢, jaki wptyw na proces autofagii w komérkach badanych linii
raka trzustki bedzie miata pochodna C-1748. W tym celu, w pierwszym etapie badan
przeprowadzitam mikroskopowe obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli komorkowych
(ang. acidic vesicular organelles, AVO’s), w komodrkach linii Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3
oraz AsPC-1, poddanych dziataniu pochodnej C-1748 i wybarwionych oranzem akrydyny.

Oranz akrydyny, w formie nieposiadajacej tadunku elektrycznego, fatwo przenika
przez btony biologiczne. Nastepnie jest akumulowany w kwasnych organellach (w wyniku
jego protonowania), gdzie tworzy agregaty, ktére emitujg Swiatto w zakresie fluorescencji
czerwonej. Przyrost ilosci kwasnych organelli (a tym samym czerwonej fluorescencji), w

stosunku do komorek nietraktowanych badanym zwigzkiem, moze Swiadczy¢ o indukciji
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procesu autofagii, podczas gdy sytuacja odwrotna wskaze na zdolno$¢ zwigzku do
hamowania tego procesu [Mizushima i wsp., 2010].

Ze wzgledu na wysoki, wyjsciowy poziom autofagii w przypadku komorek wszystkich
czterech badanych linii raka trzustki, analiza zmian intensywno$ci fluorescencji pochodzacej
od oranzu akrydyny w tychze komoérkach pozwolita jedynie na analize jakosciowg. W
zwigzku z tym, w kolejnym eksperymencie, z zastosowaniem metody western blotting
zbadatam przemiany biatka LC3 jako jednego z markeréw procesu autofagii [Mizushima
i wsp., 2010]. W czasie przebiegu autofagii obecna w cytozolu forma LC3-| biatka LC3
zostaje zmodyfikowana do postaci lipidowej: LC3-II, ktérej poziom skorelowany jest z iloscig
autofagosomow. Analiza poziomu ekspresiji biatka LC3-Il przy uzyciu metody western blotting
pozwolita mi doktadniej zbada¢ wptyw pochodnej C-1748 na przebieg procesu autofagii w
komodrkach nowotworowych trzustki.

Mikroskopowg analize zmian w ilodci kwasnych organelli przeprowadzitam wg
metodyki zawartej w pkt 6.3.10., natomiast poziom ekspresji biatka metodg western blotting
przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.13. Kazdy eksperyment przeprowadzitam

dwukrotnie.

4.8.1. Mikroskopowa analiza ilosci kwasnych organelli (AVO’s) w komérkach czterech
linii raka trzustki poddanych dziataniu pochodnej C-1748

Na rysunku 30 przedstawitam wyniki mikroskopowej analizy zmian w ilosci kwasnych
organelli w komérkach Panc-1, MiaPaCa-2, BXxPC-3 oraz AsPC-1 po 24- i 48-godzinnej
inkubaciji z pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM.

Stezenie zwiazku rowne 0,1 uM wybratam ze wzgledu na fakt, ze przy tym stezeniu
mozliwe bylo wychwycenie réznic w dziataniu zwigzku w stosunku do komoérek czterech
badanych linii raka trzustki. Ponadto, jest to posrednie stezenie sposréd tych, kitdre do tej
pory stosowatam (ICg, 0,05 pM, 0,1 uM, 0,25 pM). W zaleznosci od rodzaju komorek,
stezenia zwigzku réwne ICg oraz 0,05 pM byty zbyt niskie do ujawnienia aktywnosci
pochodnej C-1748. Natomiast przy stezeniu zwigzku rownym 0,25 uM, wiekszo$¢ komorek
ulegata juz $mierci.

Na zamieszczonych ponizej zdjeciach, wida¢, ze w komodrkach kontrolnych
wszystkich czterech linii raka trzustki poziom autofagii jest wysoki, o czym $wiadczy
pomaranczowa fluorescencja pochodzgaca od oranzu akrydyny. W wyniku dziatania
pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,1 pM, juz po 24 godzinach inkubacji obserwowatam
niewielki spadek intensywnosci pomaranczowej fluorescencji oranzu akrydyny w komaérkach
linii Panc-1, MiaPaCa-2 i BxPC-3, co wskazuje na hamowanie procesu autofagii przez

zwigzek w tychze komodrkach. Po 48 godzinach inkubacji zmiany te byty jeszcze bardziej
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zauwazalne. Najwiekszy spadek w ilosci kwasnych organelli obserwowatam w przypadku
komoérek linii MiaPaCa-2 i BxPC-3. Komdérki linii AsPC-1, w odréznieniu od komoérek
pozostatych trzech badanych linii raka trzustki nie wykazywaty spadku ilosci AVO’s pod
wptywem dziatania zwigzku. W tym przypadku fluorescencja oranzu akrydyny w komérkach
traktowanych pochodng C-1748 byta podobna do fluorescencji obserwowanej w komérkach

nietraktowanych zwigzkiem.

Panc-1 MiaPaCa-2

K 0.1 UM

BxPC-3 AsPC-1
K 0.1 |M

Rysunek 30. Obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli w komérkach czterech linii raka trzustki, kontrolnych i traktowanych
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM przez 24 i 48 godz.

24 godz.

48 godz.

24 godz.

48 godz.

Z  doniesien literaturowych wynika, ze rbwnoczesne  zastosowanie
chemoterapeutykow takich jak np. gemcytabina, czy 5-fluorouracyl w kombinacji z
inhibitorami autofagii (np. chloroching), wzmacniato ich cytotoksyczne i antyproliferacyjne
dziatanie i powodowato $Smier¢ komérek [Hashimoto i wsp., 2014]. Biorgc to pod uwage, w
kolejnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢ dziatanie pochodnej C-1748 w kombinacji z
dwoma inhibitorami autofagii: chloroching (o stezeniu 20 yM) oraz wortmaning (o stezeniu 2
pMM). Oba inhibitory dziatajg na réznych etapach procesu autofagii. Wortmanina (W) jest
wczesnym inhibitorem autofagii, hamujgcym ten proces na etapie inicjacji [Tanida i wsp.,

2011]. Natomiast chlorochina (CQ), hamuje proces autofagii na jej koncowym etapie: fuzji
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zewnetrznej btony autofagosomu z lizosomem, zapobiegajgc tym samym degradaciji
autolizosomu przez enzymy lizosomalne i uwolnieniu jego zawartosci do cytoplazmy [Tanida
i wsp., 2011]. Chlorochina zwieksza ponadto pH wewnatrz lizosomoéw oraz hamuje
aktywno$¢ enzymow hydrolitycznych: sulfatazy arylowej i katepsyny B [Bhattacharyya i wsp.,
2009; MacGregor i wsp., 1979]. Na podstawie zmian fluorescencji oranzu akrydyny z barwy
czerwonej (prawidtowe lizosomy) do barwy zielonozoftej (lizosomy o podwyzszonym pH)

mozna okresli¢ kwasowos¢ srodowiska wewnatrz lizosomow.

4.8.2. Wplyw kombinacji pochodnej C-1748 z chloroching na proces autofagii w
komorkach czterech linii raka trzustki

Na rysunku 31 przedstawitam wyniki uzyskane z mikroskopowej analizy zmian
zachodzacych w komorkach czterech linii raka trzustki wybarwionych oranzem akrydyny
i poddanych dziataniu chlorochiny (20 yuM) w kombinacji z pochodng C-1748 o stezeniu
rownym 0,1 uM.

Kontrola Kontrola +CQ C-1748 +CQ

MiaPaCa-2 |

BxPC-3

AsPC-1

Rysunek 31. Przykiadowe zdjecia ukazujgce zmiany intensywnos$ci fluorescencji oranzu akrydyny w komorkach czterech linii
raka trzustki, kontrolnych, traktowanych jedynie CQ o stezeniu rownym 20 uM, lub CQ (20 uM) w potgczeniu z pochodng
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM przez 24 godz. inkubacji.

Morfologia komoérek nowotworowych trzustki wybarwionych oranzem akrydyny i

traktowanych chloroching wykazata powigkszenie lizosomow, ze znacznym wzrostem
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zielonej fluorescencji wskazujgcej na obrzek lizosoméw i wzrost pH wewnatrz organelli.
Zgodnie z danymi literaturowymi, chlorochina stosowana w stezeniu rownym 20 pM
hamowata autofagie w komorkach Panc-1 oraz BxPC-3, co wykazat wczesniej Hashimoto i
wsp. [Hashimoto i wsp., 2014]. Przeprowadzone przeze mnie obserwacje mikroskopowe
wskazujg na zahamowanie autofagii w komérkach czterech badanych linii raka trzustki.
Zastosowanie inhibitora w potgczeniu z pochodng C-1748 nie wptyneto w istotny sposéb na
wzrost zahamowania procesu autofagii w poréwnaniu do dziatania samego C-1748.

W kolejnym etapie sprawdzitam, czy kombinacja chlorochiny i C-1748 wzmocni

cytotoksyczne dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny.
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Rysunek 32. Wykresy zahamowania wzrostu komoérek czterech linii rakow trzustki, traktowanych C-1748 w potgczeniu z
chloroching o stezeniu rownym 20 uM przez 24 godz.

Analiza danych uzyskanych z pomiaru aktywnosci cytotoksycznej chlorochiny
i pochodnej C-1748 w stosunku do komoérek nowotworowych trzustki wykazata, ze
kombinacja zwigzkow nie wywierata synergistycznego efektu w poréwnaniu do zastosowania
samej pochodnej 1-nitroakrydyny, bez obecnosci inhibitora autofagii (rysunek 32). Poniewaz

chlorochina jest inhibitorem koncowych etapéw autofagii, a kombinacja C-1748 z CQ nie
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zwiekszyta aktywnosci cytotoksycznej 1-nitroakrydyny mozna przypuszczaé, ze hamowanie
koncowych etapéw autofagii nie jest istotne dla aktywnosci biologicznej C-1748.

Dysfuncja lizosomoéw, bez niszczenia komoérek moze by¢ efektem dziatania
specyficznych zwigzkéw i okreslana jest jako fosfolipidoza lizosomalna. Niektére organiczne
aminy, takie jak np. chlorochina, amiodaron, perheksylina, czy aminoglikozydy gromadzg sie
w kwasnym srodowisku lizosomoéw i endosoméw i powodujg akumulacje sktadnikéw bton

komérkowych oraz obrzek i zaburzenia funkcji lizosomoéw [Van Dyke, 1996].

4.8.3. Wplyw kombinacji pochodnej C-1748 z chloroching na proces autofagii w
komérkach czterech linii raka trzustki

Poniewaz chlorochina w zastosowanym przeze mnie stezeniu réwnym 20 pM,
pomimo zahamowania autofagii nie wywierata znaczacego efektu cytotoksycznego w
kombinacji z pochodng C-1748, wiekszo$¢ eksperymentéw, ktdérych wyniki opisatam w
dalszej czeéci pracy przeprowadzitam z inhibitorem wczesnych etapow autofagii -

wortmaning.

4.8.3.1. Komorki linii Panc-1

24 godz. 48 godz.
Kontrola Kontrola, W Kontrola Kontrola, W

C-1748 + W C-1748+ W

Rysunek 33. Obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli w komorkach Panc-1, kontrolnych i traktowanych
C-1748 o stezeniu réwnym 0,1 uM lub C-1748 (0,1 uM) w kombinacji z wortmaning o stezeniu rownym 2 uM przez 24 i 48
godz.

Mikroskopowa analiza zmian w ilosci kwasnych organelli w komoérkach Panc-1
wstepnie wykazata, ze pod wptywem dziatania pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,1 yM

dochodzito do zmniejszenia ilosci kwasnych organelli komérkowych w poréwnaniu do kontroli
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(komorki nietraktowane zwigzkiem), zaréwno po 24 jak i 48 godzinach inkubacji ze
zwigzkiem. Komorki traktowane wortmaning o stezeniu rownym 2 uM i wybarwione oranzem
akrydyny, rowniez wykazaty niewielki spadek ilosci kwasnych organelli (AVO’s) o czym
Swiadczyt spadek intensywnosci fluorescencji pochodzgacej od oranzu akrydyny.
Jednoczesne potraktowanie komoérek Panc-1 pochodng C-1748 i wortmaning wywierato
silniejszy efekt niz w przypadku zastosowania samego zwigzku, czy inhibitora autofagii, co
szczegolnie byto widoczne po 48 godzinach inkubaciji (rysunek 33). Wowczas ilos¢ kwasnych
organelli i intensywno$¢ fluorescencji oranzu akrydyny wyraznie zmalata w stosunku do

komorek kontrolnych.

Poniewaz obserwacje mikroskopowe komérek nowotworowych o wysokim,
wyjéciowym poziomie autofagii nastreczajgq wiele trudnoéci i nie pozwalajg na jednoznaczng
ocene wplywu zwigzku na przebieg procesu autofagii, w nastepnym eksperymencie, metodg
western blotting zbadatam przemiany biatka LC3, bedacego jednym z markeréw procesu
autofagii (rysunek 34).
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Rysunek 34. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka LC3-1I w komodrkach Panc-1, traktowanych pochodng
C-1748 (0,1 uM) oraz wortmaning (2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi wartosciami przeprowadzitam testem
jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie ** P < 0,01, oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.

Analiza western blotting wykazata, ze w komérkach Panc-1 nie dochodzito do
zahamowania autofagii w wyniku dziatania jej inhibitora: wortmaniny o stezeniu 2 uM.
Zaréwno po 24 godz. jak i po 48 godz. inkubacji ze zwigzkiem nie obserwowatam zaniku
formy LC3-Il biatka, co $wiadczytby o zahamowaniu procesu autofagii. Obie formy biatka
LC3 byly obecne w komoérkach na poziomie zblizonym do poziomu w komodrkach
kontrolnych. Z kolei, zarbwno po 24 godz. jak i po 48 godz. traktowania komérek Panc-1
pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM, dochodzito do przyrostu formy LC3-I biatka,

przy réwnoczesnym spadku ilosci formy LC3-Il biatka (spadek o ok. 35 % w stosunku do

77



Wyniki

kontroli), co wskazuje na zmniejszenie ilosci autofagosoméw i zahamowanie procesu
autofagii przez zwigzek. Ponadto, zastosowanie pochodnej C-1748 (stezenie 0,1 pM) w
kombinacji z wortmaning (stezenie 2 pM) wykazato synergistyczne dziatanie zwigzkéw w
stosunku do komorek linii Panc-1. Kombinacja obydwu zwigzkéw dawata silniejszy efekt
hamowania procesu autofagii, niz kazdy z nich zastosowany osobno (spadek ilosci
autofagosomow o 50 % w stosunku do kontroli), co mozna byto zaobserwowaé szczegdlnie

po 48 godz. inkubacji komérek ze zwigzkami.

4.8.3.2. Komorki linii MiaPaCa-2

24 godz. 48 godz.
Kontrola Kontrola, W Kontrola Kontrola, W

C-1748+ W

Rysunek 35. Obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli w komérkach MiaPaCa-2, kontrolnych i traktowanych
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM lub C-1748 (0,1 uM) w kombinacji z wortmaning o stezeniu rownym 2 uM przez 24 i 48
godz.

Obserwacje mikroskopowe akumulacji oranzu akrydyny w kwasnych organellach
komérek linii MiaPaCa-2 wykazaty, ze zarébwno w wyniku dziatania pochodnej C-1748 jak
i wortmaniny dochodzito do obnizenia ilosci kwasnych organelli w poréwnaniu do komoérek
kontrolnych, o czym swiadczyt spadek intensywnosci fluorescencji pochodzacej od oranzu
akrydyny, widoczny szczegdlnie po 48 godzinach inkubaciji ze zwigzkiem. Kombinacja dwdch
zwigzkow, podobnie jak w przypadku komoérek linii Panc-1, wywierata silniejszy efekt
hamujgcy autofagie niz zastosowanie kazdego z nich pojedynczo (rysunek 35).

Podobnie jak w przypadku komérek linii Panc-1, w wyniku traktowania komorek linii
MiaPaCa-2 pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM dochodzito do spadku poziomu
formy lipidowej biatka LC3, poczawszy od 24 godzin inkubacji ze zwigzkiem (spadek o ok. 25
% w stosunku do kontroli). Wortmanina w stezeniu rownym 2 uM nie hamowata autofagii w
komérkach linii MiaPaCa-2. Réwnoczesne zastosowanie pochodnej C-1748 i wortmaniny
wzmacniato dziatanie samego zwigzku, co szczegdlnie mozna byto zaobserwowac po 48

godzinnej ekspozycji komoérek na kombinacje zwigzkéw. llos¢ formy lipidowej biatka LC3
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spadta do ok. 60 % w komdrkach linii MiaPaCa-2 poddanych dziataniu jedynie pochodnej

C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM w poréwnaniu do ok. 25 % przy zastosowaniu kombinacji

zwigzkow (rysunek 36).
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Rysunek 36. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka LC3-II w komérkach MiaPaCa-2 traktowanych pochodng

C-1748 (0,1 uyM) oraz wortmaning (2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem
jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.

4.8.3.3. Komorki linii BxPC-3

24 godz. 48 godz.

Kontrola Kontrola, W Kontrola Kontrola, W

A\

C-1748+ W

Rysunek 37. Obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli w komoérkach BxPC-3, kontrolnych i traktowanych
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM lub C-1748 (0,1 uM) w kombinacji z inhibitorem autofagii, wortmaning o stezeniu réwnym 2
UM przez 24 i 48 godz.

Obserwacje mikroskopowe ilosci kwasnych organelli wykazaty, ze w poréwnaniu do
komorek nietraktowanych zwigzkiem, juz po 24 godzinnej inkubacji z C-1748 dochodzito do

obnizenia ilosci kwasnych organelli i spadku intensywnosci czerwonej fluorescencii
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pochodzacej od agregatéw oranzu akrydyny (rysunek 37). Efekt ten byt jeszcze bardziej
widoczny po 48 godzinach traktowania komérek zwigzkiem. Ponadto, w komoérkach BxPC-3
w poréwnaniu do komérek pozostatych linii, dochodzito rowniez do zahamowania autofagii w
wyniku dziatania wortmaniny o stezeniu rownym 2 yM, co jednak byto widoczne tylko po 24
godzinach inkubacji. Rbwnoczesne zastosowanie wortmaniny i pochodnej C-1748 wywierato

jeszcze silniejszy efekt hamujacy proces autofagii.
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Rysunek 38. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka LC3-ll w komorkach BxPC-3 traktowanych pochodng C-1748
(0,1 uM) oraz wortmaning (2 uM). Analize statystyczna pomigdzy danymi wartosciami przeprowadzitam testem
jl'(e;gzﬁframetrowej analizy wariancji, gdzie* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzglgdem

Analiza poziomu ekspresiji biatka LC3-1 i LC3-Il metodg western blotting wykazata, ze
w komorkach BxPC-3, po 24 godzinnej inkubacji z wortmaning dochodzito do statystycznie
istotnej inhibicji autofagii w stosunku do komérek kontrolnych (rysunek 38). Po traktowaniu
komérek pochodng C-1748 obserwowatam znaczny spadek ilosci formy lipidowej biatka LC3
juz po 24 godz. inkubacji. W poréwnaniu do komorek kontrolnych ilos¢ biatka LC3-Il spadta
do ok. 25 % przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,1 uM. Réwnoczes$nie obserwowatam
przyrost formy LC3-I biatka. Ponadto, zastosowanie pochodnej C-1748 (stezenie 0,1 uM) w
kombinacji z wortmaning (stezenie 2 uM) wykazato synergistyczne dziatanie zwigzkéow na
zahamowanie autofagii w komodrkach linii BxPC-3. Kombinacja obydwu zwigzkow silniej
hamowata proces autofagii niz kazdy z nich zastosowany osobno, co mozna byto
zaobserwowac zaréwno po 24 godzinach jak i po 48 godz. inkubacji komérek ze zwigzkami.
Poziom ekspres;ji biatka LC3-1l w komérkach BxPC-3 poddanych dziataniu pochodnej C-1748
i wortmaniny wynosit jedynie ok. 10 % w stosunku do komoérek kontrolnych zaréwno po 24
godzinnej jak i 48 godzinnej ekspozycji komoérek na dziatanie zwigzkéw, co wskazuje na

zmniejszenie ilosci autofagosomow i silne zahamowanie procesu autofagii.
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4.8.3.4. Komorki linii AsPC-1

24 godz. 48 godz.
Kontrola Kontrola, W Kontrola Kontrola, W

C-1748 C-1748+ W C-1748 C-1748+ W

Rysunek 39. Obserwacje zmian w ilosci kwasnych organelli w komoérkach AsPC-1 kontrolnych i traktowanych
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM lub C-1748 (0,1 uM) w kombinacji z wortmaning o stezeniu réwnym 2 uM przez 24 i 48
godz.

W komorkach linii AsPC-1 nie dochodzito do zahamowania autofagii w wyniku
dziatania zaréwno pochodnej C-1748 jak i kombinacji pochodnej C-1748 z wortmaning
(rysunek 39). W poréwnaniu do komoérek kontrolnych, w wyniku dziatania C-1748
obserwowatam natomiast nieznacznie wiekszg ilos¢ komorek z kwasnymi organellami, co
mogtoby wskazywac na to, ze zwigzek zamiast hamowac autofagie, w przypadku komorek
AsPC-1 moze jg nadmiernie indukowac¢. Nadmierna indukcja autofagii réwniez jest
pozadanym efektem dziatania chemoterapeutykow w przypadku, gdy proces ten jest zbyt
diugi lub intensywny, poniewaz dochodzi wéwczas do wzmozonej degradacji biatek
cytoplazmatycznych, lub eliminacji catych organelli.
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Rysunek 40. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka LC3-II w komérkach AsPC-1 traktowanych pochodng C-1748
(0,1 uM) oraz wortmaning (2 uM).
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Analiza poziomu ekspresji dwéch form biatka LC3 metodg western blotting wykazata,
ze zardbwno po 24 jak i 48 godzinach inkubacji komérek z pochodng C-1748 poziom ekspresiji
form LC3-1 i LC3-ll biatka LC3 utrzymywat sie na stalym poziomie, co Swiadczy o
niezaburzonym przebiegu procesu autofagii i tworzeniu autofagosomow (rysunek 40).
Dodatkowo, po 24 godzinnej, réwnoczesnej inkubacji komérek AsPC-1 z pochodng C-1748
i wortmaning obserwowatam nieznaczny wzrost poziomu ekspresji formy lipidowe] biatka
LC3.

4.8.3.5. Podsumowanie

Podsumowujac uzyskane wyniki, na podstawie mikroskopowych obserwacji zmian w
ilosci kwasnych organelli w komdrkach wybarwionych oranzem akrydyny oraz na podstawie
analizy western blotting poziomu ekspresji formy cytoplazmatycznej i lipidowej biatka LC3
wykazatam, ze pochodna C-1748 jest inhibitorem autofagii w komoérkach trzech badanych
przeze mnie linii raka trzustki: Panc-1, MiaPaCa-2 oraz BxPC-3. W komoérkach linii AsPC-1,
badany zwigzek nie hamowat autofagii. Dodatkowo, pochodna C-1748 wykazata
synergistyczne dziatanie w potgczeniu z inhibitorem autofagii, wortmaning. Wyniki te,
wskazujg na nowy, wczesniej nie przedstawiony mechanizm dziatania pochodnej C-1748

i stanowig podstawe do dalszych rozszerzonych badan w tym zakresie.

4.9. Zbadanie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 w polaczeniu z
wortmaning w stosunku do komoérek czterech linii raka trzustki

Analiza aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 w kombinacji z chloroching,
wykazata, ze roéwnoczesne zastosowanie tych dwoch zwigzkéw nie wzmacniato
cytotoksycznego dziatania pochodnej 1-nitroakrydyny. Ponizej zamieszczone badanie
aktywnosci biologicznej pochodnej C-1748, w potgczeniu z wortmaning wobec komérek linii
Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 i AsPC-1 miato na celu sprawdzenie, czy réwnoczesne
zastosowanie inhibitora wczesnych etapéw autofagii wzmacnia nie tylko efekt wywierany
przez pochodng C-1748 na proces autofagii, ale rowniez na inne procesy komoérkowe, takie
jak hamowanie proliferaciji komérek nowotworowych trzustki oraz indukcja apoptozy. Badania
cytotoksycznosci przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.2., z uzyciem

anionowego barwnika - sulforodaminy B. Wyniki sg $rednig z trzech niezaleznych powtérzen.
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4.9.1. Komorki linii Panc-1

24 godz. 48 godz.
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Rysunek 41. Wykresy zahamowania wzrostu komérek Panc-1, traktowanych trzema stezeniami pochodnej C-1748, samym i w
kombinacji z wortmaning (stezenie 2 uM) przez 24 | 48 godz. Analize statystyczng pomiedzy danymi wartoSciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie* P < 0,05.

llos¢ proliferujacyh komérek Panc-1 malata wraz ze wzrostem stezenia zwigzku
i czasu inkubacji ktéremu poddane byty komorki (rysunek 41). Komorki linii Panc-1 byty
wrazliwe na dziatanie pochodnej C-1748 juz po 24 godz. inkubacji ze zwigzkiem i przy
stezeniu zwigzku rownym 0,05 uM. Po 48 godz. traktowania komoérek zwigzkiem o tym
samym stezeniu dochodzito do spadku ich proliferacji o ok. 50 %. Po 48 godz. inkubacji
i stezeniu zwigzku réownym 0,25 uM, ilos¢ komorek, w ktérych na skutek dziatania zwigzku
dochodzito do zahamowania wzrostu, wynosita juz ok. 80 %. Réwnoczesne zastosowanie
pochodnej C-1748 i wortmaniny spotegowato antyproliferacyjne dziatanie C-1748.
Szczegodlnie duzg réznice obserwowatam po 24 godz. inkubacji komodrek Panc-1 z
wortmaning i pochodng C-1748 o stezeniu réwnym 0,1 uM. llos¢ komérek w ktorych
dochodzito do zahamowania proliferacji byta o ok. 30 % wyzsza w przypadku komérek
poddanych dziataniu kombinacji zwigzkéw w poréwnaniu do traktowania ich jedynie
pochodng C-1748.

4.9.2. Komorki linii MiaPaCa-2

W komoérkach linii MiaPaCa-2 w wyniku traktowania pochodng C-1748 dochodzito do
zahamowania ich proliferacji poczawszy od 24 godz. inkubacji komérek ze zwigzkiem
(rysunek 42). Wraz z wydtuzajacym sie czasem inkubacji i wzrastajagcym stezeniem zwigzku,
liczba prawidtowo dzielgcych sie komérek stopniowo malata, wynoszac zaledwie 10 % po 48
godzinnej ekspozycji na dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny o stezeniu rownym 0,25 yM.
Zastosowanie kombinacji wortmaniny z pochodng C-1748 nieznacznie wptywato na wzrost
aktywnosci zwigzku, co szczegolnie byto widocznie po 24 godz. inkubacji komoérek

MiaPaCa-2 z pochodng C-1748 o stezeniu zwigzku wynoszgcym zaréwno 0,05 uM, 0,1 uM
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jak 10,25 puM. llos¢ komorek z zahamowana proliferacjg byta o 10 % mniejsza po traktowaniu
ich réwnoczesnie dwoma zwigzkami w poréwnaniu do traktowania ich jedynie pochodng

C-1748.
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Rysunek 42. Wykresy zahamowania wzrostu komérek MiaPaCa-2, traktowanych trzema stezeniami pochodnej C-1748, samym
i w kombinacji z wortmaning (stezenie 2 uM) przez 24 | 48 godz. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie* P < 0,05.

4.9.3. Komérki linii BxPC-3
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Rysunek 43. Wykresy zahamowania wzrostu komérek BxPC-3, traktowanych trzema stezeniami pochodnej C-1748, samym i
w kombinacji z wortmaning (stezenie 2 uM) przez 24 i 48 godz. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

llos¢ komérek BxPC-3 z zahamowang proliferacjq stopniowo wzrastata wraz z
wydtuzajgcym sie czasem inkubacji ze zwigzkiem, jak i wzrastajacym stezeniem zwigzku
(rysunek 43). Po 48 godzinnej ekspozycji komdrek na dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu
rownym 0,25 uM, ilos¢ komorek dzielacych sie wynosita zaledwie 5 %. W przypadku
komodrek BxPC-3 obserwowatam najwieksze zmiany w aktywnosci cytotoksycznej C-1748 w

potaczeniu z wortmaning. Rodéwnoczesne zastosowanie wortmaniny i pochodne;j
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1-nitroakrydyny dawato silny, synergistyczny efekt, co szczegdlnie bylo widoczne po 24
godz. inkubacji z pochodng C-1748 (aktywnos¢ cytotoksyczna samego zwigzku byta
mniejsza o ok. 25-30 % w poréwnaniu z dziataniem zwigzku w kombinacji z wortmaning). Po
48 godzinnej ekspozycji komérek BxPC-3 na kombinacje zwigzkow, najwiekszy efekt

cytotoksyczny obserwowatam przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,05 uM i 0,1 uM.

4.9.4. Komorki linii AsPC-1

24 godz. 48 godz.
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Rysunek 44. Wykresy zahamowania wzrostu komérek AsPC-1, traktowanych trzema stezeniami pochodnej C-1748, samym i
w kombinacji z wortmaning (stezenie 2 uM) przez 24 i 48 godz.

Komorki AsPC-1 byly najbardziej oporne na dziatanie pochodnej C-1748. Wraz ze
wzrostem stezenia zwigzku oraz czasu inkubacji ze zwigzkiem, ilos¢ komérek proliferujgcych
stopniowo malata, jednak zmiany te byly duzo stabsze w poréwnaniu do zmian
indukowanych w komérkach pozostatych trzech linii raka trzustki (rysunek 44). Po 48 godz.
inkubacji z pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25 uM dochodzito do zahamowania
proliferacji u okoto 60 % komdrek w poréwnaniu do komérek kontrolnych. Réwnoczesne
traktowanie komoérek linii AsPC-1 pochodng C-1748 i wortmaning nie wptyneto istotnie na

wzrost wrazliwosci komorek.

4.9.5. Podsumowanie

Podsumowujgc, rownoczesne zastosowanie kombinacji pochodnej C-1748 z
wortmaning o stezeniu rownym 2 puM nie tylko wzmacniato hamujace dziatanie C-1748 na
proces autofagii, ale rowniez wzmacniato w sposéb statystycznie istotny cytotoksyczne
dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny w stosunku do komorek linii Panc-1, MiaPaCa-2 oraz

BxPC-3. W przypadku komorek linii AsPC-1, C-1748 nie hamowat autofagii, jak i jego efekt
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cytotoksyczny nie roznit sie istotnie w poréwnaniu do zastosowania kombinacji zwigzku z

wortmaning.

4.10. Badanie wplywu pochodnej C-1748 w potaczeniu z wortmaning na homeostaze
lipidow w komérkach czterech linii raka trzustki

Komorki nowotworowe majg zdolnos¢ do syntezy niezbednej puli aktywnych
biologicznie lipidow, niezaleznie od szlakéw regulujacych ich synteze w prawidtowych
komérkach. W szczegdinosci majg zdolno$¢ do syntezy duzej ilosci niezbednych produktéw
posrednich wykorzystywanych nastepnie do syntezy aktywnych biologicznie zwigzkéw
wspomagajgcych proliferacje komoérek i zdolnych do generowania kwaséw tluszczowych,
sfingolipidow, lizolipidéw, fosfoinozytow btonowych oraz cholesterolu w wyniku lipogenezy de
novo (synteza lipiddw z substratéw nielipidowych). Aktywno$¢ biologiczna tych zwigzkow,
zwigzana jest ze szlakami sygnalizacyjnymi zaangazowanymi w rozwoj nowotworu i proces
przerzutowania, tak wiec przyczyny ich nietypowej syntezy w komdrkach nowotworowych sg
przedmiotem wielu badan [DeBerardinis i wsp., 2008].

Jednym z podejs¢ terapeutycznych mogacym mieé zastosowanie w leczeniu np. raka
trzustki jest oddzialywanie na pule lipidow wewnatrzkomérkowych w wyniku dziatania
chemoterapeutykow. Skutkiem indukowanej przez zwigzki smierci np. na drodze apoptozy,
czy nekrozy, powinno by¢é zahamowanie biosyntezy lipidow. Jednakze, pomimo
oczekiwanego zahamowania syntezy lipidow komdérkowych, po indukcji apoptozy, obserwuje
sie nagromadzenie cytoplazmatycznych kropli lipidowych (ang. lipid droplets - LD). Nie jest
do konca jasne dlaczego LD gromadzg sie podczas procesu apoptozy. Sugeruje sie, ze
moze to wynikaé np. z przemieszczania sie lipidow pomiedzy organellami, zwiekszonej
syntezy neutralnych lipidow podczas aktywnej fazy apoptozy, wzrostem ilosci lipidéw
spowodowanym degradacjg organelli, lub zwiekszong aktywnoscig fosfolipazy A-2 [Singh
i wsp., 2012].

Do nadmiernej akumulacji lipidéw w kroplach ttuszczowych moze dochodzi¢ réwniez,
gdy zaburzony jest proces autofagii, poniewaz autofagia jest jednym z mechanizméw
umozliwiajgcych degradacje LD i sprzyjajgcych uwolnieniu zmagazynowanych ttuszczéw.
Proces ten nazwano hipofagig [Singh i wsp., 2011].

Poniewaz wykazatam, ze pochodna C-1748 moze by¢ inhibitorem autofagii w
komorkach rakéw trzustki, w kolejnym etapie pracy sprawdzitam jaki wptyw na homeostaze
lipidow i poziom kropli ttuszczowych w komdrkach czterech linii rakéw trzustki bedzie miato
poddanie ich dziataniu pochodnej 1-nitroakrydyny. W tym celu wykonatam mikroskopowg
i cytometryczng analize poziomu LD stosujgc barwnik Czerwien Nilu (ang. Nile Red).
Czerwien Nilu jest selektywnym, lipofilowym barwnikiem wykorzystywanym do obserwacji

wewnatrzkomoérkowych neutralnych lipidow, gtéwnie LD. Czerwien Nilu praktycznie nie
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wykazuje fluorescencji w $rodowisku wodnym Ilub polarnym, ale wykazuje wysokg
fluorescencje w srodowisku bogatym w lipidy [Greenspan i wsp., 1985].

Mikroskopowg i cytometryczna analize poziomu lipidow w komérkach czterech linii
raka trzustki przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt 6.3.12. Wyniki sg

reprezentatywne dla dwdch niezaleznych powtérzeh.

4.10.1. Komorki linii Panc-1

24 godz. 48 godz.

+W

0,05 uM

0,25 uM

Rysunek 45. Mikroskopowa analiza ilosci lipidéw i LD w komoérkach Panc-1, traktowanych trzema roznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i wortmaning (stezenie 2 uM) oraz wybarwionych Czerwienig Nilu. Zdjecia wykonatam pod powigkszeniem
20x.

Analizujgc wyniki przedstawione na rysunku 45 i 46 A mozna zauwazyC, ze w
komérkach Panc-1, poddanych dziataniu pochodnej C-1748 dochodzito do akumulacji kropli
ttuszczowych. W komorkach kontrolnych obserwowatam jedynie s$ladowe ilosci LD,
natomiast ich ilo$¢ rosta wraz ze wzrastajgcym stezeniem zwigzku i czasem inkubacji
komodrek z pochodng 1-nitroakrydyny. Pierwsze widoczne zmiany w puli lipidéw komorek
Panc-1 mozna byto zaobserwowac juz przy stezeniu zwigzku réwnym 0,1 uM po 24
godzinach inkubacji z pochodng C-1748. Dochodzito wéwczas do wzrostu nie tylko ilosci
lipidow, ale takze powierzchni kropli ttuszczowych, a barwnik zakumulowany w bogatym w

lipidy sSrodowisku wewnatrz kropli wykazywat intensywng zo6ttg fluorescencije.
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Poddanie komérek Panc-1 dziataniu wortmaniny o stezeniu réwnym 2 upM
nieznacznie wptyneto na zmiane poziomu kropli ttuszczowych (rysunek 45). Natomiast w
wyniku rownoczesnego traktowania komorek Panc-1 pochodng 1-nitroakrydyny
i wortmaning, obserwowatam wyrazny wzrost poziomu LD juz po 24 godz. inkubacji komorek
ze zwigzkami. Przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,05 yM obserwowatam wiekszg
akumulacje lipidéw w poréwnaniu do komérek traktowanych jedynie pochodng C-1748
(rysunek 45). Tendencja ta utrzymywata sie po zwiekszeniu stezenia C-1748 i czasu
inkubacji komoérek ze zwigzkami. Zmiany te byly szczegdlnie widoczne po 48 godzinnej
ekspozycji na zwigzki i przy stezeniu C-1748 réwnym 0,1 uM (rysunek 46 B). Obserwowatam
wowczas bardzo wyrazne, powiekszone krople tluszczowe o intensywnej, Zzébttej

fluorescenciji.
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Rysunek 46. Cytometryczna analiza poziomu neutralnych lipidéw w komérkach Panc-1 poddanych 24 godz. ekspozycji na:

A - dziatanie pochodnej C-1748 o trzech réznych stezeniach (lewy panel: histogramy uzyskane podczas analizy cytometrycznej,
prawy panel: analiza ilosciowa wynikéw uzyskanych za pomocg cytometrii przeptywowej),

B - dziafanie pochodnej C-1748 o stezeniu 0,1 uM w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM i wybarwionych Czerwienig Nilu

(1 pg/ml). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

Zwiekszony poziom lipidow i kropli tluszczowych w komoérkach Panc-1
najprawodopodobniej zwigzany jest z indukcjg apoptozy i hamowaniem autofagii, bedgcych
efektem dziatania badanych zwigzkow. Dodatkowo, réwnoczesne zastosowanie C-1748
i wortmaniny wywierato silne, synergistyczne dziatanie hamujace autofagie i prawdopodobnie
silne dziatanie proapoptotyczne, co tlumaczy wzrost ilosci LD w poréwnaniu do komorek

Panc-1 poddanych dziataniu jedynie pochodnej C-1748.
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4.10.2. Komorki linii MiaPaCa-2

24 godz.

0,05 uM

0,25 uM

pochodnej C-1748 i wortmaning (stezenie 2 uM) oraz wybarwionych Czerwienig Nilu. Zdjecia wykonatam pod powigekszeniem
20x.

W przypadku komérek linii MiaPaCa-2 obserwowatam znaczng ilos¢ kropli
ttuszczowych juz w komodrkach kontrolnych. Jest to zjawisko normalne, poniewaz lipidy
zmagazynowane w LD, takie jak triglicerydy, cholesterol, czy estry ttuszczowe stanowig
zapasowe zrodto energii, wykorzystywane przez komérke w celu utrzymania homeostazy
wewnatrzkomérkowej. W komérkach linii MiaPaCa-2 w poréwnaniu do komérek pozostatych
linii ich ilos¢ byta znacznie wyzsza.

Podobnie jak w przypadku komérek linii Panc-1, w komodrkach MiaPaCa-2
traktowanych pochodng C-1748 dochodzito do nadmiernej akumulacji LD juz po 24 godz.
inkubacji ze zwigzkiem o stezeniu réwnym 0,05 uM (rysunek 47). Dluzsza ekspozycja
komorek na badany zwigzek oraz wzrost jego stezenia, skutkowaly postepujacym wzrostem
ilosci kropli thuszczowych. Byto to szczegdlnie widoczne przy stezeniu zwigzku rownym 0,1
MM po 24 i 48 godzinach inkubacji. Natomiast przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,25
MM iloS¢ kropli ttuszczowych nieznacznie zmalata w stosunku do iloSci obserwowanej w

komdrkach poddanych dziataniu zwigzku o stezeniu rownym 0,1 uM. Przyczyng tego, moze
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by¢ fakt, ze przy tak duzym stezeniu zwigzku cze$¢ komorek moze znajdowac sie juz w

poznej fazie apoptozy i ulegac stopniowej degradacii.
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Rysunek 48. Cytometryczna analiza poziomu neutralnych lipidéw w komoérkach MiaPaCa-2 poddanych 24 godz. ekspozycji
na:

A - dziatanie pochodnej C-1748 o trzech réznych stezeniach (lewy panel: histogramy uzyskane podczas analizy
cytometrycznej, prawy panel: analiza ilo§ciowa wynikéw uzyskanych za pomocgq cytometrii przeptywowey),

B - dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu 0,1 uM w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM i wybarwionych Czerwienig Nilu
(1 ug/ml). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.

Zastosowanie samej wortmaniny spowodowato nieznaczny wzrost poziomu lipidéw w
komérkach MiaPaCa-2. Natomiast rownoczesne poddanie komoérek dziataniu C-1748
i wortmaniny znaczaco wptyneto zarédwno na akumulacje, formowanie jak i wzrost
powierzchni kropli tluszczowych, co mozna bylo zaobserwowac juz po 24 godzinnej
ekspozycji komorek na wortmanine w kombinacji z pochodng 1-nitroakrydyny o stezeniu

réwnym 0,05 uM (rysunek 47).

4.10.3. Komorki linii BxPC-3

Mikroskopowa i cytometryczna analiza poziomu LD w komérkach linii BxPC-3
traktowanych pochodng C-1748 réwniez wykazata nadmierne formowanie kropli
ttuszczowych do ktérego dochodzito na skutek dziatania zwigzku (rysunek 49 i 50 A). W
komorkach kontrolnych obserwowatam jedynie pojedyncze komérki z widocznymi
sferycznymi organellami. Po 24 godzinnej inkubacji z pochodng 1-nitroakrydyny
obserwowatam stopniowy wzrost zaréwno catkowitej puli neutralnych lipidéw jak i ilosci kropli
ttuszczowych w komoérkach BxPC-3. Jednak dopiero zastosowanie zwigzku o stezeniu
rownym 0,25 yM spowodowato nie tylko znaczng akumulacje LD, ale rowniez wzrost ich
powierzchni. Nieco inne zmiany widoczne byly po 48 godzinnej inkubacji komorek ze
zwigzkiem. Najwiekszg ilos¢ kropli lipidowych obserwowatam przy stezeniu zwigzku réwnym
0,1 yM. Natomiast zastosowanie ponad dwukrotnie wyzszego stezenia (0,25 uM) skutkowato

juz zmniejszeniem catkowitej ilosci komorek, ktore wcigz jednak wykazywaty obecnosc¢ kropli
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ttuszczowych. Zmniejszona populacja komérek widoczna na zdjeciu wynika z wysokiej
aktywnosci zwigzku stosowanego w stezeniu rownym 0,25 yM, a obserwowane zmiany sg
wynikiem ogolnej degradacji komorek i ich sktadnikow zaréwno na drodze apoptozy,

autofagii, czy nekrozy.

0,05 uM

0,1 uM

Rysunek 49. Mikroskopowa analiza ilosci lipidéow i LD w komorkach BxPC-3, traktowanych trzema rdznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i wortmaning (stezenie 2 uM) oraz wybarwionych Czerwienig Nilu. Zdjecia wykonatam pod powiekszeniem
20x.

Poddanie komérek BxPC-3 dziataniu wortmaniny o stezeniu réwnym 2 uM nie
wplyneto w istotny sposdb na poziom lipidow wewnatrzkomoérkowych (rysunek 49).
Natomiast rownoczesne poddanie komoérek dziataniu zaréwno pochodnej C-1748 jak
i wortmaniny spowodowato nadmierne formowanie i akumulacje kropli ttuszczowych, co
szczegolnie byto widoczne po 48 godzinnej ekspozycji komorek na dziatanie badanych
zwigzkow przy stezeniu pochodnej C-1748 réwnym 0,05 uM lub 0,1 uM (rysunek 49, 50 B).
Zaroéwno po 24 jak i 48 godzinach rownoczesnej inkubacji komérek BxPC-3 z wortmaning
i pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25 uM, obserwowatam jedynie pojedyncze komoérki,
poniewaz silne dziatanie kombinacji obydwu zwigzkéw spowodowato degradacje i Smier¢
znacznej populacjii komorek BxPC-3.

Podobnie jak w przypadku komorek linii Panc-1 i MiaPaCa-2, wraz z wydtuzajgcym

sie czasem inkubaciji z pochodng C-1748 oraz wzrastajgcym stezeniem zwigzku, liczba kropli
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ttuszczowych w komérkach BxPC-3 stopniowo wzrastata, co najprawdopodobniej byto

konsekwencjg indukcji procesu apoptozy do ktorej dochodzi na skutek dziatania badanego

zwigzku.
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Rysunek 50. Cytometryczna analiza poziomu neutralnych lipidéw w komérkach BxPC-3 poddanych 24 godz. ekspozycji na:

A - dziatanie pochodnej C-1748 o trzech réznych stezeniach (lewy panel: histogramy uzyskane podczas analizy
cytometrycznej, prawy panel: analiza ilo$ciowa wynikéw uzyskanych za pomoca cytometrii przeptywowej),

B - dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu 0,1 uM w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM i wybarwionych Czerwienig Nilu
(1 ug/ml). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie * P < 0,05, *** P <0,001.

4.10.4. Komorki linii AsPC-1

24 godz. 48 godz.
o -
o -
0,25 uM

Rysunek 51. Mikroskopowa analiza ilosci lipidéw i LD w komorkach AsPC-1, traktowanych trzema réznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i wortmaning (stezenie 2 uM) oraz wybarwionych Czerwienig Nilu. Zdjecia wykonatam pod powiekszeniem
20x.
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W komérkach linii AsPC-1 traktowanych pochodng C-1748 powstawato najmniej
kropli ttuszczowych w poréwnaniu do komorek pozostatych badanych linii raka trzustki. W
porownaniu do komorek kontrolnych, po inkubacji z pochodng C-1748 bez wzgledu na
zastosowane stezenie zwigzku obserwowatam jedynie niewielki wzrost puli
wewnatrzkomérkowych lipidéw i formowanie kropli ttuszczowych (rysunek 51). Zmiany te
byty najbardziej widoczne po zastosowaniu zwigzku o stezeniu réwnym 0,25 uM, zaréwno po

24 jak i 48 godzinach inkubaciji.
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Rysunek 52. Cytometryczna analiza poziomu neutralnych lipidéw w komérkach AsPC-1 poddanych 24 godz. ekspozycji na:

A - dziatanie pochodnej C-1748 o trzech réznych stezeniach (lewy panel: histogramy uzyskane podczas analizy
cytometrycznej, prawy panel: analiza ilosciowa wynikéw uzyskanych za pomocg cytometrii przeptywowey),

B - dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu 0,1 uM w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 UM i wybarwionych Czerwienig Nilu

(1 ug/ml). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie ** P < 0,01.

Poddanie komérek AsPC-1 dziataniu wortmaniny powodowato jedynie niewielki
wzrost ilosci LD. Natomiast zastosowanie pochodnej C-1748 w potgaczeniu z wortmanina,
bylo co prawda nieco bardziej efektywne niz dziatanie samego C-1748, lecz ilos¢
formujacych sie kropli ttuszczowych wcigz byta niewielka (rysunek 52 B) w poréwnaniu do

zmian obserowwanych w komérkach linii Panc-1, MiaPaCa-2 oraz BxPC-3.

4.10.5. Podsumowanie

Podsumowujgc wyniki uzyskane z mikroskopowej i cytometrycznej analizy ilosci
lipidéw i kropli lipidowych w komodrkach rakow trzustki poddanych dziataniu pochodnej
C-1748 i wybarwionych Czerwienig Nilu, wykazatam, ze w komoérkach czterech badanych
linii dochodzito do zaburzenia homeostazy neutralnych lipidow wewnagtrzkomdrkowych
i nadmiernej akumulacji lipidow w kroplach ttuszczowych. Zmiany te najbardziej widoczne
bylty w komdrkach linii Panc-1, MiaPaCa-2 oraz BxPC-3, a wiec w tych, w ktérych dochodzi
do efektywnego hamowania autofagii. W przypadku komorek linii AsPC-1 ilos¢ LD byta
podobna w komorkach kontrolnych oraz tych poddanych dziataniu pochodnej

1-nitroakrydyny.
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Dodatkowo, rownoczesne zastosowanie pochodnej C-1748 w kombinacji z
wortmaning wzmacniato efekt dziatania zwigzku, co szczegodlnie byto widoczne przy
wyzszych jego stezeniach, takich jak 0,1 yM, czy 0,25 yM.

Nadmierne formowanie kropli tluszczowych i zaburzenie homeostazy lipidow, do
ktérych dochodzi na skutek dziatania zwigzku sg prawdopodobnie konsekwencjg
zahamowania autofagii w badanych komérkach raka trzustki. Autofagia podobnie jak lipoliza
uznawana jest za mechanizm rozktadu i degradacji lipidow, szczegdlnie w sytuacji stresowej
dla komorki. Dochodzi wowczas do otoczenia kropli ttuszczowej przez podwdjng bione
i utworzenie autofagosomoéw, ktére nastepnie ulegajg fuzji z lizosomami, co prowadzi do
powstania autofagolizosoméw, w ktérych zachodzi ostateczny proces niszczenia ich
zawartosci przy uzyciu hydrolaz lizosomalnych. W wyniku degradacji kropli lipidowych
triacyloglicerole rozktadane sg do wolnych kwaséw ttuszczowych, ktére nastepnie ponownie
ulegajg estryfikacji i magazynowane sg w postaci triacylogliceroli, lub ulegajg B-oksydacji w
macierzy mitochondrialnej czemu towarzyszy utworzenie ATP [Singh i wsp., 2011].

Nadmierne formowanie kropli ttuszczowych powigzane jest rowniez z indukcjg
apoptozy i moze stanowi¢ jeden z markeréw tego procesu. Doktadny mechanizm tego

zjawiska jak narazie jest jednak tylko czesciowo poznany.

4.11. Analiza aktywnosci kaspazy-3 w komérkach czterech linii raka trzustki
traktowanych pochodng C-1748 w kombinacji z wortmaning

W nastepnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢ jaki wptyw na proces apoptozy
bedzie miato zastosowanie pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmanina.

Detekcji kaspazy-3, w komoérkach traktowanych pochodng C-1748 i wortmaning,
dokonatam za pomocg gotowego zestawu analitycznego (Active Caspase-3 Apoptosis Kit),
zawierajgcego krolicze przeciwciato poliklonalne, skoniugowane z fikoerytryng. Badania
przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.6. Wyniki bedace $rednig z trzech
niezaleznych eksperymentéw przedstawitam w postaci wykreséw zaleznosci ilosci komérek z
aktywng kaspaza-3 od stezenia zwigzkdéw.

Detekcji pocietego substratu dla kaspaz: biatka PARP, w komérkach traktowanych
zwigzkiem C-1748 i wortmaning, dokonatam postugujgac sie technikg western blotting,
stosujac przeciwciato rozpoznajgce antygen formy catkowitej oraz pocietej biatka PARP.
Badania przeprowadzitam wg metodyki zawartej w pkt 6.3.7. Eksperyment powtorzytam

trzykrotnie.
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4.11.1. Komorki linii Panc-1

W komorkach Panc-1 wraz z wydiuzajacym sie czasem inkubacji ze zwigzkiem oraz
wzrastajgcym stezeniem zwigzku dochodzito do wzrostu ilosci komorek z aktywng kaspaza-
3, czyli komérek apoptotycznych (rysunek 53). Potgczenie C-1748 z wortmaning o stezeniu
rownym 2 uM dawato synergistyczny efekt i dodatkowo wzmacniato proapoptotyczne
dziatanie zwigzku. Po 24 godzinach inkubaciji ilos¢ komérek Panc-1 z aktywng kaspazg-3,
traktowanych rownocze$nie pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25 yM i wortmaning (2
MM) byta 0 20 % wyzsza niz w przypadku traktowania komérek jedynie pochodng C-1748.

Podobne zmiany obserwowatam rowniez po 48 godzinach inkubacji komorek ze zwigzkami.
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Rysunek 53. Zmiany w iloSci komorek z aktywnq kaspazg-3 w komorkach linii Panc-1, traktowanych réznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM. Analize statystyczng pomiedzy danymi
warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie ** P < 0,01, *** P <0,001.
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Rysunek 54. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka PARP: formy catkowitej i pocietej w komoérkach Panc-1
traktowanych pochodng C-1748 (stezenie 0,1 uM) w potgczeniu z wortmaning (stezenie 2 uM) - gérny panel.
Densytometryczna analiza prazkéw - dolny panel. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem
jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie *** P <0,001.
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Dodatkowo, analiza western blotting poziomu ekspresji biatka PARP potwierdzita
wzrost ilosci pocietej formy PARP w komorkach Panc-1 traktowanych pochodng C-1748 a
dziatanie zwigzku dodatkowo wzmocnione byto przy rownoczesnym zastosowaniu pochodne;j
1-nitroakrydyny w kombinacji z wortmaning (rysunek 54). Synergistyczny efekt dziatania
zwigzkow byt szczegdlnie widoczny po 24 godzinnej inkubaciji dla stezenia C-1748 réwnego
0,1 pM. Obserwowatam wowczas wzrost ilosci komérek z pocietym PARP z 20 % w
przypadku zastosowania jedynie C-1748 do ok. 40 %, przy réwnoczesnym zastosowaniu
C-1748 i wortmaniny. Z kolei po 48 godzinach inkubaciji ilos¢ komoérek Panc-1 z pocietym
PARP poddanych dziataniu pochodnej C-1748 i pochodnej C-1748 w potgczeniu z
wortmaning byta zblizona.

4.11.2. Komorki linii MiaPaCa-2

W komérkach linii MiaPaCa-2 do indukcji apoptozy w wyniku dziatania pochodnej
C-1748 dochodzito juz przy stezeniu zwigzku réwnym 0,05 pM, a ilos¢ komérek z aktywng
kaspazg-3 rosta wraz ze wzrostem stezenia zwigzku i czasu inkubacji komorek (rysunek 55).
Po 48 godz. traktowania komoérek MiaPaCa-2 pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25 pM,
ilos¢ komorek apoptotycznych wynosita ok. 70 %. Kombinacja wortmaniny z C-1748
wzmachiata proapoptotyczny efekt dziatania samego zwigzku, co bylo szczegdlnie widoczne
po 24 godzinach inkubacji komoérek ze zwigzkami. Populacja komoérek apoptotycznych
wzrosta o dodatkowe 20 % po zastosowaniu kombinacji zwigzkdéw, w poréwnaniu do

ekspozyciji komérek jedynie na pochodng C-1748.
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Rysunek 55. Zmiany w ilosci komérek z aktywng kaspazg-3 w komorkach linii MiaPaCa-2, traktowanych réznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM. Analize statystyczng pomiedzy danymi
warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.
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Rysunek 56. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka PARP: formy catkowitej i pocietej w komérkach MiaPaCa-2
traktowanych pochodng C-1748 (stezenie 0,1 uM) w potaczeniu z wortmaning (stezenie 2 uM) - gérny panel.
Densytometryczna analiza prazkéw - dolny panel.

Na przedstawionym powyzej wykresie densytometrycznej analizy wynikéw
uzyskanych metodag western blotting pomiaru poziomu ekspresji biatka PARP (rysunek 56)
widaé, ze po 48 godzinach inkubacji dochodzito do wzrostu ilosci komoérek z pocietym PARP
0 ok. 20 % przy réwnoczesnym zastosowaniu pochodnej C-1748 i wortmaniny (ok. 60 %
komérek apoptotycznych) w stosunku do komoérek MiaPaCa-2 traktowanych jedynie

pochodng C-1748 (ok. 40 % komdrek apopototycznych).

4.11.3. Komorki linii BxPC-3
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Rysunek 57. Zmiany w ilosci komérek z aktywng kaspazg-3 w komoérkach linii BxPC-3, traktowanych réznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM. Analize statystyczng pomiedzy danymi
warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01.

Komoérki linii BXPC-3 rowniez ulegaty apoptozie w wyniku dziatania pochodnej C-1748

zostosowanej w trzech réznych stezeniach juz po 24 godzinach inkubacji komorek ze
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zwigzkiem (rysunek 57). Ponadto, ilo§¢ komorek z aktywng kaspaza-3 dodatkowo wzrastata
po dtuzszym czasie inkubacji komorek z pochodng 1-nitroakrydyny. Po 48 godzinnej
ekspozycji komérek linii BXPC-3 na dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,25 uM,
ilos¢ komodrek apoptotycznych wynosita juz ponad 80 % w stosunku do kontroli.
Réwnoczesne zastosowanie pochodnej 1-nitroakrydyny i wortmaniny dodatkowo
uwrazliwiato komorki na dziatanie zwigzku, co szczegodlnie byto widoczne dla nizszych
stezen C-1748 wynoszacych 0,05 uMi 0,1 uM. W catym zakresie stezeh i po dwdch czasach
inkubacji ilos¢ komdrek apoptotycznych byla wyzsza po inkubacji z dwoma zwigzkami w

poroéwnaniu do inkubacji jedynie z pochodng C-1748, a roznice te byty statystycznie istotne.
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Rysunek 58. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka PARP: formy catkowitej i pocietej w komoérkach BxPC-3
traktowanych pochodng C-1748 (stezenie 0,1 uM) w potaczeniu z wortmaning (stezenie 2 uM) - gérny panel.
Densytometryczna analiza pragzkéw - dolny panel.

Analiza poziomu ekspresji pocietego biatka PARP, dodatkowo potwierdzita
synergistyczne dziatanie pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning w komarkach linii
BxPC-3. Po 48 godzinnej inkubacji komérek ze zwigzkami obserwowatam ponad 60 %
komodrek apoptotycznych w poréwnaniu do okoto 40 % po inkubacji komérek jedynie z
pochodng C-1748 (rysunek 58).

4.11.4. Komorki linii AsPC-1

Komorki linii AsPC-1 byty najbardziej oporne na indukowang przez pochodng C-1748
apoptoze. Nawet po 48 godz. inkubacji ze zwigzkiem o stezeniu réwnym 0,25 puM ilos¢
komoérek z aktywng kaspazg-3 byta nieznaczna i wynosita ok. 20 % (rysunek 59).

Roéwnoczesna inkubacja komérek AsPC-1 z pochodng C-1748 i wortmaning skutkowata,
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nieznacznym, lecz statystycznie istotnym wzrostem iloSci komoérek apoptotycznych,

szczegolnie po 48 godzinach inkubacji.
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Rysunek 59. Zmiany w iloSci komérek z aktywng kaspazg-3 w komorkach linii AsPC-1, traktowanych réznymi stezeniami
pochodnej C-1748 i pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning o stezeniu 2 uM. Analize statystyczng pomiedzy danymi
warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001.
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Rysunek 60. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka PARP: formy catkowitej i pocietej w komoérkach BxPC-3
traktowanych pochodng C-1748 (stezenie 0,1 uM) w potgczeniu z wortmaning (stezenie 2 uM) - gérny panel.
Densytometryczna analiza pragzkéw - dolny panel.

Analiza western blotting obecnosci pocietej formy biatka PARP potwierdzita indukcje
apoptozy w komérkach AsPC-1 dopiero po 48 godzinach inkubacji z pochodng C-1748. W
przypadku komorek tej linii rbwnoczesna inkubacja komoérek z C-1748 i wortmaning
skutkowata nieznacznym spadkiem ilosci komorek apoptotycznych w poréwnaniu do

zastosowania samej pochodnej 1-nitroakrydyny (rysunek 60).
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4.11.5. Podsumowanie

Cytometryczna analiza aktywnosci kaspazy-3 oraz analiza western blotting poziomu
ekspresji formy catkowitej i pocietej biatka PARP bedacego substratem dla kaspaz, pozwolity
okresli¢ wptyw zastosowania kombinacji pochodnej C-1748 z wortmanig na przebieg procesu
apoptozy w komérkach czterech badanych linii raka trzustki. Zaréwno w komdérkach Panc-1,
MiaPaCa-2, jak i BXPC-3 dodatek inhibitora autofagii wzmacniat proapoptotyczne dziatanie
pochodnej 1-nitroakrydyny nawet o kilkanascie procent w stosunku do komérek poddanych
dziataniu jedynie pochodnej C-1748, co szczegdlnie byto widoczne po 24 godzinnej
ekspozycji komorek na zwigzki i przy stezeniu C-1748 rownym 0,1 yM. W przypadku
komorek linii AsPC-1 synergistyczny efekt dziatania zwigzkéw nie byt juz tak widoczny, a ok.
5 % wazrost ilosci komérek apoptotycznych z aktywng kaspazg-3 po ekspozycji na
kombinacje zwigzkéw w poréwnaniu do dziatania samej pochodnej C-1748 obserwowatam
jedynie po 48 godzinnej inkubacji komérek AsPC-1 z wortmaning i C-1748 o stezeniu
réwnym 0,05 uM i 0,25 uM.
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412. Analiza zmian mitochondrialnego potencjalu blonowego i morfologii jader
komérkowych w komérkach czterech linii raka trzustki traktowanych pochodng C-
1748 i wortmaning

Wyniki cytometrycznej analizy aktywnosci kaspazy-3 wraz z analiza western blotting
poziomu ekspresji pocietego biatka PARP, bedacego substratem dla kaspaz wykazaty, ze w
komérkach czterech badanych linii raka trzustki traktowanych pochodng C-1748 Iub
pochodng C-1748 w potgczeniu z wortmaning dochodzito w réznym stopniu do indukcji
apoptozy. Poniewaz szereg doniesien literaturowych wskazuje na istotny udziat
mitochondriéw w kontrolowaniu procesu apoptozy [Ly i wsp., 2003], indukowanej przez
zwigzki przeciwnowotworowe, w dalszej czesci pracy postanowitam okreslic ich role w
mechanizmie indukcji tego typu s$mierci. Zanik potencjatu elektrochemicznego (AWm) na
wewnetrznej blonie mitochondrialnej, nastepujacy przed pojawieniem sie fragmentacji DNA
jest jednym z kluczowych parametréw okreslajacych zaburzenie funkcji tychze organelli
podczas apoptozy. Spadek potencjatu AWm ponizej krytycznej wartosci, swiadczy o
otwieraniu megakanatdw mitochondrialnych i uwalnianiu z mitochondrialnej przestrzeni
miedzybtonowej czynnikdéw proapoptotycznych, co w sposéb nieodwracalny kieruje komorke
na droge apoptozy [Kroemer i wsp., 2007]. W celu oznaczenia depolaryzaciji btony
mitochondriéw komérek nowotworowych trzustki poddanych dziataniu zwigzku C-1748 w
kombinacji z inhibitorem autofagii, zastosowatam lipofilowy barwnik kationowy JC-1, ktory
posiada zdolnos$¢ do selektywnego wnikania do mitochondriéw. Kiedy btona mitochondrialna
jest spolaryzowana, barwnik tworzy agregaty emitujgce swiatto w zakresie fluorescenciji
pomarahczowej. Wraz ze spadkiem wartosci potencjatu, maleje réwniez ilos¢ agregatéw
fluorochromu, ktéry zaczyna wystepowaé w formie monomerdw, emitujacych swiatto w
zakresie fluorescenciji zielonej [Perelman i wsp., 2012].

Réwnoczesnie, zbadatam wptyw pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning na
zmiany w morfologii jader komérkowych komorek czterech badanych linii raka trzustki.
Zastosowatam barwnik Hoechst 33342, ktéry wnika do komorek przez btone komorkowg
i interkaluje preferencyjnie do rejonéw DNA bogatych w pary AT. Po wzbudzeniu swiattem
ultrafioletowym, Hoechst wykazuje maksimum absorpcji przy diugosci fali A = 358 nm oraz
maksimum emisji przy A = 461 nm, dzieki czemu mozliwa jest mikroskopowa obserwacja
wybarwionego materiatu genetycznego [Chazotte, 2011]. Apoptotyczne komorki majg jadra o
nieregularnych ksztattach, skondensowang chromatyne, intensywniejsza fluorescencje
i cechujg sie wzmozong fragmentacjg jadra. Dla poréwnania jgdra prawidtowych komérek sg
okragte, o gtadkich krawedziach i jednakowo wybarwione [Hécker, 2000].

Wyniki sg $rednig z dwdch niezaleznych eksperymentow, a badania przeprowadzitam

wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.5. i pkt. 6.3.11.
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4.12.1 Komorki linii Panc-1

Hoechst 33342 Natozone
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Rysunek 61. Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komoérkowych i zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
Panc-1 po 48 godzinnej inkubacji z C-1748 i kombinacji C-1748 z wortmaning (2 uM), wybarwionych Hoechstem 33342 i JC-1.
Kolor czerwony: zZywe komorki z wysokim potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor zielony: komérki apoptotyczne z niskim
potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor niebieski- jadra kom. wybarwione Hoechstem 33342. Powigkszenie 20x.
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Rysunek 62. llosciowa analiza: A) zmian w morfologii jgder komoérkowych, B) zmian AYm na wewnetrznej bfonie
mitochondrialnej, komérek Panc-1 poddanych 48 godzinnej inkubacji z samym C-1748 (0,1 uM) lub w kombinacji z wortmaning

(2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie
** P < 0,01, *** P <0,001.
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Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komérkowych i zmian potencjatu
elektrochemicznego na wewnetrznej bfonie mitochondrialnej w komérkach Panc-1
traktowanych pochodng C-1748 lub C-1748 w kombinacji z wortmaning dodatkowo
potwierdzita indukcje apoptozy w tych komaérkach.

W odniesieniu do komérek kontrolnych, 48 godzinna inkubacja z pochodng C-1748
prowadzita do istotnych zmian w ilosci komorek o niskim potencjale mitochondrialnym btony,
co doskonale mozna byto zaobserwowa¢ na zdjeciach wykonanych pod mikroskopem
fluorescencyjnym (rysunek 61). W komodrkach nietraktowanych zwigzkiem lub poddanych
dziataniu jedynie wortmaniny o stezeniu réwnym 2 yM obserwowatam pojedyncze komaorki o
zielonej fluorescenciji pochodzacej od monomeréw JC-1. Po ekspozycji komérek Panc-1 na
pochodng 1-nitroakrydyny o stezeniu réownym 0,1 uM obserwowatam wzrost populacji
komérek z uszkodzonymi mitochondriami do ok. 50 % w poréwnaniu do 10 % w komérkach
kontrolnych (rysunek 62 B). Rownoczesne zastosowanie wortmaniny i C-1748 dodatkowo
wzmacniato dziatanie pochodnej C-1748 i obserwowatam juz ok. 80 % komoérek z obnizonym
potencjatem mitochondrialnym btony. Po 48 godzinach inkubacji komérek ze zwigzkami
(C-1748 + wortmanina), populacja komérek Panc-1 z uszkodzonymi mitochondriami byta
znacznie wyzsza niz populacja komorek Panc-1 z aktywng kaspaza-3 (ok. 35 %), co
swiadczy o tym, ze podczas apoptozy indukowanej w tych komoérkach przez pochodng
C-1748, spadek mitochondrialnego potencjatu btonowego poprzedza apoptotyczng
fragmentacje DNA.

Zmianom zachodzacym w mitochondriach, do ktérych dochodzito po ekspozycii
komérek Panc-1 na dziatanie pochodnej C-1748 lub pochodnej C-1748 w kombinacji z
wortmaning towarzyszyty rowniez zmiany w morfologii jader komérkowych, wybarwionych
Hoechstem 33342 (rysunek 61). Mikroskopowa analiza wykazata, ze w komorkach
kontrolnych, jak i tych poddanych dziataniu jedynie wortmaniny, wiekszos¢ komodrek
posiadata prawidtowg morfologie bez zmian wskazujacych na apoptoze. Po 48 godzinnej
ekspozycji komorek na dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny obserwowatam wzrost populaciji
komodrek apoptotycznych do okoto 30 %. Dochodzito wowczas do kondensacji chromatyny
i pojawienia sie tzw. ciatek apoptotycznych. Réwnoczesne zastosowanie pochodnej C-1748
i wortmaniny spowodowato wzrost ilosci komérek o morfologii charakterystycznej dla procesu
apoptozy o kolejne 15 % w poréwnaniu do komorek traktowanych jedynie C-1748.

Analizujgc wykresy przedstawione na rysunku 61 mozna zauwazy¢, ze ilos¢ komorek
Panc-1 ze zmianami morfologicznymi wskazujacymi na apoptoze jest znacznie mniejsza niz
ilos¢ komérek z uszkodzonymi mitochondriami, co jest jednak prawidtowa zaleznoscia, gdyz
zmiany w DNA do ktérych dochodzi na skutek dziatania chemoterapeutykow pojawiajg sie

pozniej niz zmiany w obrebie btony mitochondrialnej [Barroso i wsp., 2006].
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4.12.2. Komorki linii MiaPaCa-2
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Rysunek 63. Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komorkowych i zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
MiaPaCa-2 po 48 godzinnej inkubacji z C-1748 i kombinacji C-1748 z wortmaning (2 uM), wybarwionych Hoechstem 33342 i
JC-1. Kolor czerwony: zywe komorki z wysokim potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor zielony: komérki apoptotyczne z
niskim potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor niebieski- jgdra kom. wybarwione Hoechstem 33342. Powigkszenie 20x.
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Rysunek 64. llosciowa analiza: A) zmian w morfologii jgder komérkowych, B) zmian A¥m na wewnetrznej bfonie
mitochondrialnej, komérek MiaPaCa-2 poddanych 48 godzinnej inkubacji z samym C-1748 (0,1 uM) lub w kombinacji z
wortmaning (2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy

wariancji, gdzie * P < 0,05, *** P <0,001.
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Wyniki uzyskane z trzyparametrowej analizy mikroskopowej komoérek MiaPaCa-2
traktowanych pochodng C-1748 lub C-1748 w potaczeniu z wortmaning i wybarwionych JC-1
oraz Hoechstem 33342, wyraznie $wiadczg o depolaryzacji bton mitochondrialnych

i zmianach zachodzacych w morfologii jader komérek MiaPaCa-2 (rysunek 63).

Po 48 godzinnej inkubacji jedynie nieliczne komérki (ok. 10 %) nietraktowane
zwigzkami, lub poddane dziataniu jedynie wortmaniny o stezeniu rownym 2 yM wykazywaty
zielong fluorescencje pochodzacg od monomeréw JC-1 zakumulowanych w komérkach. W
poréwnaniu do komérek kontrolnych, w komodrkach traktowanych pochodng C-1748 o
stezeniu réwnym 0,1 pM dochodzito do zmiany potencjatu na wewnetrznej btonie
mitochondrialnej u okoto 40 % populacji komérek MiaPaCa-2. Dodatkowo, réwnoczesne
zastosowanie pochodnej C-1748 i wortmaniny wzmacniato dziatanie zwigzku. Na podstawie
ilosciowej analizy populacji komérek wykazujacych zielong fluorescencje wyraznie widaé, ze
réwnoczesne zastosowanie kombinacji zwigzkéw wywierato silny, synergistyczny efekt, a
ilos¢ komorek o zaburzonej funkciji mitochondriéw wzrastata do ponad 60 % w poréwnaniu
do 40 % populacji komérek o niskim potencjale mitochondrialnym btony po traktowaniu ich
jedynie pochodng C-1748 (rysunek 64 B). Podobnie jak w przypadku komérek linii Panc-1,
populacja komoérek MiaPaCa-2 z uszkodzonymi mitochondriami byta duzo wyzsza (ok. 60 %)
w poréwnaniu do ilosci komérek z aktywng kaspaza-3 (ok. 40 %) po 48 godzinnej inkubacji
komorek ze zwigzkami. Swiadczy to o tym, ze zmiany wyindukowane przez zwiazki w
mitochondriach zachodzg duzo wczeséniej, a ich konsekwencjg moze by¢ aktywacja szlakéw

apoptozy prowadzgcych do uwolnienia kaspaz i uszkodzenia DNA.

W wyniku uszkodzenia mitochondriow i aktywacji procesu apoptozy, na skutek
dziatania zwigzkéw dochodzito réwniez do zmian w morfologii jader komérek MiaPaCa-2. Na
zdjeciach uzyskanych z mikroskopowej analizy morfologii jader komdrkowych wybarwionych
Hoechstem 33342 (rysunek 63) mozna zauwazy¢, ze zarowno komorki kontrolne, jak
i komorki poddane dziataniu jedynie wortmaniny charakteryzowaty sie prawidtowg
morfologig, bez zmian wskazujgcych na indukcje procesu apoptozy. Po 48 godzinnej
ekspozyciji komoérek MiaPaCa-2 na dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM
obserwowatam wzrost ilosci komoérek apoptotycznych do ok. 20 % w poréwnaniu do kontroli.
Réwnoczesne zastosowanie pochodnej 1-nitroakrydyny i wortmaniny spowodowato
dodatkowy wzrost populacji komérek wykazujacych zmiany charakterystyczne dla procesu
apoptozy w komérkach MiaPaCa-2 w stosunku do efektu uzyskanego przez samg pochodng
C-1748 (rysunek 64 A). Widoczne byty wéwczas charakterystyczne dla korncowego stadium

przebiegu apoptozy ciatka apoptotyczne oraz komorki ze skondensowang chromatyna.
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4.12.3. Komorki linii BxPC-3
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Rysunek 65. Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komoérkowych i zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
BxPC-3 po 48 godzinnej inkubacji z C-1748 i kombinacji C-1748 z wortmaning (2 uM), wybarwionych Hoechstem 33342 i JC-1.
Kolor czerwony: zywe komorki z wysokim potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor zielony: komérki apoptotyczne z niskim
potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor niebieski- jadra kom. wybarwione Hoechstem 33342. Powigkszenie 20x.
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Rysunek 66. llosciowa analiza: A) zmian w morfologii jgder komérkowych, B) zmian A¥m na wewnetrznej bfonie
mitochondrialnej, komérek BxPC-3 poddanych 48 godzinnej inkubacji z samym C-1748 (0,7 uM) lub w kombinacji z

wortmaning (2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy
wariancji, gdzie *** P <0,001.
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Komorki linii BXPC-3, sposrod komorek czterech badanych przeze mnie linii raka
trzustki, byty najbardziej wrazliwe na indukowang w wyniku dziatania pochodnej C-1748 oraz
kombinacji pochodnej C-1748 z wortmaning apoptoze, o czym $wiadczg wyniki uzyskane z
mikroskopowych obserwacji zmian w morfologii jader komdrkowych i zmian potencjatu na

wewnetrznej btonie mitochondrialne;j.

Po 48 godzinach inkubacji jedynie pojedyncze komoérki kontrolne i poddane dziataniu
wortmaniny wykazywaty zielong fluorescencje pochodzaca od monomeréw JC-1. Znacznie
wiekszg populacje stanowity komérki, ktérych btona mitochondrialna byta prawidtowo
spolaryzowana, a barwnik JC-1 kumulowat sie w postaci agregatéw emitujgcych Swiatto w
zakresie fluorescencji pomaranczowej (rysunek 65). W wyniku 48 godzinnej ekspozyciji
komérek BxPC-3 na dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu réwnym 0,1 yM dochodzito do
znacznego wzrostu populacji komérek o obnizonym potencjale btony mitochondrialnej w
poréwnaniu do komodrek kontrolnych. llos¢ komérek, w ktdérych na skutek dziatania zwigzku
doszito do spadku potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej wynosita ponad 60 % w
stosunku do ok. 5 % w przypadku komorek nietraktowanych zwigzkiem (rysunek 66 B).
Zastosowanie pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning o stezeniu réwnym 2 yM
dodatkowo wzmacniato dziatanie samego zwigzku. Dochodzito wéwczas do wzrostu ilosci

komodrek wykazujacych zielong fluorescencje do ponad 80 %.

Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komdérek BxPC-3 wybarwionych
Hoechstem 33342 wykazata obecno$¢ znacznej populacji komérek o zmienionej morfologii.
Komorki BxPC-3 nietraktowane pochodng C-1748, lub poddane dziataniu jedynie
wortmaniny, podobnie jak komoérki linii Panc-1, czy MiaPaCa-2 charakteryzowaly sie
prawidiowa, niezmieniong morfologig jader komorkowych. 48 godzinna ekspozycja komorek
BxPC-3 na dziatanie pochodnej C-1748 skutkowata wzrostem populacji komoérek ze
zmianami morfologicznymi charakterystycznymi dla procesu apoptozy do ponad 40 %.
Obserwowatam wéwczas komorki ze skondensowang chromatyng, intensywng fluorescencjg
i licznymi ciatkami apoptotycznymi. Ponadto, ilo$¢ tych komoérek wzrosta o kolejne 20 %, po

traktowaniu ich rownoczesnie wortmaning i pochodng C-1748 (rysunek 66 A).

Poréwnanie wynikéw cytometrycznej analizy aktywacji kaspazy-3 i mikroskopowej
analizy zmian potencjatu mitochondrialnego komérek linii BxPC-3, podobnie jak w przypadku
komorek linii Panc-1 oraz MiaPaCa-2 wskazuje, ze uszkodzenie mitochondriow poprzedza

indukcje apoptozy zaleznej od kaspaz i fragmentacje DNA.
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4.12.4. Komorki linii AsPC-1
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Rysunek 67. Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komoérkowych i zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
AsPC-1 po 48 godzinnej inkubacji z C-1748 i kombinacji C-1748 z wortmaning (2 uM), wybarwionych Hoechstem 33342 j JC-1.
Kolor czerwony: zywe komorki z wysokim potencjatem mitochondrialnym bfony. Kolor zielony: komorki apoptotyczne z niskim
potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor niebieski- jgdra kom. wybarwione Hoechstem 33342. Powigkszenie 20x.
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Rysunek 68. llosciowa analiza: A) zmian w morfologii jgder komoérkowych, B) zmian AWm na wewnetrznej bfonie
mitochondrialnej, komérek AsPC-1 poddanych 48 godzinnej inkubacji z z samym C-1748 (0,17 uM) lub w kombinacji z
wortmaning (2 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy
wariancji, gdzie * P <0,05, ** P <0,01.
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Trzyparametrowa analiza zmian w morfologii jagder komoérkowych i zmian potencjatu
mitochondrialnego komorek AsPC-1 poddanych dziataniu pochodnej C-1748 i wortmaniny

potwierdzita, ze komérki te byty najbardziej oporne na indukcje apoptozy.

Analizujgc wyniki przedstawione na rysunku 67 i uzyskane z mikroskopowej analizy
zmian polaryzacji wewnetrznej btony mitochondrialnej, zachodzacych na skutek dziatania
pochodnej C-1748 lub pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning wida¢, ze ilos¢
komérek wybarwionych JC-1 i wykazujgcych zielong fluorescencje rézni sie tylko
nieznacznie w komérkach kontrolnych jak i tych traktowanych zwigzkami. W poréwnaniu do
komérek kontrolnych, bgadz komérek poddanych dziataniu jedynie wortmaniny, okoto 20 %
komérek AsPC-1 traktowanych pochodng 1-nitroakrydyny wykazywato zielong fluorescencje,
ktéra wskazywata na obecnos¢ komorek ze zdepolaryzowang btong mitochondrialng.
Populacja takich komérek wzrosta o kolejne 5 % po réwnoczesnym traktowaniu ich

pochodng C-1748 i wortmaning (rysunek 68 B).

Analizujgc zdjecia uzyskane w z mikroskopowych obserwacji zmian w morfologii jader
komérek AsPC-1 wybarwionych Hoechstem 33342 i poddanych dziataniu pochodne;j
C-1748, lub C-1748 w kombinacji z wortmaning, obserwowatam niewielkg ilo§¢ komorek o
morfologii jader charakterystycznej dla procesu apoptozy, ok. 15-20 % populacji (rysunek 68
A).

4.12.5. Podsumowanie

Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komadrkowych i zmian potencjatu na
wewnetrznej btony mitochondrialnej wykazata, ze komorki czterech badanych linii raka
trzustki wykazujg rézng wrazliwos¢ na dzialanie pochodnej C-1748. W komdrkach
wszystkich czterech linii dochodzito do uszkodzenia mitochondridéw z rézng intensywnoscia,
a wyindukowane przez zwigzek zmiany najbardziej widoczne byty w przypadku komérek linii
BxPC-3 (ponad 60 % komorek o niskim potencjale btony mitochondrialnej po 48 godzinach
inkubaciji z pochodng C-1748 o stezeniu réwnym 0,1 uM). Nieco mniej wrazliwe na zmiany
zachodzace w obrebie mitochondriow byly komorki linii Panc-1 oraz MiaPaCa-2. W
przypadku komérek AsPC-1 obserwowatam jedynie 20 % komorek wykazujgcych zielong
fluorescencje po ekspozycji na badang pochodng. Zastosowanie pochodnej C-1748 w
kombinacji z wortmaning dodatkowo wzmacniato dziatanie zwigzku. Uzyskane wyniki
wskazujg, ze apoptoza indukowana przez pochodng 1-nitroakrydyny przebiega z
réwnoczesnym uszkodzeniem mitochondridow, co jest wczesnym wskaznikiem indukcji tego

procesu, aktywacje kaspaz.
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4.13. Analiza western blotting poziomu ekspresji biatka Bcl-2 w komérkach czterech
linii raka trzustki traktowanych pochodng C-1748 i wortmaning

Biatka z rodziny Bcl-2 stanowig grupe onkogenow komorkowych, ktore regulujg
proces $mierci komorki. Do grupy biatek Bcl-2 zaliczyé mozna zaréwno biatka
proapoptotyczne jak i antyapoptotyczne. Biatka proapoptotyczne utatwiajg tworzenie kanatéw
jonowych w btonie mitochondrium, czego wynikiem jest uwolnienie z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium do cytozolu czynnikdéw apoptotycznych takich jak: cytochrom
¢, czynnik AIF, biatko Smac/DIABLO i endonuklezy G. Uwalnianie tych czynnikéw moze byc¢
zahamowane przez biatka antyapoptotyczne z rodziny Bcl-2, do ktorych zalicza sie m.in.
biatko Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 i Bcl-B [Tilly, 2001]. Najlepiej poznanym przedstawicielem biatek z
rodziny Bcl-2 o dziataniu antyapoptotycznym jest biatko Bcl-2. Nadekspresje biatka Bcl-2
stwierdzono w wielu typach nowotwordw, co powigzane jest z ich zwiekszong opornoscig na
radio- i chemoterapie [Adams i wsp., 2007]. Ze wzgledu na kluczowa role w regulacji procesu
apoptozy, biatka Bcl-2 stanowig kolejny cel molekularny w strategiach terapeutycznych
stosowanych w chorobach nowotworowych. Wykazano, ze nadekspresja Bcl-2 i innych
biatek antyapoptotycznych hamuje $mieré komoérek miedzy innymi na skutek braku
czynnikdw wzrostu, stresu oksydacyjnego oraz hipoksji [Saitohi i wsp., 2003, Sermeus
i wsp., 2012]. Jednak to witasnie zdolnos¢ biatek antyapoptotycznych do hamowania smierci
indukowanej w wyniku dziatania cytotoksycznych chemoterapeutykéw czyni je interesujacym
celem dla poszukiwania nowych chemoterapeutykéw. Zastosowanie inhibitorow biatek Bcl-2,
szczegolnie w kombinacji z inhibitorami innych konkretnych czgsteczek moze by¢ podstawg
spersonalizowanej terapii u pacjentéw cierpigcych na nowotwory charakteryzujgce sie
podwyzszonym poziomem ekspresji tych biatek.

Z dotychczas przeprowadzonych przeze mnie badan wynika, ze pochodna C-1748
indukuje apoptoze w komoérkach badanych linii rakéw trzustki. Aby sprawdzi¢, czy indukcja
procesu smierci komorkowe] zwigzana jest z zaburzeniem poziomu ekspresji biatka
antyapoptotycznego Bcl-2, przeprowadzitam analize jego poziomu technikg western blotting
w komorkach czterech badanych linii poddanych ekspozycji na dziatanie samego C-1748 lub
C-1748 w kombinacji z wortmanina.

Wyniki sg $rednig z dwdch niezaleznych eksperymentow, a badania przeprowadzitam

wg metodyki zawartej w pkt. 6.3.13.

Wyniki przedstawione na rysunku 69 wskazuja, ze w wyniku dziatania pochodnej
C-1748 w badanych komérkach raka trzustki dochodzi do obnizenia poziomu ekspresji biatka
antyapoptotycznego Bcl-2. Na wykresach przedstawiajacych wyniki densytometrycznej

analizy prazkoéw uzyskanych metoda western blotting wida¢, ze C-1748 byt najbardziej
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aktywny w komorkach linii BxPC-3. 48 godzinna inkubacja =z pochodng
C-1748 o stezeniu rownym 0,1 yM prowadzita do spadku iloéci biatka o ok. 50 % w
porownaniu do kontroli. Rownoczesne zastosowanie pochodnej 1-nitroakrydyny i wortmaniny
znacznie wzmacniato dziatanie zwigzku. Zaobserwowatam spadek iloci biatka o ok. 80 % w
porownaniu do ilosci w komdrkach kontrolnych. Poziom ekspresji biatka Bcl-2 ulegat
obnizeniu rowniez w komoérkach linii Panc-1, jednak w mniejszym stopniu w poréwnaniu do
komorek linii BXxPC-3 oraz nieznacznie w komadrkach linii MiaPaCa-2. W komoérkach AsPC-1,
niewrazliwych na dziatanie C-1748 samego, jak i w kombinacji z wortmaning, poziom biatka

Bcl-2 nie ulegat zmianie.
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Rysunek 69. Wplyw dziatania pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,1 uM (oraz pochodnej C-1748 w kombinacji z
wortmaning o stezeniu 2 uM) na poziom ekspresji biatka Bcl-2 w komorkach czterech linii raka trzustki. Czas inkubacji: 48
godzin. Analize statystyczna pomiedzy danymi wartosciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie
* P <0,05, *** P <0,001.

Poziom biatka Bcl-2 byt badany, aby pokaza¢, ze pochodna C-1748 hamujac
autofagie, indukuje apoptoze, czemu towarzyszyt spadek poziomu antyapoptotycznego
biatka Bcl-2. Nie mozna wykluczy¢, ze wptyw C-1748 na poziom biatka Bcl-2 w komérkach
raka trzustki jest kolejnym, niezaleznym od hamowania autofagii i indukcji apoptozy
mechanizmem dziatania zwigzku. Poniewaz zwiekszona ekspresja biatka Bcl-2 w komérkach
nowotworowych zwigzana jest ich z opornoscig na apoptoze, taka wtasciwosc¢ zwigzku jest
bardzo pozadana. Spadek ilosci biatka Bcl-2, do ktérego dochodzi po ekspozycji na badang
pochodng 1-nitroakrydyny wptywa prawdopodobnie na wieksza wrazliwos¢ komoérek na
indukcje apoptozy, co szczegdlnie wida¢ w przypadku komérek linii BxPC-3. Wyjatkiem sa

komorki linii MiaPaCa-2, w ktérych poziom biatka antyapoptotycznego nie zmieniat sie pod
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wptywem dziatania C-1748, co moze sSwiadczy¢ o tym, Ze biatko to nie jest istotne w

przebiegu apoptozy indukowanej przez badany zwigzek w tychze komaérkach.

CZESC II. Okreslenie roli ekspresji enzyméw metabolizujacych C-1748 w koncowej
odpowiedzi biologicznej komérek raka trzustki na dziatanie zwigzku

Podsumowujgc dotychczas uzyskane wyniki, wykazatam, Zze pochodna C-1748 jest
aktywna cytotoksycznie w stosunku do komorek wszystkich czterech badanych przeze mnie
linii raka trzustki. Najbardziej wrazliwe na dziatanie zwigzku byty komorki linii MiaPaCa-2.
Réwnie wrazliwe na dziatanie pochodnej C-1748 okazaty sie by¢ komérki linii Panc-1 oraz
BxPC-3. Z kolei komorki linii AsSPC-1 mozna okre$li¢ jako oporne na dziatanie C-1748.

Komorki wszystkich czterech linii roznie reagowaly na traktowanie zwigzkiem,
zaréwno w zaleznosci od jego stezenia jak i czasow inkubacji ktorym byly poddawane. W
przypadku komoérek linii ASPC-1 zastosowanie ponad dwa razy wyzszej dawki zwigzku w
poréwnaniu do innych linii, nie wptywato istotnie na wzrost ich wrazliwosci.

Badajac mechanizmy dziatania zwigzku w stosunku do wybranych przeze mnie
komérek, wykazatam, ze ulegajg one apoptozie. Ponadto w zaleznosci od badanej linii
komérkowej, zwigzek indukowat rézne zmiany w dystrybucji komérek w cyklu zyciowym,
hamowat autofagie oraz w przypadku komorek AsPC-1- indukowat przedwczesne starzenie
komérkowe. Poniewaz komaorki nowotworowe czterech badanych przeze mnie linii, wykazaty
odmienng wrazliwos¢ na dziatanie zwigzku, prébowatam znalez¢ zaleznos¢ pomiedzy
réznicami w odpowiedzi komorkowej a genotypem komérek, porownujac mutacje w genach
najczesciej zmutowanych w raku trzustki, takich jak K-Ras, p53, p16 oraz Smad4. Jedynie
komérki BxPC-3 posiadajg niezmutowang forme genu K-Ras, co moze ttumaczy¢ ich
wrazliwo$¢é na dziatanie pochodnej C-1748. Analizujgc mutacje w innych genach, nie
znalaztam zaleznosci pomiedzy wrazliwoscig komérek rakéw trzustki na dziatanie zwigzku a
ich profilem genetycznym.

Opornosé¢ komorek nowotworowych trzustki na apoptoze moze by¢ zwigzana m.in. z
ekspresjg genow regulujacych apoptoze co wykazano w badaniach nad mechanizmem
dziatania gemcytabiny i 5-fluorouracylu. Ekspozycja komoérek nowotworowych trzustki na
dziatanie tych chemoterapeutykow prowadzita do wzrostu poziomu anty-apoptotycznych
biatek co odpowiadato za ich chemooporno$¢ [Shi i wsp., 2002]. W innych badaniach z
uzyciem gemcytabiny wykazano rowniez, ze za oporno$¢ komorek Panc-1 na dziatanie
zwigzku odpowiada wysoki poziom ufosforylowanej formy kinazy ERK. Zastosowanie
inhibitora szlaku MAPK/ERK spowodowato wzrost aktywnosci gemcytabiny w stosunku do

komérek Panc-1, a ilos¢ komorek apoptotycznych wzrosta z 30 % do 60 %. Komorki
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MiaPaCa-2, najbardziej wrazliwe na gemcytabine wykazaty najnizszy poziom ekspres;ji biatka
pERK [Fryer i wsp., 2011]. Tak wiec, chemoopornos¢ komorek nowotworowych
i mechanizmy opornosci na apoptoze sg bardzo ztoZzone i r6zne w zaleznosci od badanych
komorek i stosowanych lekow.

W ramach swojej pracy doktorskiej probowatam zweryfikowa¢ inny mechanizm
odpowiedzialny za opornos¢ komorek nowotworowych, niezbadany jak dotychczas dla
komorek nowotworowych trzustki.

Z danych literaturowych oraz wynikow badan uzyskanych dotychczas w naszym
zespole, wynika, Zze na odpowiedz biologiczng komodrek na dzialanie 2zwigzku
przeciwnowotworowego moze mie¢ wptyw ekspresja enzyméw odpowiedzialnych za jego
przemiany metaboliczne w komdrce [Augustin i wsp., 2013, Gut i wsp., 2000, Hofownia i
wsp., 2003, Pawtowska i wsp., 2011]. Jezeli zwigzek w wyniku transformacji metabolicznej
obniza swojg aktywnos$¢, to komérki o wysokiej ekspresji enzyméw metabolizujgcych bedg
oporne na jego dziatanie ze wzgledu na zbyt krotkg ekspozycje na forme aktywng zwigzku. Z
kolei w sytuacji, gdy zwigzek jest prolekiem i w wyniku przemian metabolicznych ulega
transformacji do reaktywnych metabolitéw, wysoki poziom metabolizujgcych go enzyméw w
komérce spowoduje powstawanie wiekszej puli aktywnych metabolitow. Jako przyktad
mozna wymieni¢ 5-fluorouracyl, ktéry w organizmie przeksztatcany jest w 5-flurocytozyne,
aktywng posta¢ leku. W metabolizmie 5-fluorouracylu bierze udziat szereg enzyméw takich
jak transferaza fosforybozylowa, fosforylaza tymidyny oraz fosforylaza urydynowa. Niski
poziom dowolnego z tych enzyméw spowoduje niewystarczajgca transformacje leku w
komérce, konieczng do wywarcia pozadanego efektu terapeutycznego. Dodatkowo,
oporno$¢ komorek nowotworowych na 5-fluorouracyl moze powstawaé rowniez w wyniku
zbyt wysokiej ilosci dehydrogenazy dihydropirymidynowej, rozktadajgcej 5-fluorouracyl do
nieaktywnego metabolitu [Fukuda i wsp., 2006].

Wczesniejsze badania przeprowadzone w naszym zespole wykazaty, ze pochodng
C-1748 mozna rowniez zaliczy¢ do prolekow i do petnej aktywnosci wymaga ona
transformacji metabolicznej. Dochodzi wéwczas do powstawania wiekszej ilosci aktywnych
metabolitdw (szczegdlnie w warunkach niedotlenienia), stgd komorki w ktérych ekspresija
enzymow metabolizujgcych C-1748 zachodzi na wysokim poziomie bedg bardziej wrazliwe
na dziatanie zwigzku [Wisniewska, 2008, Gorlewska, 2001].

Na pierwszym roku studium doktoranckiego przeprowadzitam wstepne badania
metabolizmu pochodnej C-1748 w komorkach czterech linii raka trzustki i wykazatam, ze
zwigzek metabolizowany jest w tych komoérkach z rézng intensywnoscia. Wykazano tez
wczesniej w naszym zespole, ze pochodna C-1748 metabolizowana jest gtdwnie przez

enzymy pierwszej fazy metabolizmu, cytochromy P450, takie jak m.in.: CYP3A4, CYP2C9,
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oraz reduktaze cytochromu P450 (CPR) [Wisniewska, 2008]. Postanowitam wiec zbadag,
czy obecnos¢ wyzej wymienionych enzyméw w komérkach nowotworu trzustki moze miec
wptyw na réznice w odpowiedzi komorkowej na dziatanie C-1748, obserwowanej wczesniej
dla komorek poszczegdlnych linii. W pierwszym etapie badan okreslitam poziom ekspresji
biatek wybranych enzyméw CYP i reduktazy cytochromu P450 (CPR) w komorkach linii
Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 oraz AsPC-1.

Poszczegdlne eksperymenty przeprowadzitam co najmniej dwukrotnie wg metodyki
zawartej w punktach:

6.3.1.3. analiza western blotting (wyniki, punkt 4.1)

6.3.14. przejSciowa transfekcja komorek (wyniki, punkt 4.2.1.)
6.3.15. metabolizm C-1748 w komorkach (wyniki, punkt 4.2.2.)
6.3.3. oznaczanie aktywnoSci cytotoksycznej (wyniki, punkt 4.2.3.)
6.3.11. oznaczanie zmian potencjatu A¥Ym (wyniki, punkt 4.2.4.)
6.3.6. oznaczanie aktywno$ci kaspazy-3 (wyniki, punkt, 4.2.5.)

4.1. Analiza metoda western blotting poziomu ekspresji wybranych enzymoéw | fazy
metabolizmu w komérkach czterech rakéw trzustki

W pierwszym etapie badan, stosujgc technike western blotting dokonatam analizy
poziomu biatek wybranych enzymoéw cytochromu P450 w komérkach czterech linii raka
trzustki. Wyboru biatek enzymatycznych dokonatam na podstawie wspomnianych wczes$niej
badan in vitro metabolizmu pochodnej C-1748 [WiSniewska, 2008]. Dodatkowo wzietam pod
uwage enzymy odpowiedzialne m.in. za metabolizm chemoterapeutykéw stosowanych w
leczeniu raka trzustki [Ling i wsp., 2006, Projean i wsp., 2003, Santos i wsp., 2006].

Wybrane enzymy:
1. Metabolizujace C-1748: CPR, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4.
2. Pozostate: CYP2C6, CYP2E1, CYP2A6, CYP2B1 oraz CYP2D6.

Analiza otrzymanych wynikéw, wskazata, ze ekspresja wybranych enzyméw | fazy
metabolizmu zachodzi na réznym poziomie w komérkach czterech badanych przeze mnie
linii raka trzustki (rysunek 70). Najwyzszg ekspresje wiekszosci enzyméw poza CYP2C9,
CYP2E1 oraz CYP2B1 obserwowatam w komdrkach linii MiaPaCa-2. W komdérkach tych
dochodzito rowniez do najwyzszej ekspresiji enzymow metabolizujgcych pochodng C-1748,
takich jak CYP1A2 (gdzie poziom ekspresji biatka byt ponad dwukrotnie wyzszy niz w
komodrkach BxPC-3 i trzykrotnie wyzszy niz w komérkach Panc-1), CYP3A4 (ponad
dwuktornie wyzszy poziom niz w komoérkach Panc-1), CYP2C9 oraz reduktazy cytochromu
P450. Réwniez komorki linii Panc-1 charakteryzowaly sie dosyC wysoka ekspresjg
wiekszosci badanych enzymoéw, w szczegdlnosci tych metabolizujgcych zwigzek. Ponadto w
komodrkach Panc-1 obserwowatam najwyzszg ekspresje enzymow CYP2EL oraz CYP2B1.

Natomiast nie stwierdzitam w nich ekspresji biatka CYP2D6. Nieco nizszy poziom ekspresji
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badanych enzyméw obserwowatam w komaorkach linii BxPC-3. W komoérkach tych, ekspresja
CPR zachodzita na poziomie zblizonym do pozostatych linii, ekspresja CYP1A2 byta wyzsza
niz w komoérkach Panc-1 i AsPC-1, natomiast poziom ekspresji CYP2C9, a w szczegoInosdi
CYP3A4 byt niski. Zdecydowanie najnizszy poziom ekspresji enzymow obserwowatam w
komodrkach AsPC-1. Jedynie enzymy CYP2C6 oraz CPR ulegaty ekspresji na dosy¢ wysokim
poziomie zblizonym do pozostatych linii komorkowych. Z kolei ekspresja enzymu CYP1A2,
CYP2C9 oraz CYP3A4 zachodzita na dosyc¢ niskim poziomie.
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Rysunek 70. Analiza Western blott poziomu ekspresji biatek wybranych enzyméw cytochromu P450 oraz reduktazy cytochromu
P450 w komorkach czterech rakéw trzustki. Jako kontrole zatadowania studzienek zastosowatam [3-aktyne.
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4.2. Wplyw nadekspresji enzymoéw CPR i CYP3A4 na metabolizm C-1748 i odpowiedz
biologiczng indukowang przez pochodng C-1748 w komérkach AsPC-1

Pomimo stosowania ponad dwukrotnie wyzszego stezenia C-1748 w poréwnaniu do
komérek pozostatych linii, komoérki AsPC-1 byly wcigz oporne na indukowang przez
pochodng apoptoze. W zwigzku z tym postanowitam sprawdzi¢, czy nadekspresja
wybranych enzymoéw metabolizujgcych zwigzek wptynie na zmniejszenie opornosci komoérek
AsPC-1 na dziatanie C-1748 i czy bedzie to zwigzane z powstawaniem wigkszej ilosci
aktywnych metabolitow w komodrkach z sekwencjg CPR lub CYP3A4, w poroéwnaniu do

komorek typu dzikiego.

4.2.1. Przejsciowa transfekcja komérek AsPC-1 plazmidami CPR lub CYP3A4

Pierwszym etapem przedstawionego zadania bylo przeprowadzenie przejsciowe;j
transfekciji komérek AsPC-1 plazmidami kodujgcymi geny reduktazy cytochromu P450 (CPR)
i izoenzymu CYP3A4. Enzymy te zostaly wybrane ze wzgledu na kluczowe znaczenie w
metabolizmie pochodnej C-1748. Transfekcje komoérek AsPC-1 przeprowadzitam uzywajgc
lipofektamine. Zastosowatam 3 rézne stezenia plazmidu, aby dobraé najbardziej optymaine,

unikajac cytotoksycznego efektu dziatania samego plazmidu na komorki.

Okreslenie ekspresiji biatka GFP:

Rysunek 71. Zdjecia komérek APC-1
poddanych transfekcji biatkiem GFP (ang.
green fluorescent protein) wykonane przy
uzyciu  mikroskopu fluorescencyjnego w
zakresie $wiatta niebieskiego (prawy panel) i
mikroskopu $wietlnego (lewy panel) po 48
godzinach od transfekcjii. Powiekszenie 20x.
Transfekcji poddatam jednorazowo 1 min
komdérek wprowadzajgc 4 g plazmidu.
Przedstawione zdjecia sq reprezentatywne dla
trzech wykonanych doswiadczen.

Warunki i wydajnosé¢ transfekciji okreslitam jednoczes$nie wprowadzajgc do komoérek
plazmid kodujacy biatko GFP (ang. green fluorescent protein), dzieki czemu w tatwy sposéb
za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej mogtam sprawdzi¢, czy przyjete warunki etransfekcji
sq korzystne dla komérek a wprowadzany plazmid ulega ekspresiji (zielona barwa komérek).

Na rysunku 71 wyraznie widac, ze w ok. 40- 50 % komodrek AsPC-1 poddanych
transfekcji plazmidem kodujacym gfp dochodzito do ekspresji biatka zielonej fluorescencji, co

w przypadku tych komorek jest bardzo dobrym wynikiem.

116



Wyniki

Okreslenie poziomu biatka i mMRNA kodujacego CPR i CYP3A4:

W nastepnym etapie, wydajnos¢ transfekcji w komorkach AsPC-1 sprawdzitam
rowniez poprzez analizy: poziomu biatek CPR i CYP3A4 metodg western blotting (rysunek

72) oraz poziomu ekspresji genow tych biatek, metodg RT-PCR (wykres 12).
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Rysunek 72. Analiza western blott poziomu ekspresji biatek CPR i CYP3A4 (znormalizowanego do 3 —aktyny) w komérkach
AsPC-1 - gérny panel. Densytometryczna analiza pragzkéw - dolny panel. Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami
przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, *** P <0,001.

Na rysunku 72 i wykresie 12 widac¢, ze w wyniku przejsciowej transfekcji dochodzito
do nadekspresji zaréwno biatek jak i mMRNA genéw CPR oraz CYP3A4 w komoérkach
AsPC-1. Stezenie plazmidu réwne 0,5 ug okazato sie by¢ zbyt niskie i jedynie w przypadku
genu reduktazy CPR obserwowatam nieznaczny wzrost jego ekspresji. Najwyzszy poziom
zaréwno biatka jak i ekspresji mMRNA dla obydwu genéw obserwowatam przy stezeniu

plazmidu réwnym 4 ug, w zwigzku z tym do dalszych eksperymentéw wybratam wiasnie to
stezenie.

[/ CPR
Bl CYP3A4

Poziom mRNA

Stezenie DNA plazmidu [pg]

Wykres 12. Poziom ekspresji mMRNA CPR i CYP3A4 w komérkach AsPC-1 poddanych transfekcji plazmidami zawierajacymi
DNA kodujgce CPR i CYP3A4 Analize statystyczng pomiedzy danymi wartoSciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej
analizy wariancji, gdzie * P < 0,05, ** P <0,01.
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4.2.2. Metabolizm pochodnej C-1748 w komérkach AsPC-1 o nadekspresji enzymoéw
CPRi CYP3A4

Opisane, ,nowe” linie komoérek nowotworu trzustki AsPC-1 o nadekspresji enzymow
metabolizujgcych pochodng C-1748 zastosowatam w pierwszej kolejnosci do okreslenia
réznic metabolizmu pochodnej 1-nitroakrydyny, C-1748 w komodrkach nowotworowych
AsPC-1 typu dzikiego (AsPC-1-WT) oraz poddanych przejsciowej transfekcji izoenzymami
CPR (AsPC-1-CPR) i CYP3A4 (AsPC-1-3A4). Komorki traktowatam pochodng C-1748 o
stezeniu rownym 50 uM i inkubowatam od 1 do 24 godzin. Analizowatam z zastosowaniem
techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej, HPLC, zardwno przygotowywane z
komérek metanolowe ekstrakty jak i pozywke hodowlang pozostatg po inkubacji komoérek ze
zwigzkiem.

4.2.2.1. Metabolizm pochodnej C-1748 w komoérkach AsPC-1-WT
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Rysunek 73. Chromatogramy uzyskane z analizy metabolizmu pochodnej C-1748 w komérkach AsPC-1-WT przy dtugosci fali
380 nm. S- oznacza substrat, czyli zwigzek wyjsciowy C-1748, M1, M2 — poszczegodlne metabolity zwigzku C-1748.

Przemiany metaboliczne pochodnej C-1748 w komdrkach AsPC-1 typu dzikiego
ilustrujg chromatogramy otrzymane z analizy HPLC pozywki hodowlanej, przedstawione na
rysunku 73. Wskazujg one, ze po uptywie pierwszej godziny inkubacji komoérek AsPC-1 ze

zwigzkiem stopien przemiany substratu byt nieznaczny. Obserwowatam tez dwa metabolity
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zwigzku: M1 o czasie retencji rbwnym ok. 25 minut oraz M2 o czasie retencji rownym ok. 26
minut. Wraz z uptywem czasu intensywnos¢ pikow produktow M1 i M2 rosta. Po 3 godzinach
inkubacji stezenie substratu nieznacznie zmalato, natomiast stezenie obydwu metabolitow
wzrosto. Po kolejnych 3 godzinach inkubacji komoérek AsPC-1-WT ze zwigzkiem
obserwowatam postepujacy zanik substratu kosztem przyrostu stezenia dwéch gtéwnych
metabolitéw. Po 24 godzinach inkubaciji stezenie substratu zmalato o potowe w stosunku do
ilosci obserwowanej po godzinnej inkubacji. W pozywce przewazat natomiast metabolit M1,

ktérego stezenie byto nieco wyzsze niz stezenie metabolitu M2.

4.2.2.2. Metabolizm pochodnej C-1748 w komérkach AsPC-1-CPR
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Rysunek 74. Chromatogramy uzyskane z analizy metabolizmu pochodnej C-1748 w komdérkach AsPC-1-CPR przy dtugo$ci fali
380 nm. S- oznacza substrat, czyli zwigzek wyjsciowy C-1748, M1 do M5 — poszczegodine metabolity zwigzku C-1748.

Badanie przemian metabolicznych pochodnej 1-nitroakrydyny, C-1748 w komadrkach
linii ASPC-1 z nadekspresjg enzymu CPR (AsPC-1-CPR) wykazato, ze juz po pierwszej
godzinie inkubaciji, oprécz metabolitéw M1 i M2 obserwowatam dodatkowy metabolit M3 o
czasie retencji zblizonym do czasu retencji metabolitu M2 (ok. 27 minuta). Po pierwszej
godzinie inkubacji obserwowatam rowniez intensywng przemiane substratu. Po uptywie 3
godzin inkubacji, w pozywce hodowlanej praktycznie nie obserwowatam juz obecnosci

C-1748. Stezenie metabolitow (szczegdlnie M1) wzrosto w poréwnaniu do warto$ci
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obserwowanej po godzinnej inkubacji, Dodatkowo w okolicy 16 minuty czasu retencji pojawit
sie nowy metabolit, M4. Po kolejnych trzech godzinach inkubacji ilo§¢ metabolitu M1
nieznacznie wzrosta, stezenie metabolitu M2 ulegto zmniejszeniu, prawdopodobnie kosztem
wzrostu stezenia metabolitu M3. Natomiast oprocz metabolitu M4, ktéry pojawit sie po raz
pierwszy po 3 godzinach inkubacji ze zwigzkiem, obserwowatam nowy metabolit M5 o czasie
retencji w okolicy 18 minuty. Po 24 godzinach inkubacji, poziom metabolitu M1 obnizyt sie,
nie obserwowatam juz metabolitu M2, natomiast stezenie zaréwno metabolitu M3 jak i M4
utrzymywato sie na statym, niskim poziomie. Z kolei poziom metabolitu M4 w pozywce
hodowlanej wzrdst ponad dwukrotnie w poréwnaniu do poziomu obserwowanego po

godzinnej inkubacji ze zwigzkiem.

4.2.2.3. Metabolizm pochodnej C-1748 w komérkach AsPC-1-3A4
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Rysunek 75. Chromatogramy uzyskane z analizy metabolizmu pochodnej C-1748 w komdrkach AsPC-1-3A4 przy dtugosci fali
380 nm. S- oznacza substrat, czyli zwigzek wyjsciowy C-1748, M1 do M5 — poszczegdine metabolity zwigzku C-1748.

Na rysunku 75 przedstawitam przemiany metaboliczne pochodnej C-1748 w
komodrkach AsPC-1 z nadekspresjg enzymu CYP3A4. Po pierwszej godzinie inkubacji ze
zwigzkiem, w pozywce hodowlanej obserwowatam przede wszystkim substrat o czasie
retencji rownym 16 minut i dwa metabolity, metabolit M1 o czasie retencji 25 minut

i pojawiajacy sie przy 27 minucie czasu retencji metabolit M3. Po 3 godzinach inkubacji
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stezenie substratu w pozywce hodowlanej nieznacznie zmalato, metabolitu M1 wzrosto,
natomiast poziom metabolitu M3 byt podobny jak po godzinnej inkubacji komoérek ze
zwigzkiem. Znaczne zmiany stezenia reagentéw w medium hodowlanym obserwowatam po
24 godzinnej inkubaciji. Poziom substratu zmniejszyt sie o ponad potowe w poréwnaniu do
poczatkowych czasow inkubacji, metabolit M1 byt gtdwnym metabolitem obserwowanym w
pozywce, a jego stezenie byto wyzsze niz stezenie substratu. Poziom metabolitu M3 réwniez
wzrost, natomiast dodatkowo obserwowatam réwniez pojawienie sie metabolitu M5 o czasie

retencji 18 minut.

4.2.2.4. Podsumowanie

Metabolizm pochodnej C-1748 w komdrkach AsPC-1 wszystkich trzech linii zachodzit
w roznym stopniu (wykres 13, 14, 15). Analiza chromatograficzna pozywki w ktérej
hodowane byly komorki wykazata, ze substrat ulegat przemianom metabolicznym
najintensywniej i najszybciej w komérkach AsPC-1 o nadekspresji enzymu CPR. W
poréwnaniu do komérek pozostatych linii po 3 godzinach inkubacji calty zwigzek ulegt
transformacji do metabolitéw. W komoérkach AsPC-1 typu dzikiego po réznych czasach
inkubacji ze zwigzkiem obserwowatam tylko dwa gtéwne metabolity M1 i M2, ktdrych
stezenie wzrastato w miare uptywu czasu inkubacji i osiggneto warto§¢ maksymalng po 24
godzinach inkubacji. Badanie przemian metabolicznych pochodnej 1-nitroakrydyny w
komérkach linii AsPC-1-CPR wykazato, ze juz po pierwszej godzinie inkubacji z pochodng
C-1748 w poréwnaniu do komérek AsPC-1 typu dzikiego, oprécz metabolitow M1 i M2
obserwowatam dodatkowy metabolit M3 o czasie retencji zblizonym do czasu retencji
metabolitu M2 (ok. 27 minuta). Z kolei po tym samym czasie inkubacji w przypadku komérek
AsPC-1-3A4 w pozywce hodowlanej réwniez obserwowatam metabolit M3, natomiast
metabolit M2 w ogdle nie powstawat przez caty okres inkubacji ze zwigzkiem. Ponadto, po 3
godz. inkubacji w przypadku komoérek AsPC-1-CPR obserwowatam pojawienie sie nowego
metabolitu, M4, ktérego obecnosci nie stwierdzitam w pozywce, w ktorej hodowane byty
komérki pozostatych linii, czyli AsCP-1-WT i AsPC-1-3A4. Rezultatem dalszej inkubacji
komérek AsPC-1-CPR oraz AsPC-1-3A4 bylo pojawienie sie w pozywce kolejnego
metabolitu, M5, nie obserwowanego w przypadku komérek AsPC-1 typu dzikiego. Stezenie
metabolitu M5 byto szczegdlnie wysokie w komdérkach AsPC-1 z nadekspresjg CPR. Po 24
godzinach inkubacji, metabolit M5 wraz z metabolitem M1 byty gtéwnymi metabolitami

obserwowanymi w pozywce hodowlane;.
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Wykres 13. Wykres przedstawiajacy zmiany pola powierzchni pod pikiem substratu i powstajgcych metabolitéw w pozywce

hodowlanej wraz z uptywem czasu inkubacji komérek AsPC-1-WT z pochodng C-1748.
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Wykres 14. Wykres przedstawiajgcy zmiany pola powierzchni pod pikiem substratu i powstajgcych metabolitéw metabolitow w
pozywce hodowlanej wraz z uptywem czasu inkubacji komérek AsPC-1-CPR z pochodng C-1748.
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Wykres 15. Wykres przedstawiajgcy zmiany pola powierzchni pod pikiem substratu i powstajgcych metabolitow metabolitéw w
pozywce hodowlanej wraz z uptywem czasu inkubacji komérek AsPC-1-3A4 z pochodng C-1748.

W sumie, w poréwnaniu z komdrkami linii dzikiej AsPC-1-WT, w komoérkach APC-1-

CPR i AsPC-1-3A4 pojawity sie trzy dodatkowe metabolity. Ich struktury sg przedmiotem

dalszych badan prowadzonych w zespole. Ponadto, w odréznieniu od komorek linii AsPC-1-
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CPR, nadekspresja CYP3A4 nie wywotata catkowitej przemiany substratu, ale spowodowata
wyzsze stezenie M1.

Poza analizg chromatograficzng pozywki hodowlanej prowadzitam tez analizy HPLC
ekstraktu komoérkowego. Najwiekszg ilos¢ produktdw obserwowatam po 24 godzinnej
inkubacji komorek ze zwigzkiem. Po tym czasie, w komorkach trzech linii AsPC-1 o roznej
ekspresji enzymow metabolizujgcych obecne byty jedynie dwa metabolity M1 oraz M2
(wykres 16). Najwyzszy poziom metabolitbw obserwowatam w komérkach AsPC-1 typu
dzikiego. Natomiast w komérkach AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4 w poréwnaniu do komérek
AsPC-1 WT poziom metabolitow byt nizszy.
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Wykres 16. Wykres przedstawiajgcy zmiany pola powierzchni pod pikiem substratu i powstajgcych metabolitow metabolitow w
ekstraktach komérkowych wraz z uptywem czasu inkubacji komérek AsPC-1 z pochodng C-1748.

Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze nadekspresja enzyméw CPR i CYP3A4 w
komérkach linii AsCP-1 prowadzita do istotnych zmian w przemianach metabolicznych
pochodnej C-1748. Metabolity obserwowatam gtéwnie w pozywce hodowlanej, gdyz analiza
ekstraktow komorkowych dawata niskie stezenie metabolitéw. Trudno jednak poréwnywaé
stezenia metabolitow w tych dwéch frakcjach. Mozna z kolei przypuszczaé, ze zwigzek
ulegat intensywnym przemianom metabolicznym wewnatrz komoérek, a produkty

transformacji metabolicznej bardzo szybko wydalane byty na zewnatrz komorki.

4.2.3. Analiza aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 wobec komoérek AsPC-1 o
nadekspresji enzyméw CPR i CYP3A4

Celem kolejnych badan byto wykazanie, czy obserwowane réznice w poziomie
produktow metabolizmu pochodnej C-1748 w komdrkach linii ASPC-1 charakteryzujacych sie
odmiennym poziomem ekspresji enzymoéw CPR i CYP3A4 beda miaty wptyw na odpowiedz
biologiczng indukowang w tychze komérkach przez badany zwigzek.

W pierwszym etapie okreslitam poziom zahamowania wzrostu komoérek AsPC-1 typu
dzikiego oraz o nadekspresji izoenzymow CPR i CYP3A4. Uzyskane wyniki przedstawione

na wykresie 17 Swiadczg o tym, ze nadekspresja izoenzymu zaréwno reduktazy cytochromu
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P450 (CPR) jak i CYP3A4 znacznie wptyneta na wrazliwosé komorek AsPC-1 na badang
pochodng 1-nitroakrydyny.
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Wykres 17. Wykres przedstawiajacy zahamowanie wzrostu, mierzony przy uzyciu testu SRB w komoérkach AsPC-1 typu
dzikiego oraz po transfekcji CPR i CYP3A4 (4 ug) po 48 godzinnej ekspozycji na dziatanie pochodnej C-1748 (stezenie réwne
0,25 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie *** P <0,001.

W komérkach AsPC-1-WT, w wyniku zastosowania pochodnej C-1748 o stezeniu
réwnym 0,25 yM, dochodzito do zahamowania wzrostu ok. 40 % komdrek w stosunku do
kontroli. W komodrkach AsPC-1-CPR oraz AsPC-1-3A4 ilos¢ komérek z zahamowang
proliferacjg wynosita juz prawie 75 %. Aby dodatkowo potwierdzié, ze uzyskane efekty sg
jedynie wynikiem dziatania zwigzku, a nie toksycznosci plazmidéw wprowadzonych do
komérek, przeprowadzitam réwniez analize stopnia zahamowania wzrostu komoérek
wykazujgcych nadekspresje badanych enzymow, bez traktowania ich pochodng C-1748. To
pozwolito potwierdzi¢, ze transfekcja komorek AsPC-1 plazmidami zawierajgcymi geny
enzymow CPR i CYP3A4, nie wywierata cytotoksycznego efektu w stosunku do badanych
komérek. Na wykresie 17 widac, ze liczba proliferujacych komérek AsPC-1-CPR i AsPC-1-
3A4 po 48 godzinnej inkubaciji jest zblizona do liczby proliferujgcych komoérek kontrolnych,
AsPC-1-WT.

2.2.4. Analiza zmian mitochondrialnego potencjatu blonowego i morfologii jader
komoérkowych w komoérkach Aspc-1 z nadekspresja enzyméw CPR lub CYP3A4,
traktowanych pochodng C-1748

W kolejnych badaniach sprawdzitam wptyw nadekspresji enzyméw CPR i CYP3A4 na
indukowang przez pochodng C-1748 apoptoze w komodrkach linii AsPC-1, poniewaz
wykazatam wczesniej, ze komorki te, sposréd komérek czterech badanych linii raka trzustki
sg najbardziej oporne na indukcje tego procesu.

W pierwszym etapie, po 48 godzinnej inkubacji komoérek AsPC-1-WT oraz AsPC-1-
CPR i AsPC-1-3A4 z pochodng C-1748 o stezeniu réwnym 0,25 yM, okreslitam zmiany w

morfologii jagder komérkowych (stosujac barwnik Hoechst 33342) oraz wptyw zwigzku na
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depolaryzacje bton mitochondrialnych, bedacg wczesnym wskaznikiem indukcji apoptozy,

stosujgc lipofilowy barwnik JC-1.

Hoechst
33342

JC-1 Merged

AsPC-1 WT

AsPC-1-CPR

AsPC-1-3A4

AsPC-1 WT
+C-1748

AsPC-1-CPR
+C-1748

AsPC-1-3A4
+C-1748

Rysunek 76. Mikroskopowa analiza zmian w morfologii jader komoérkowych i zmian potencjatu mitochondrialnego komorek
AsPC-1 po 48 godzinnej inkubacji z C-1748 (0,25 uM) wybarwionych Hoechstem 33342 i JC-1. Kolor czerwony: zywe komorki z
wysokim potencjatem mitochondrialnym btony. Kolor zielony: komérki apoptotyczne z niskim potencjatem mitochondrialnym
btony.

W komodrkach AsPC-1 typu dzikiego, lub z nadekspresjg enzymow reduktazy-P450
lub izoenzymu CYP3A4, po 48 godzinnej inkubacji, bez ekspozycji na badang pochodng
1-nitroakrydyny obserwowatam pojedyncze komorki o zielonej fluorescencji pochodzacej od
monomeréw JC-1. Po ekspozycji komérek AsPC-1-WT na dziatanie pochodnej C-1748 o
stezeniu réwnym 0,25 pM obserwowatam wzrost populacji komorek z uszkodzonymi

mitochondriami do ok. 17 % w poréwnaniu do 5 % w komodrkach kontrolnych (wykres 18).
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Komorki AsPC-1, w ktérych dochodzito do nadekspresji enzyméw CPR oraz CYP3A4
wykazaly wiekszg wrazliwo$¢ na indukowang przez zwigzek apoptoze, w poréwnaniu do
komoérek typu dzikiego (ponad 30 % komérek ze zdepolaryzowang bfong mitochondriow w
poréwnaniu do 17 % w przypadku komorek AsPC-1-WT).

Podsumowujgc, w odniesieniu do komorek kontrolnych (AsPC-1-WT), 48 godzinna
inkubacja komérek AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4 z pochodng C-1748 o stezeniu rownym 0,25
MM prowadzita do istotnych zmian w ilosci komorek o niskim potencjatem mitochondrialnym
btony, co doskonale mozna byto zaobserwowac na zdjeciach wykonanych pod mikroskopem
fluorescencyjnym (rysunek 76).

Zmianom zachodzacym w mitochondriach, do ktérych dochodzito po ekspozyciji
komorek AsPC-1 na dziatanie pochodnej C-1748 towarzyszyty réwniez zmiany w morfologii
jader komérkowych, wybarwionych barwnikiem Hoechst 33342 (rysunek 76). Analiza
mikroskopowa wykazata, ze zaréwno komoérki typu dzikiego jak i komérki poddane
przejsciowej transfekcji CPR i CYP3A4 po 48 godzinach inkubacji bez pochodnej C-1748
wykazywaly prawidtowg morfologie bez zmian wskazujgcych na apoptoze. Z kolei, po
ekspozycji komorek na dziatanie zwigzku o stezeniu rownym 0,25 yM obserwowatam wzrost
populacji komodrek apoptotycznych w komoérkach AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4 w poréwnaniu
do komodrek AsPC-1-WT.
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Wykres 18. llosciowa analiza zmian A¥Ym na wewnetrznej btonie mitochondrialnej, komorek AsPC-1-WT oraz z nadekspresjg
CPR lub CYP3A4, poddanych 48 godzinnej inkubacji z pochodng C-1748 (0,25 uM). Analize statystyczng pomiedzy danymi
warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie ** P <0,01, *** P <0,001.

4.2.5. Zbadanie wplywu nadekspresji enzymow CPR i CYP3A4 na aktywacje kaspazy-3
przez pochodna C-1748 w komérkach AsPC-1

W kolejnym eksperymencie, zbadatam wptyw nadekspresji tych enzyméw CPR oraz
CYP3A4 na aktywacje kaspazy-3 w komorkach AsPC-1 poddanych dziataniu pochodnej
C-1748.
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Rysunek 77. Cytogramy ukazujgce zmiany w ilosci komérek AsPC-1 z aktywng kaspaza-3. Zaznaczony na cytogramie obszar
P2 reprezentuje komoérki zawierajgce aktywng kaspaze-3. FL1- intensywno$c¢ fluorescencji fluoresceiny skoniugowanej z
przeciwciatem przeciwko aktywnej kaspazie-3.
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Wykres 19. Analiza aktywacji kaspazy-3 w komoérkach AsPC-1 typu dzikiego lub o nadekspresji CPR bgdz CYP3A4,
poddanych 24 godzinnej inkubacji z pochodng C-1748 o stezeniu réwnym 0,25 uM. Eksperyment przeprowadzitam dwukrotnie.
Analize statystyczng pomiedzy danymi warto$ciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji, gdzie ** P
<0,01, *** P <0,001.

W komérkach AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4 poddanych 48 godzinnej ekspozycji na
dziatanie pochodnej C-1748 o stezeniu rownym 0,25 uM, obserwowatam wzrost populaciji
komérek z aktywng kaspazg-3 do odpowiednio 24 % i 30 % w stosunku do kontroli (ok. 8 %).

Réwnoczesnie, sprawdzitam tez toksycznos¢ samego plazmidu na komorki, aby
monitorowa¢ zmiany aktywnosci kaspazy-3 w komoérkach transferowanych bez udziatu
zwigzku. llos¢ komoérek AsPC-1 z aktywng kaspaza-3, po przejsciowej transfekcji plazmidami
niosacymi geny CPR i CYP3A4 wynosita odpowiednio ok. 7 % i 6 %, w poréwnaniu do 1,4 %
w przypadku komorek AsPC-1-WT, co $wiadczy o tym, ze transfekcja powoduje $mierc

jedynie niewielkiej populacji komorek.
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Podsumowujac, cytometryczna analiza aktywno$ci kaspazy-3 w komoérkach AsPC-1,
wykazafa, ze nadekspresja enzymu CPR i CYP3A4 uwrazliwiata komorki raka trzustki na
dziatanie pochodnej C-1748 (wykres 19). W komoérkach AsPC-1-WT traktowanych pochodng

1-nitroakrydyny o stezeniu rownym 0,25 yM obserwowatam ok. 10 % populacji komérek z
aktywng kaspaza-3.
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5. Dyskusja i wnioski koncowe

Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej stanowig kontynuacje badan
prowadzonych w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej nad
mechanizmem dziatania zwigzkéw przeciwnowotworowych. W zespole prof. Jerzego Konopy
od lat trwajg badania majgce na celu poszukiwanie nowego leku przeciwnowotworowego. Po
sukcesie jakim byto wprowadzenie do lecznictwa pierwszego polskiego leku
przeciwnowotworowego — Ledakrinu (Nitroacridine®™) [Radzikowski i wsp., 1974] (ktéry po
pewnym czasie zostat jednak wycofany ze wzgledu na efekty uboczne), poszukiwano
nowych analogéw tego leku o udoskonalonych witasciwosciach i obnizonej toksyczno$ci.
Zsyntetyzowano woéwczas nowg grupe pochodnych akrydyny: imidazoakrydony,
triazoloakrydony i pochodne 1-nitroakrydyny. Sposrdod imidazoakrydondw, najbardziej
aktywny zwigzek o symbolu C-1311 (Symadex™) dotart do Il fazy badan klinicznych
prowadzonych na pacjentkach z przerzutowym rakiem piersi [Capizzi i wsp., 2008].
Najbardziej aktywny przedstawiciel triazoloakrydondéw, C-1305 jest obechie przedmiotem
szeroko zakrojonych badan przedklinicznych. Z kolei, sposrod pochodnych 1-nitroakrydyny,
najwyzszg aktywnos$¢ wykazata pochodna o symbolu C-1748 (Capridine ). Zwigzek ten jest
obecnie przygotowywany do | fazy badan klinicznych i byt on przedmiotem badan
realizowanych przeze mnie w ramach prezentowanej pracy doktorskie;.

Dla kazdego potencjalnego leku istotne jest poznanie mechanizmu jego dziatania na
poziomie molekularnym i komérkowym oraz okreslenie przemian metabolicznych jakim
podlega w komoérce. Dzieki temu mozliwe jest przewidywanie koncowego efektu jego
dziatania. Jest to szczegolnie istotne w przypadku chemoterapeutykéw, poniewaz komorki
nowotworowe wywodzace sie z réznych tkanek moga odmiennie reagowac¢ na dziatanie
lekéw. Ponadto, odmiennie reagujg na leki komérki prawidtowe i nowotworowe wywodzace
sie z tej samej tkanki [Fei i wsp., 2002].

Dotychczasowe, szeroko zakrojone badania przedkliniczne pozwolity okresli¢ niektére
elementy mechanizmu dziatania pochodnej C-1748. Wykazano, ze aktywne metabolity
zwigzku wigza sie kowalencyjnie do DNA i tworzg wigzania sieciujgce [Konopa i wsp., 1983,
Konopa i wsp., 2003, Szostek i wsp., 2002]. Badania aktywnosci cytotoksycznej in vitro
wykazaly wysoka aktywnos$¢ C-1748 w stosunku do komoérek nowotworowych wielu lini,
m.in.: raka prostaty, piersi, pecherza, pluc oraz watroby, a takze aktywnosc¢
przeciwnowotworowg w stosunku do ksenoprzeszczepow u nagich myszy ludzkich rakow
prostaty: LnCaP, PC-3 i TSU, ludzkiego raka jelita grubego HCT8, raka ptuc, jajnika oraz
czerniaka [Chen i wsp., 2002]. Jak do tej pory, mechanizm dziatania pochodnej C-1748 na

poziomie komérkowym najlepiej zbadano w komérkach raka jelita grubego: HCT-116, HCT8
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i HT-29. Wykazano m.in., ze zwigzek indukuje zmiany w przebiegu cyklu zyciowego
komoérek, apoptoze oraz starzenie komérkowe [Augustin i wsp., 2010, Mos-Rompa, 2007,
Nowak-Ziatyk, 2011]. W innych badaniach prowadzonych na komérkach raka prostaty —
LnCaP, wykazano ponadto, Zze pochodna C-1748 obniza aktywnos¢ receptora
androgenowego oraz indukuje dziatanie receptora estrogenowego [Tadi i wsp., 2007].

Poniewaz C-1748 do petnej aktywnosci biologicznej wymaga transformaciji
metabolicznej, dosyé dobrze poznano réwniez przemiany metaboliczne zwigzku, zaréwno z
zastosowaniem enzyméw rekombinantowych, enzymow frakcji mikrosomalnych komorek
watroby oraz w komédrkach nowotworowych, m.in. watroby i jelita grubego [Wisniewska,
2008, Niemira, 2012]. Wykazano, ze C-1748 metabolizowany jest gtdbwnie przez enzymy |
fazy metabolizmu, a kluczowe znaczenie w tym procesie miaty: reduktaza cytochromu P450
oraz izoenzymy CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4 [Wisniewska, 2008].

W pierwszym etapie badan przeprowadzitam wstepng ocene aktywnosci
cytotoksycznej wybranych pochodnych akrydyny w stosunku do komérek raka trzustki
pochodzenia ludzkiego. Aktywno$¢ pochodnych akrydyny nie byta wczesniej badana wobec
komoérek tego nowotworu. Wybor komoérek raka trzustki pochodzenia ludzkiego jako
przedmiotu badan niniejszej pracy wynikat z faktu, ze rak trzustki wcigz pozostaje najbardziej
ztosliwym i opornym na rézne metody terapii. Konieczne sg wiec badania zmierzajace do
rozszerzenia wiedzy w zakresie prewenciji, diagnostyki, rozwoju nowotworu, czy
mechanizmow dziatania zwigzkéw przeciwnowotworowych oraz przyczyn rozwoju
lekoopornosci. Wyniki obserwacji eksperymentalnych i klinicznych stanowi¢ bedg zrédto
wiedzy dla oceny mozliwosci wdrazania nowych terapii u chorych cierpigcych na ten
nowotwor. Poniewaz 5-letni wskaznik przezywalnosci pacjentow z rakiem trzustki wynosi
jedynie 5 %, za sukces uznaje sie juz poszerzenie wiedzy na temat biologii tego nowotworu

oraz czynnikoéw lezacych u postaw jego opornoséci na leczenie.

Wstepne wyniki aktywnosci cytotoksycznej wykazaly, ze to wiasnie pochodna
1-nitroakrydyny, o symbolu C-1748, spos$rdéd najbardziej aktywnych pochodnych
imidazoakrydondéw, triazoloakrydonow i pochodnych 1-nitroakrydyny, wykazata najwyzszg
aktywnos¢ w stosunku do komérek czterech badanych przeze mnie linii raka trzustki:
Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 oraz AsPC-1 (tabela 8). Podjecie badan nad mechanizmem
dziatania zwigzku w tych komaorkach byto wiec w petni uzasadnione.

Komorki wybranych linii raka trzustki roznig sie pomiedzy sobg zarowno wrazliwoscig
na standardowo stosowang w leczeniu raka trzustki gemcytabine, zdolnoscig do tworzenia

przerzutdw, mutacjami w genach kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania komoérki,
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takich jak m.in. K-RAS, Smad4, p53, p16 oraz poziomem ekspres;ji biatek szlakow apoptozy
[Deer i wsp., 2010, Ulrich i wsp., 2002].

W zwigzku z powyzszym, pierwszym celem moich badan byto okreslenie w
warunkach in vitro typéw odpowiedzi biologicznej indukowanej przez pochodna
1-nitroakrydyny, C-1748 w komorkach czterech linii raka trzustki pochodzenia
ludzkiego: Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3 oraz AsPC-1.

Jak juz wczesniej wspominatam, podczas badania aktywnosci cytotoksycznej
wybranych pochodnych akrydyny wykazatam, ze aktywno$¢ pochodnej C-1748 wobec
komérek czterech badanych linii raka trzustki, byta poréwnywalna do tej obserwowanej dla
gemcytabiny, a wyzsza od aktywnosci zwigzku C-1305 - przedstawiciela pochodnych

triazoloakrydonow, jak i stosowanego w leczeniu raka trzustki - erlotinibu (tabela 8).

Tabela 8. Aktywnos$¢ cytotoksyczna C-1748, C-1305, gemcytabiny i erlotinibu w stosunku do komérek wybranych linii raka
trzustki uzyskana przy uzyciu testu z SRB.

Stezenie odpowiadajace |1Csq [UM]
Linia komorkowa C-1748 C-1305 Gemcytabina* Erlotinib*
Panc-1 0,017 0,63 0,0214 >20
MiaPaCa-2 0,015 2,33 0,0064 >20
BxPC-3 0,017 2,40 0,0074 1,26
AsPC-1 0,075 6,77 0,0873 5,80

* Dane dla gemcytabiny i erlotinibu pochodzg z [loannou i wsp., 2011].

Badania cytotoksycznosci potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych stanowig
pierwszy etap badan przedklinicznych, ktére stuzg do wyselekcjonowania zwigzkéw o niskiej
toksycznosci i najbardziej korzystnych wiasciwosciach farmakologicznych. Przedmiotem
badan przedklinicznych jest réwniez poznawanie mechanizméw dziatania zwigzkéw w
stosunku do komodrek danego typu nowotworu, aby lepiej planowaé potencjalng terapie,
szczegolnie, gdy wymaga ona stosowania kombinacji kilku lekow. Znajac dobrze podioze
molekularne transformacji nowotworowej oraz czynniki warunkujgce oporno$¢ danego typu
nowotworu na chemioterapie, mozna przypuszczaé, jakie wtasciwosci powinien posiadac
potencjalny lek przeciwnowotworowy, aby byt skuteczny wobec tego nowotworu.

W Kkolejnym etapie badan skupitam sie wiec na okresleniu mechanizméw dziatania

C-1748 w komorkach badanych linii raka trzustki.

Wiele zwigzkéw cytotoksycznych oddziatuje na komorki nowotworowe indukujac
zmiany w ich cyklu zyciowym. Niektore leki dziatajg tylko na komorki znajdujgce sie w
okreslonej fazie cyklu. Hamed i wsp. oraz Zhu i wsp. wykazali, ze np. gemcytabina

stosowana w niskich stezeniach zakitdcata faze S cyklu zyciowego komorek raka trzustki
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Panc-1, AsPC-1, BxPC-3 i MiaPaCa-2 [Hamed i wsp., 2013, Zhu i wsp., 2010]. W wyzszych
stezeniach zwigzek indukowat akumulacje komoérek we wszystkich fazach cyklu (G1, S,
G2/M), czego nastepstwem, po dtuzszym czasie inkubacji z gemcytabing byta ich $mier¢ na
drodze apoptozy [Hamed i wsp., 2013, Zhu i wsp., 2010]. Podobnie, 5-fuorouracyl indukowat
zahamowanie cyklu zyciowego znacznej populacji komorek BxPC-3 w fazie S i G1 [Huang
i aps., 2007]. Inny zwigzek stosowany w leczeniu skojarzonym raka trzustki — erlotinib,
indukowat akumulacje komoérek Panc-1 w fazie G1 cyklu zyciowego, co prowadzito do
zahamowania ich proliferacji [Torres i wsp., 2016]. Hoffman i wsp. wskazali na istotny
problem w terapii guzéw litych, do ktérych zalicza sie rak trzustki [Hoffman i wsp., 2015].
Prowadzili oni badania z uzyciem nab-paklitakselu, ktéry stosowany jest w kombinacji z
gemcytabing w leczeniu raka trzustki z przerzutami. Nab-paklitaksel zaliczany jest do tzw.
lekéw fazowo-specyficznych i indukuje zahamowanie komorek w fazie G2/M cyklu
zyciowego, co potwierdzono m.in. w badaniach na komérkach nowotworowych jajnika, piersi,
trzustki, czy jamy nosowo-gardiowej [Kampan i wsp., 2015, Shi i wsp., 1997]. Hoffman
i wsp. przy uzyciu systemu reporterowego FUCCI (ang. fluorescent ubiquitination-based cell-
cycle indicator), ktéry pozwala sledzi¢ przechodzenie komérek przez kolejne fazy cyklu
zyciowego wykazali, ze liczba komérek nowotworowych trzustki znajdujacych sie w
poszczegoélnych fazach cyklu, réznita sie w zaleznosci od ich umiejscowienia w guzie
[Hoffman i wsp., 2015]. Wiekszos¢ komorek obecnych w niewielkiej warstwie zewnetrznej
guza znajdowata sie w fazie G2/M lub S cyklu. Natomiast w warstwie wewnetrznej guza
przewazata populacja komorek znajdujgcych sie w fazie Go/G1. Najbardziej aktywne w tym
przypadku bedg wiec leki oddziatywujgce na komérki znajdujgce sie w fazie wzrostu: G1.
Aby zwiekszy¢ skutecznos¢ nab-paklitakselu, ktéry oddziatywuje jedynie na komaérki dzielagce
sie, zastosowano auksotroficzny szczep bakterii Salmonella typhimurium Al-R. Wykazano,
ze obecnos¢ szczepu w tkance nowotworowej trzustki skutkowata m.in. zmiang dystrybuciji
komérek znajdujacych sie we wnetrzu guza w cyklu zyciowym [Zhao
i wsp., 2005, 2006, 2007; Hoffman i wsp., 2012]. W tkance, w ktérej dodatkowo znajdowaty
sie kolonie szczepu Salmonella typhimurium Al-R obserwowano znaczny wzrost populacii
komérek w fazie S i G2/M cyklu, przez co staty sie one bardziej wrazliwe na dziatanie nab-
paklitakselu [Hoffman i wsp., 2015]. Wyniki powyzszych badan bytyby obiecujgce pod
warunkiem, ze zostang przeprowadzone badania dodatkowe, ktére ocenig bezpieczenstwo
stosowania u pacjentéw terapii z zastosowaniem bakterii. Niemniej, powyzszy przyktad

wskazuje role badan podstawowych w poprawie skutecznosci terapii przeciwnowotworowe;.

We wczesniejszych badaniach przeprowadzonych w naszym zespole na komérkach
raka jelita grubego HCT8 i HT-29 wykazano, ze pochodna C-1748 nie indukowata istotnych

zmian w przebiegu cyklu zyciowego tych komoérek [Mos-Rompa, 2007]. Z kolei komorki
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HCT-116, pod wptywem dziatania zwigzku, ulegaty przejsciowej akumulacji w fazie G2/M
[Nowak-Ziatyk, 2011]. Cytometryczna analiza zmian w przebiegu cyklu zyciowego komorek
czterech linii raka trzustki poddanych dziataniu pochodnej C-1748 o stezeniu
odpowiadajacym wartosci ICgy Wykazata, ze zwigzek indukowat rézne zmiany w zaleznosci
od badanej linii komoérkowej. W przypadku komorek linii Panc-1 i MiaPaCa-2, po krétszych
czasach inkubacji ze zwigzkiem dochodzito do przejsciowej akumulacji komorek w fazie
G2/M cyklu. Po dtuzszych czasach inkubacji komérki byty zdolne do przekroczenia punktu
kontrolnego G2, lecz najprawdopodobniej ulegaty apoptozie, o czym sSwiadczyt znaczny
wzrost populacji komoérek we frakcji sub-G1. Inne zmiany obserwowatam w komaorkach linii
AsPC-1. Po krétkim czasie inkubacji ze zwigzkiem, komorki linii AsPC-1 réowniez ulegaty
akumulacji w fazie G2/M cyklu. Nastepnie, po dtuzszych czasach inkubacji z C-1748
znaczng cze$¢ populacji komérek AsPC-1 stanowity komérki zablokowane w fazie G1, a ich
ilos¢ utrzymywata sie na stalym poziomie az do 192 godzin inkubacji ze zwigzkiem.
Zablokowanie komérek w fazie G1 moze swiadczy¢ o indukcji przyspieszonego starzenia
komodrkowego i zahamowaniu proliferacji komorek [Kong i wsp., 2011], za czym przemawiat
fakt, ze nawet po dtugich czasach inkubaciji z C-1748, ilo§¢ komodrek AsPC-1 we frakcji sub-
G1 wynosita jedynie ok. 10 %. W przypadku komorek linii BxPC-3, przez pierwsze trzy doby
inkubacji z pochodng C-1748, ilo§¢ komérek w poszczegdlnych fazach cyklu zyciowego
utrzymywata sie na statym poziomie. Dopiero po 96 godzinach obserwowatam spadek ilosci
komérek w fazie G1 i wzrost w fazie G2/M. Po dituzszym czasie inkubacji ze zwigzkiem, ilos¢é
komérek w poszczegdlnych fazach cyklu ponownie utrzymywata sie na tym samym
poziomie. Dodatkowo, nie dochodzito do istotnego wzrostu ilosci komoérek we frakcji sub-GL1.
Komorki BxPC-3 nie byly zdolne do przekroczenia punktu kontrolnego fazy G2/M i przejscia
do mitozy. Nie obserwowatam réwniez zeby nastepstwem zablokowania komérek w fazie G2
byta apoptoza. Prawdopodobnie wystepuje tutaj tzw. ,zamrozenie” cyklu komoérkowego (ang.
frozen cells in position through-out cell cycle). Moze to by¢ kolejna droga eliminacji komorek
nowotworowych, gdyz ,zamrozone” w cyklu, nie dzielgce sie komoérki mogg by¢ uszkadzane
i niszczone przez makrofagi [Whitworth i wsp., 1990]. Obserwowane zjawisko ,zamrozenia”
komérek nowotworowych po ekspozycji na dziatanie C-1748 obserwowano juz wczesniej dla
komérek HCT8 i HT-29 [Mos-Rompa, 2007]. Podobne wyniki dla silnie cytotoksycznego

zwigzku ditercallinium jako pierwszy opisat Traganos [Traganos i wsp., 1987].

Obecnos¢ populacji komérek we frakcji sub-G1 moze sSwiadczy¢ o indukcji przez
pochodng C-1748 procesu apoptozy. W przypadku raka trzustki apoptoze indukujg miedzy
innymi gemcytabina i 5-fluorouracyl w kombinaciji z innymi lekami [de Sousa Cavalcante
i wsp., 2014; Gu i wsp., 2013], kannabinoidy [Carracedo i wsp., 2006], FOLFIRINOX [Zhan

i wsp., 2013] i inne. Problemem w leczeniu raka trzustki jest nabywanie przez komorki
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nowotworowe opornosci na stosowane chemoterapeutyki. Shi i wsp. wykazali, ze
diugotrwate traktowanie komorek raka trzustki gemcytabing lub 5-fluorouracylem skutkowato
nabywaniem przez te komoérki opornosci na leki, a opornosc¢ ta byta miedzy innymi zwigzana
z poziomem ekspresji biatek anty-apoptotycznych [Shi i wsp., 2002]. Problem ten omdwie
szerzej w dalszej czesci dyskusiji.

W kolejnym etapie badan okreSlitam jaki rodzaj smierci komorkowej pochodna
C-1748 indukowata w komérkach badanych linii raka trzustki. Badania przeprowadzone na
komérkach raka jelita grubego i raka prostaty przez innych autorow wykazaty, ze w
zaleznosci od badanej linii komérkowej, pod wptywem dziatania zwigzku dochodzito m.in. do
indukcji apoptozy, katastrofy mitotycznej i nekrozy [Nowak-Ziatyk, 2011, Mo$-Rompa, 2007].

Mikroskopowa ocena morfologii jgder komoérkowych wykazata, ze w komérkach Panc-
1 i MiaPaCa-2 traktowanych C-1748 w stezeniu odpowiadajagcym wartoéci ICgy dochodzito
gtéwnie do indukcji apoptozy. Po dluzszym czasie inkubacji, w komérkach Panc-1
obserwowatam zmiany charakterystyczne dla katastrofy mitotycznej. Pojawity sie komorki
zawierajgce mikrojgdra, co wskazuje, ze proces mitozy nie zakonczyt sie prawidtowym
podziatem na dwie komorki potomne. Prawdopodobnie, komdrki Panc-1 po przejsciowej
akumulacji w fazie G2 cyklu weszty w mitoze, ktéra nie zaszta jednak prawidtowo.
Nastepstwem katastrofy mitotycznej byla smier¢ komérek na drodze apoptozy, co jest
Zjawiskiem obserwowanym przez wielu badaczy [Chu i wsp., 2004, Portugal i wsp 2010].
Oba procesy mogty przebiegaé réwniez niezaleznie od siebie.

Przewazajgca populacja komorek linii BXPC-3 wykazywata prawidtowg morfologie
jader komorkowych. Niewielki procent stanowity komérki ulegajgce apoptozie i komorki, w
ktérych proces mitozy nie przebiegat prawidtowo. Obserwowane chromosomy nie byly w
petni skondensowane i czesto chaotycznie utozone.

W przypadku komorek linii AsPC-1 obserwowatam wszystkie typy komoérek. Zaréwno
apoptotyczne, ulegajace katastrofie mitotycznej, czy komoérki w ktérych proces mitozy nie
przebiegat prawidtowo. Jednak odsetek tych komérek byt niewielki w odniesieniu do calej

populaciji.

MiaPaCa-2

Rysunek 78. Obserwacje mikroskopowe jgder komérek raka trzustki traktowanych pochodng C-1748 (stezenie ICso) przez 120
godzin. Komorki zostaty wybarwione DAPI a nastepnie ogladane przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego przy powiekszeniu
20. Cienka strzatka wskazuje apoptoze, gruba strzatka — katastrofe mitotyczng, grot — nieprawidtowg mitoze.
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Jadro komorkowe, ktore wydaje sie by¢ skondensowane i pofragmentowane do ciatek
apoptotycznych niekiedy obserwuje sie takze przy nekrozie [Elmore, 2001], dlatego tez na
podstawie zmian morfologicznych, bez badan biochemicznych trudno jest jednoznacznie
okresli¢ jaki rodzaj smierci komérkowej indukuje badany zwigzek.

Badanie procesu apoptozy w oparciu 0 znaczniki biochemiczne, takie jak np.
aktywacja kaspazy-3 potwierdzito, ze w komoérkach czterech badanych linii raka trzustki
dochodzito do indukcji apoptozy z rozng intensywnoscig. Najwiecej komorek z aktywng
kaspazg-3 obserwowatam dla linii Panc-1 i MiaPaCa-2. Komorki linii BXPC-3 i ASPC-1 byty
bardziej oporne na indukowang przez C-1748 apoptoze, nawet po dtugich czasach inkubaciji
ze zwigzkiem o stezeniu odpowiadajgcym wartosci ICgo.

Niewielki wptyw pochodnej C-1748 stosowanej w stezeniu odpowiadajgcym wartosci
ICgo na indukcje apoptozy w komaorkach linii BxPC-3 i AsPC-1, sktaniat do sprawdzenia, czy
i w jaki sposdb zwiekszenie stezenia zwigzku wptynie na indukcje apoptozy, katastrofy
mitotycznej, czy nekrozy. W zwigzku z tym, skrécitam czas inkubacji komorek ze zwigzkiem
do 48 godzin, a badania prowadzitam stosujac trzy wzrastajgce stezenia pochodnej C-1748:
0,05 uM, 0,1 uM i 0,25 pM.

Zwiekszenie stezenia C-1748 wptyneto przede wszystkim na przyrost liczby komérek
BxPC-3 ulegajacych apoptozie. Poréwnujgc wyniki przedstawione na wykresach 20 i 21
wyraznie wida¢, ze nawet po 120 godzinnej inkubacji komérek BxPC-3 z pochodng C-1748 o
stezeniu odpowiadajgcym wartosci 1Cg, liczba komorek apoptotycznych wynosita ok. 10 %.
Z Kkolei, po 48 godzinach inkubacji ze zwigzkiem o stezeniu rownym 0,25 uM, ilos¢ komérek
BxPC-3 z aktywng kaspazg-3 wynosita juz ok. 60 %. Komérki linii Panc-1 i MiaPaCa-2,
podobnie jak po zastosowaniu stezenia C-1748 odpowiadajgcego wartosci ICgy wykazaty
wysokg wrazliwos¢ réwniez na zwigzek zastosowany w trzech réznych stezeniach.
Natomiast w przypadku komérek linii AsPC-1, podwyzszenie stezenia pochodnej C-1748 nie

wptyneto w istotny sposob na wzrost ilosci komérek apoptotycznych.
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Wykres 20. Wplyw czasu inkubacji komérek czterech linii raka trzustki z pochodng C-1748 (stezenie ICgo) na aktywacje
kaspazy-3. Analize statystyczng pomiedzy danymi wartoSciami przeprowadzitam testem jednoparametrowej analizy wariancji,
gdzie * P < 0,05, ** P < 0,01, ** P <0,001 oznacza statystycznie istotne réznice wzgledem kontroli.
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Aktywacji kaspazy-3 towarzyszyly réwniez zmiany w rozmieszczeniu fosfolipidéw
btonowych. W komorkach linii Panc-1, MiaPaCa-2 i BXxPC-3 poddanych dziataniu C-1748 o
trzech réznych stezeniach, dochodzito do wzrostu ilosci komérek wyznakowanych Aneksyng
V (komérki wczesnoapoptotyczne) lub Aneksyng V i jodkiem propidyny (komorki
poznoapoptotyczne). W przypadku komérek linii AsPC-1 nie obserwowatam widocznych

zmian w budowie btony.

W zwigzku z faktem, ze komérki nie wszystkich czterech badanych linii raka trzustki
ulegaty procesowi apoptozy pod wptywem C-1748, postanowitam sprawdzi¢, czy komorki
ktére pozostajg zywe ulegajg procesowi przyspieszonego starzenia komérkowego.
Komorki ulegajace starzeniu po wejsciu w stan trwatego zahamowania wzrostu w fazie G1
lub G2/M pozostajg zywe, zachowujac jednak zdolno$¢ do syntezy RNA i biatek oraz
wrazliwo$¢ na sygnaty pozakomérkowe [Campisi, 2001]. Indukcje starzenia komorkowego w
wyniku dziatania C-1748 obserwowano juz wczesniej dla komorek raka jelita grubego linii
HCT8 i HCT-116 oraz komoérek raka prostaty LnCaP [Nowak-Ziatyk, 2007, Mos-Rompa,
2007]. Do indukcji starzenia komoérkowego dochodzito réwniez w komoérkach raka trzustki w
wyniku m.in. nadekspresji miR-137 [Neault i wsp., 2016], dziatania gemcytabiny [Modrak i
wsp., 2009], dziatania antrachinonu [Yu i wsp., 2011], czy obnizenia poziomu ekspresiji biatka
sirtuiny-1 po ekspozycji na gemcytabine Ilub inhibitor EX527 [zZhang i wsp, 2014].
Niejednokrotnie dawka leku potrzebna do zainicjowania procesu starzenia jest znacznie
nizsza niz dawka wymagana do indukcji Smierci komérkowej [Eom i wsp., 2005, Mansilla i
wsp., 2006], tak wiec badania indukcji starzenia komoérkowego przeprowadzitam przy
stezeniu pochodnej C-1748 odpowiadajacym wartosci ICg. Potgczona ocena morfologiczna i
histochemiczna komorek badanych linii raka trzustki wykazata, ze ich ekspozycja na
dziatanie C-1748 prowadzita do indukcji starzenia komdrkowego jedynie w komadrkach linii
AsPC-1 (zwiekszona aktywnos¢ [-galaktozydazy, wzrost poziomu biatka p21, trwata

akumulacja komérek w fazie G1 cyklu zyciowego).
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Kolejnym, waznym zagadnieniem dotyczacym raka trzustki, bedgcym przedmiotem
mojej pracy doktorskiej byto zbadanie zdolnosci pochodnej C-1748 do indukcji lub inhibicji
procesu autofagii. Liczne badania pokazujg, ze opornosé¢ wielu nowotworéw na
chemioterapie, radioterapie, czy terapie ukierunkowang molekularnie moze by¢ zwigzana z
nadmierng indukcjg autofagii [Hu i wsp., 2012, Zou i wsp., 2012]. Dodatkowo, wiele
dowoddéw wskazuje na to, ze zahamowanie autofagii wzmacnia cytotoksyczne dziatanie
chemoterapeutykow [Carew i wsp., 2007, Firat i wsp., 2012, Zou i wsp., 2012]. Jak juz
wczesniej wspominatam komorki raka trzustki charakteryzujg sie wysokim ,wyjSciowym”
poziomem autofagii i korzystne z terapeutycznego punktu widzenia byloby zahamowanie
tego procesu, co spowodowatoby pozbawienie komérek nowotworowych sktadnikow
odzywczych w sytuacji stresowej i przyczynitoby sie do spadku ich proliferacji i przezycia
[Hashimoto i wsp., 2014]. Nadmierna indukcja autofagii w komdrkach nowotworowych
trzustki mogtaby z kolei prowadzi¢ do wzmozonej degradacji sktadnikbw komorkowych,
szybszej $mierci komérek, a takze eliminacji uszkodzonych komodrek, co zapobiegatoby
dalszym mutacjom i progresji nowotworu [Li i wsp., 2013]. Warto réwniez zaznaczy¢, ze
poziom autofagii jest duzo wyzszy w tkance nowotworowej trzustki w poréwnaniu do tkanki
prawidtowej [Hashimoto i wsp., 2014], co czyni ten proces dobrym celem molekularnym dla
chemoterapeutykow. Wyniki badan Hashimoto i wsp. wskazujg, ze do nadmiernej indukcji
autofagii w komodrkach raka trzustki linii Panc-1 i BXPC-3 dochodzito w wyniku dziatania
gemcytabiny i 5-fluorouracylu [Hashimoto i wsp., 2014]. W tym przypadku wzrost poziomu
autofagii byt mechanizmem obronnym komorek, dzieki ktéremu stawaly sie one mniej
wrazliwe na dziatanie zwigzkdow. Dopiero zastosowanie inhibitora autofagii -
3-metyloadeniny, w kombinacji z tymi lekami wzmocnito ich antyproliferacyjne dziatanie.
Znaczenie procesu autofagii potwierdzajg rowniez wyniki badan Li i wsp. Wykazali oni, ze
wyciszenie ekspresji genu kluczowego biatka regulatorowego procesu autofagii - bekliny-1,
powodowato zahamowanie procesu autofagii, czego nastepstwem byt spadek ilosci komoérek
apoptotycznych linii MiaPaCa-2 po ich eskpozycji na dziatanie gemcytabiny [Li i wsp., 2013].
Yang i wsp. wykazali z kolei, ze skutkiem zahamowania autofagii w wyniku wyciszenia
ekspresji genéw Atg-5, Atg-7 i bekliny-1 lub przy uzyciu inhibitora autofagii — chlorochiny,
byto obnizenie populacji nowotworowych komoérek macierzystych trzustki (CSC) [Yang
i wsp., 2015].

Mikroskopowa analiza ilosci kwasnych organelli w komérkach Panc-1, MiaPaCa-2
i BXPC-3 wstepnie wykazata, ze pod wptywem dziatania pochodnej C-1748 o stezeniu
rownym 0,1 yM dochodzito do zmniejszenia ilosci kwasnych organelli w poroéwnaniu do
kontroli. Wyjatek stanowity komorki linii AsPC-1, w przypadku ktérych nie obserwowatam

istotnych zmian w ilosci AVO’s. W komérkach, w ktérych dochodzito do spadku AVO’s
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obserwowatam rowniez spadek ilosci formy LC3-Il biatka LC3 (co oznacza spadek ilosci
autofagosomow). Uzyskane wyniki wskazaty na nowy, jak dotad nieopisany mechanizm
dziatania pochodnej C-1748, przy czym najbardziej podatne na zahamowanie autofagii przez
zwigzek byty komorki linii BxPC-3.

Kontynuujgc badania nad procesem autofagii, sprawdzitam réwniez, jak na komorki
nowotworowe trzustki wptynie robwnoczesne traktowanie ich pochodng C-1748 w potgczeniu
z inhibitorami autofagii. W badaniach wykorzystatam dwa powszechnie stosowane
inhibitory autofagii, hamujace ten proces na réznym etapie. Wortmanina, hamuje autofagie
juz na etapie inicjacji, natomiast chlorochina, na kohcowym jej etapie, nie dopuszczajgc do
degradacji autofagolizosomu [Tanida i wsp., 2011]. Wykazano juz wczesniej, ze
réwnoczesne zastosowanie kombinacji gemcytabiny, czy 5-fluorouracylu z chloroching, badz
3-metyloadening zwiekszato wrazliwos¢ komérek raka trzustki, poréwnujgc do efektu
uzyskanego po traktowaniu ich zwigzkami bez dodatku inhibitorow autofagii [Hashimoto
i wsp., 2014].

Wstepne badania przeprowadzone z uzyciem chlorochiny wykazaty, ze zwigzek ten
hamowat autofagie w komoérkach badanych linii raka trzustki, lecz zastosowanie go w
kombinaciji z C-1748 nie wzmacniato efektu dziatania pochodnej 1-nitroakrydyny. Kombinacja
chlorochiny z pochodng C-1748 nie wykazywata rowniez synergistycznego dziatania
cytotoksycznego w poréwnaniu do zastosowania samego C-1748. Obserwowana w tym
przypadku dysfunkcja lizosoméw bez niszczenia komérek moze byé efektem dziatania
niektérych zwigzkéow i okreslana jest jako fosfolipidoza lizosomalna. Akumulacja takich
zwigzkow w kwasnym srodowisku lizosoméw i endosoméw powoduje obrzek i zaburzenia
funkcji tych organelli, a odpowiednio wysokie stezenie zwigzkéw moze ostatecznie
spowodowac smier¢ komorki [Van Dyke, 1996].

W toku dalszych badan wykazatam, ze wortmanina jest lepszym inhibitorem autofagii
w komérkach rakéw trzustki niz chlorochina. Ponadto, pochodna C-1748 wykazata
synergistyczne dziatanie w pofgczeniu z wortmaning i zastosowanie kombinacji zwigzkow
wywierato jeszcze silniejszy efekt na hamowanie autofagii w komérkach Panc-1, MiaPaCa-2
i BXPC-3 w porownaniu do zastosowania samej pochodnej 1-nitroakrydyny. Nastepnie
wykazatam rowniez, ze zastosowanie kombinacji zwigzkéw miato wplyw nie tylko na
silniejsze zahamowanie autofagii, ale takze na obnizenie proliferacji komoérek
nowotworowych trzustki oraz indukcje apoptozy.

Biorac pod uwage role procesu autofagii w opornosci komoérek raka trzustki na
dziatanie chemoterapeutykow, zdolno$¢ do hamowania tego procesu jest pozadang cechag
potencjalnych lekow, ktore mogtyby znalez¢ zastosowanie w leczeniu tego schorzenia.

Pochodna C-1748 wykazata tg ceche. Obecnie w réznych osrodkach naukowych trwajg
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liczne proby otrzymania nowych inhibitoréw autofagii. Niedawno zsyntetyzowano nowg grupe
pochodnych chlorochiny, ktére cechujg sie nie tylko wyzszg aktywnoscig cytotoksyczng w
poréwnaniu do zwigzku wyjsciowego, ale rowniez silniejszym dziataniem w hamowaniu

autofagii [Nordstrem i wsp., 2015].

Autofagia jest Scisle powigzana z homeostaza lipidow wewnatrzkomérkowych
[Singh i wsp., 2011]. W procesie autofagii dochodzi nie tylko do degradacji biatkowych
skfadnikow komérkowych do aminokwasow, ale réwniez do powstawania bardziej wydajnych
energetycznie, niezbednych sktadnikéw komérkowych, takich jak kwasy ttuszczowe oraz
cukry [Gozuacik i wsp., 2004]. W normalnych warunkach triacyloglicerol, cholesterol oraz
inne tluszcze ulegajg rozkladowi w procesie lipolizy. Tluszcze te zmagazynowane sg w
sferycznych organellach zwanych kroplami lipidowymi (ang. lipid droplets, LD) [Ducharme
i wsp., 2008]. W warunkach niedoboru sktadnikdw odzywczych, biatka zwigzane z autofagig
formujg podwajng btone w obrebie kropli ttuszczowej, powodujgc oddzielenie jej czesci, ktdra
nastepnie w postaci autofagolizosomu taczy sie z lizosomem, a jej sktadniki ulegajg
degradacji. Konsekwencjg zahamowania procesu autofagii jest wiec nagromadzenie sie
kropli ttuszczowych [Singh i wsp. 2011]. Di Vito i wsp. oraz Hakumaki i wsp. wykazali, ze
krople ttuszczowe zaangazowane sg w wiele proceséw zachodzgacych w komorce takich jak
ich proliferacja, apoptoza, zahamowanie wzrostu, czy nekroza [Di Vito i wsp., 2001,
Hakuméki i wsp., 2000]. Wyniki uzyskane z mikroskopowej i cytometrycznej analizy ilosci
lipidow i kropli lipidowych w komdrkach raka trzustki poddanych dziataniu pochodnej C-1748
i wybarwionych Czerwienig Nilu wykazaty, ze w komodrkach Panc-1, MiaPaCa-2 oraz BxPC-3
dochodzito do nadmiernej akumulacji kropli ttuszczowych. Dodatkowo, réwnoczesne
zastosowanie pochodnej C-1748 w kombinacji z wortmaning wzmacnialo efekt dziatania
zwigzku. W przypadku komodrek linii AsPC-1, ilos¢ LD byla podobna w komérkach
kontrolnych oraz tych poddanych dziataniu C-1748. Akumulacje LD w komodrkach raka
trzustki linii MiaPaCa-2, do ktérej dochodzito na skutek dziatania symwastatyny wykazata
wczesniej Gbelcova | wsp. [Gbelcova | wsp., 2013]. Efekt ten powigzano z
antyproliferacyjnym dziataniem zwigzku wobec komoérek raka trzustki. Boren i Brindle
zaobserwowali z kolei, ze do nadmiernej akumulacji cytoplazmatycznych kropli ttuszczowych
dochodzito rowniez po uruchomieniu procesu apoptozy [Boren i Brindle, 2012]. Akumulaciji
LD towarzyszyta zwiekszona synteza de novo lipidow, do ktérej dochodzito prawdopodobnie
na skutek zahamowania zachodzacego w mitochondrium procesu B-oksydacji kwasow
ttuszczowych. Wobec powyzszego, nie mozna wykluczyé, ze akumulacja kropli ttuszczowych
w komoérkach raka trzustki poddanych dziataniu C-1748 byta konsekwencjg indukcji procesu

apoptozy.

139


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nordstr%C3%B8m%20LU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25699157

Dyskusja i wnioski korcowe

Kolejne badania miaty na celu okreslenie jaki efekt na proces apoptozy bedzie miato
zastosowanie kombinacji pochodnej C-1748 z wortmaning. Cytometryczna analiza aktywac;ji
kaspazy-3 oraz analiza western blotting poziomu dwdch form biatka PARP wykazaty, ze
kombinacja pochodnej C-1748 z wortmaning wywierata synergistyczny efekt i dodatkowo
wzmacniata proapoptotyczne dziatanie C-1748 w komodrkach linii Panc-1, MiaPaCa-2
i BXPC-3. Komorki AsPC-1 pozostawaty oporne na indukowang przez zwigzek apoptoze, a
rownoczesna inkubacja z wortmaning jedynie nieznacznie wptyneta na wzrost ilosci tychze

komoérek z aktywng kaspaza-3.

Szereg doniesien literaturowych wskazuje na istotny udziat mitochondriow w
kontrolowaniu i przebiegu procesu apoptozy indukowanej przez chemoterapeutyki [Ly i wsp.,
2003]. Mikroskopowe obserwacje zmian polaryzacji btony mitochondrialnej wykazaty, ze do
spadku potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej dochodzito giéwnie w komdrkach
linii BXPC-3, MiaPaCa-2 i Panc-1. Najmniejsze zmiany dotyczyly komérek linii AsPC-1.
Dodatkowo, réwnoczesne zastosowanie kombinacji C-1748 i wortmaniny, wzmacniato
dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny. Obserwowana dysfunkcja mitochondriow moze by¢
przyczyng wspomnianej wczesniej akumulacji kropli lipidowych w komérkach trzech
badanych linii raka trzustki. Dodatkowo, populacja komérek nowotworowych trzustki z
uszkodzonymi mitochondriami byta wieksza, niz populacja komérek z aktywng kaspaza-3
i zmieniong morfologig jader komoérkowych, co wskazuje na to, ze spadek potencjatu na
btonie mitochondrialnej poprzedza aktywacje kaspaz [Barroso i wsp., 2006]. Jest to zgodne z
powszechnie panujgcym pogladem, ze zmiany indukowane przez chemoterapeutyki w
mitochondriach zachodzg duzo wczesniej, a ich konsekwencjg jest aktywacja szlakow

apoptozy prowadzacych do uwolnienia kaspaz i uszkodzenia DNA [Barroso i wsp., 2006].

Jednym z czynnikdéw odpowiadajacych za opornosé komérek nowotworowych trzustki
na apoptoze jest nadekspresja biatek anty-apoptotycznych z rodziny Bcl-2. Potwierdzajg
to wyniki badan Shi i wsp. Wykazali oni, ze komorki nowotworowe trzustki, w ktérych
ekspresja Bcl-2 zachodzita na wysokim poziomie nabywaly opornosci na dziatanie
gemcytabiny i 5-fluorouracylu [Shi i wsp., 2002]. Zahamowanie ekspresji genu Bcl-2,
prowadzito z kolei do zwiekszonej wrazliwosci komérek na dziatanie tych zwigzkow. Analiza
western blotting wykazata, ze apoptozie indukowanej przez C-1748 w komoérkach raka
trzustki towarzyszyt spadek poziomu biatka Bcl-2. Efekt ten jeszcze silniej obserwowany byt
po zastosowaniu kombinacji C-1748 z wortmaning. Wptyw C-1748 na poziom biatka Bcl-2 w
komorkach raka trzustki moze by¢ kolejnym, niezaleznym mechanizmem dziatania tego
zwigzku. Poniewaz zwiekszona ekspresja biatka Bcl-2 w komorkach nowotworowych
zwigzana jest z ich opornoscig na apoptoze, taka wtasciwos¢ zwigzku jest bardzo pozadana.

Spadek ilosci biatka Bcl-2 wptywa prawdopodobnie na wiekszg wrazliwos¢ komorek na
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apoptoze, co szczegolnie widaé w przypadku komorek linii BxPC-3. Wyjatkiem sg komorki
linii MiaPaCa-2, w ktérych poziom biatka antyapoptotycznego nie zmieniat sie pod wptywem
dziatania C-1748, co moze $wiadczyé o tym, ze biatko to nie jest istotne w przebiegu
apoptozy indukowanej przez badany zwigzek w tychze komérkach. Zjawisko to obserwowat

juz miedzy innymi Balkham na przyktadzie komorek biataczki [Balkham i wsp., 1999].

W pierwszej czesci badan przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wykazatam, ze komérki czterech linii raka trzustki charakteryzuja sie rézna
wrazliwoscig na badang pochodng 1-nitroakrydyny. Komérki linii Panc-1, MiaPaCa-2
i BXxPC-3, w zaleznosci od zastosowanego stezenia zwigzku i czasu inkubacji ze
zwigzkiem wykazaty wysoka wrazliwos¢ zaréwno na cytotoksyczne, jak
i proapoptotyczne dziatanie pochodnej C-1748. Natomiast komoérki linii AsPC-1

pozostawaty oporne na dziatanie zwigzku.

Lekoopornos¢ raka trzustki wynika z wielu czynnikéow, do ktérych mozna zaliczyé
miedzy innymi: mutacje w niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komérki genach,
nieprawidtowg ekspresje gendw, rozregulowanie podstawowych szlakéw sygnalizacyjnych
oraz szlakéw apoptozy, zdolnos¢ komérek do tranzycji epitelialno-mezenchymalnej, nasilony
proces angiogenezy, wystepowanie populacji nowotworowych komoérek macierzystych, czy
obecnos¢ we wnetrzu guza mikrosrodowiska hipoksyjnego [Donghui i wsp., 2004, Duffy i
wsp., 2003, Long i wsp., 2011]. Badania wielu autoréow skupiajg sie obecnie na prébach
przetamania opornosci raka trzustki wynikajacej z wymienionych powyzej cech nowotworu.
W drugiej czesci swojej pracy, biorgc pod uwage dane literaturowe oraz wyniki uzyskane
wczesniej przez innych czionkéw zespotu, postanowitam zbadaé w jaki sposéb mozna
uwrazliwi¢ komoérki nowotworowe trzustki AsPC-1 na dziatanie pochodnej 1-nitroakrydyny.

Wyniki badan uzyskanych dotychczas w naszym zespole wskazujg, ze poziom
ekspresji enzymow metabolizujgcych chemoterapeutyki ma istotny wplyw na zmiane
wrazliwosci komérek nowotworowych wobec tych zwigzkéw [Pawfowska i wsp.,, 2014]. Przy
podwyzszonej ekspresji danych enzymow mogg powstawac¢ dodatkowe metabolity, ktére w
wiekszym stopniu niz zwigzek wyjsciowy beda oddziatywaé na komorki. Wczesniejsze
badania przeprowadzone w naszym zespole wykazaly réwniez, ze pochodng C-1748 mozna
zaliczy¢ do prolekow, ktéra do petnej aktywnosci wymaga transformacji metabolicznej.
Dochodzi woéwczas do powstawania wiekszej ilosci aktywnych metabolitdow (szczegdlnie w
warunkach niedotlenienia), stad komorki, w ktérych ekspresja enzymow metabolizujgcych
C-1748 zachodzi na wysokim poziomie beda bardziej wrazliwe na dziatanie zwigzku
[Gorlewska, 2001, Wisniewska, 2008].
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Poszukujgc drogi pokonania lekoopornosci komoérek raka trzustki jako cel drugiej
czesci pracy postawitam poznanie wplywu nadekspresji wybranych enzymoéw | fazy
metabolizmu ksenobiotykow w komoérkach nowotworowych trzustki (ktore wykazaty
najwyzszg opornos¢ na dziatanie C-1748) na koncowa odpowiedz biologiczng

indukowana w tychze komoérkach przez ten zwigzek.

Ze wstepnych badah przeprowadzonych przez innych cztonkéw zespotu wynika, ze
pochodna C-1748 ulegata przemianom metabolicznym w réznym stopniu w komaérkach
czterech badanych linii raka trzustki [dane nieprzedstawione]. Poniewaz za biotransformacje
zwigzku odpowiadajg enzymy pierwszej fazy metabolizmu, gtéwnie reduktaza cytochromu
P450 (CPR) i wybrane izoenzymy P450 [Wisniewska, 2008, Wisniewska i wsp., 2012],
postanowitam okresli¢ poziom ekspresji tych enzymédw w komdrkach czterech badanych
przeze mnie linii raka trzustki. Oprocz enzymoéw metabolizujgcych C-1748: CPR, CYP1A2,
CYP2C9, CYP3A4, wybratam réwniez inne enzymy: CYP2A6, CYP2B1, CYP2C6, CYP2D6
oraz CYP2E1, biorgce udziat w biotransformacji zwigzkéw stosowanych w leczeniu raka
trzustki [Ling i wsp., 2006, Projean i wsp., 2003, Santos i wsp., 2006]. Wyniki uzyskane z
analizy western blotting poziomu ekspresji wybranych enzyméw | fazy metabolizmu
Swiadczg o tym, ze ich ekspresja zachodzita na réznym poziomie w komaorkach czterech
badanych linii raka trzustki. Najwyzszg ekspresje wiekszosci enzyméw obserwowatam w
komérkach linii MiaPaCa-2. W komérkach tych dochodzito rowniez do najwyzszej ekspresiji
enzymow metabolizujgcych pochodng C-1748, takich jak CYP1A2, CYP3A4, CYP2C9 oraz
CPR. Wysokim poziomem ekspresji wybranych enzyméw charakteryzowaty sie rowniez
komérki linii Panc-1. Nieco nizszy poziom ekspresji enzymoéw obserwowatam w komaérkach
linii BXPC-3, dotyczylo to gtdwnie enzyméw CYP2C9 i CYP3A4. Najnizszy poziom ekspresji
badanych enzymoéw wykazaty komorki linii AsPC-1. Jedynie enzymy CYP2C6 oraz CPR
ulegaty ekspresiji na poziomie zblizonym do poziomu ekspresji obserwowanego w komérkach
pozostatych linii.

Powyzsze wyniki wskazujg, ze odmienna ekspresja wybranych enzyméw
cytochromu P450 w komorkach czterech badanych przeze mnie linii raka trzustki moze
mie¢ wptyw na koncowg odpowiedz biologiczng indukowang przez pochodng C-1748.
Komorki linii MiaPaCa-2 oraz Panc-1, w ktérych enzymy metabolizujgce C-1748 ulegaly
ekspresji na najwyzszym poziomie sposrod wszystkich czterech badanych linii, wykazaty
wysokag wrazliwos¢ na cytotoksyczne dziatanie zwigzku oraz indukcje apoptozy. Co prawda
w komoérkach BxPC-3 obserwowatam nizszy poziom enzymoéw, ale ich wrazliwos¢ na
dziatanie C-1748 moze wynikac z faktu, ze jest to jedyna linia z prawidtowg, niezmutowang
forma genu K-RAS. Poszukujgc odpowiedzi na pytanie, czy wyzszy poziom enzymow

metabolizujgcych pochodng C-1748, jest skorelowany ze zwiekszong aktywnoscig zwiazku,
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jako pierwsze zbadatam przemiany metaboliczne C-1748 w komorkach linii najbardziej
opornej na dziatanie C-1748 - AsPC-1, po transfekcji plazmidami z sekwencjg CPR Iub
CYP3A4. Na podstawie analizy HPLC pozywki hodowlanej oraz ekstraktu komérkowego,
wykazatam, ze przemiany metaboliczne zwiazku byty najbardziej intensywne w komaérkach
linii ASPC-1-CPR i AsPC-1-3A4. W komorkach AsPC-1 typu dzikiego po réznych czasach
inkubaciji ze zwigzkiem obserwowatam tylko dwa gtéwne metabolity M1 i M2. Najintensywniej
i najszybciej C-1748 ulegat przemianom metabolicznym w komodrkach AsPC-1 o
nadekspresji enzymu CPR. W poréwnaniu do komoérek AsPC-1-WT obserwowatam
pojawienie sie trzech nowych metabolitéw M3, M4 i M5. W komérkach AsPC-1-3A4 metabolit
M2 w ogéble nie powstawat, obserwowatam natomiast metabolity M3 i M5. Stezenie
wszystkich powstajgcych metabolitbw byto znacznie wyzsze w pozywce hodowlanej w
poréwnaniu do ich stezenia w ekstraktach komérkowych. Fakt, ze wiekszo$¢ metabolitow
obecna byta w pozywce hodowlanej swiadczy o tym, ze bardzo szybko sg one wydalane na
zewnatrz komorki. Bardziej pozadane bytoby zatrzymanie metabolitow we wnetrzu komoérki,
aby zapewniony byt odpowiednio diugi czas ich dziatania. Sprawdzitam wiec, czy nasilony
metabolizm C-1748 w komérkach linii AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4, znajduje potwierdzenie w
aktywnosci cytotoksycznej zwigzku wobec tych komoérek. Uzyskane wyniki swiadczg o tym,
ze nadekspresja zaréwno CPR jak i CYP3A4 znacznie wptyneta na wrazliwo$s¢ komorek
AsPC-1 na badang pochodng 1-nitroakrydyny. Zahamowanie wzrostu z 40 % dla komorek
linii wyjSciowej AsPC-1-WT osiggneto prawie 77 % dla komorek linii z nadekspresjg CPR lub
CYP3A4. Podobnie, badajgc zmiany w morfologii jader komérkowych, zmiany potencjatu na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej, jak i aktywnos¢ kaspazy-3, wykazatam, ze
nadekspresja enzyméw CPR i CYP3A4 uwrazliwita komorki linii AsPC-1 na indukowang
przez pochodng C-1748 apoptoze.

Opisany powyzej wzrost aktywnosci zwigzku o dziataniu cytotoksycznym
i przeciwnowotworowym w warunkach podwyzszonej ekspresji izoenzyméw P450 byt juz
wczesniej obserwowany m.in. dla cyklofosfamidu, dla ktérego podwyzszony poziom
izoenzymu CYP3A4 zwiekszat cytotoksyczne dziatanie leku wobec komorek m.in raka ptuc
[Gut i wsp., 2000]. Podobny efekt obserwowano réwniez dla tamoksifenu bedacego
substratem dla CYP3A4 w komérkach nowotworu watroby HepG2 [Hofownia i wsp., 2003],
czy ifosfamidu metabolizowanego przez CYP3A4, CYP2C9 i CYP2B6 w komoérkach raka
piersi [Schmidt i wsp., 2004]. Warto podkresli¢, ze otrzymane przeze mnie wyniki dotyczg po

raz pierwszy komorek raka trzustki.

Mechanizm prowadzacy do modulacji aktywnosci C-1748 w komarkach linii AsPC-1 z
nadekspresjg CPR lub CYP3A4 nie zostat catkowicie zbadany. Z jednej strony za wyzsza

aktywnos$¢ zwigzku moze odpowiada¢ wieksza ilos¢ aktywnych metabolitéw powstajgca
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po transformacji C-1748 w komérkach z nadekspresjg enzymow odpowiedzialnych za jego
metabolizm. Odpowiedz komorek AsPC-1 na dziatanie C-1748 moze by¢ réwniez niezalezna
od jego metabolizmu i przebiega¢ poprzez aktywacje wewnetrznych szlakow
komérkowych lub receptoréow aktywujgcych inne enzymy metabolizujgce ksenobiotyki, lub
kierujgcych komérke na droge apoptozy [Pawfowska, 2014]. Jedng z przyczyn moze byé
fakt, ze w warunkach nadekspresji CYP3A4 dochodzi do zmiany metabolizmu endogennych
zwigzkoéw bedacych jego substratami. Te z kolei, mogg by¢ zaangazowane w szlaki
zwigzane ze wzrostem i $miercig komorki nowotworowej [Niemira i wsp., 2014]. CYP3A4
uczestniczy m.in. w biotransformacji kwasoéw arachidonowych, a dokfadnie 14,15-
epoksyeikozatrienowych. Produkty metabolizmu tych kwaséw mogq posredniczy¢ np. w
fosforylacji biatka Stat3 [Mitra i wsp., 2006, Mitra i wsp., 2011], ktére wptywa nie tylko na
proliferacje i wzrost komérki, ale ma réwniez wtasciwoséci antyapoptotyczne [Hirano i wsp.,
2000]. W przypadku komoérek z nadekspresjg reduktazy P450 (CPR), wptyw na smieré
komérek moze mie¢ rowniez nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu. Badania wielu
autorow pokazaly, ze nadekspresja reduktazy P450 prowadzi do zwiekszenia stresu
oksydacyjnego w komérce, czego konsekwencijg jest wyzszy poziom karbonylacji biatek i
bardziej intensywna konsumpcja wewnatrzkomdrkowego tlenu [Fussel i wsp., 2011, Heine i
wsp., 2006, Pillai i wsp., 2011].

Podsumowujac, wyniki badan przeprowadzonych przeze mnie w ramach pracy
doktorskiej poszerzyly wiedze na temat mechanizmu dziatania pochodnej C-1748 w
komérkach czterech linii raka trzustki. Pochodna C-1748 ze wzgledu na niskg toksycznos¢
0golng i wysokg aktywnos¢ biologiczng jest interesujacym zwigzkiem modelowym, ktéry
moze stanowi¢ podstawe do opracowania nowych analogéw, charakteryzujgcych sie jeszcze
wyzszg aktywnoscig oraz bardziej selektywnym mechanizmem dziatania. W trakcie badan
wykazatam nowe, jak dotad niezbadane elementy mechanizmu dziatania zwigzku. Oprécz
indukcji zmian w cyklu zyciowym, indukcji apoptozy przebiegajacej z udzialem kaspaz oraz
mitochondriéw, hamowania poziomu ekspresji biatek anty-apoptotycznych oraz selektywnej
indukcji starzenia komorkowego, zwigzek hamowat réwniez proces autofagii. Nowym
elementem jest takze indukcja przez zwigzek akumulacji wewnatrzkomérkowych kropli
ttuszczowych. Wykazatam poza tym, ze rownoczesne zastosowanie pochodnej C-1748 z
inhibitorem autofagii, wortmaning, dawato synergistyczny efekt, a kombinacja tych zwigzkéw
silniej hamowata autofagie i indukowata apoptoze, niz sama pochodna 1-nitroakrydyny.

Wyniki drugiej czesci badan dostarczyty wiedzy na temat réznic w poziomie ekspresji
wybranych enzymoéw | fazy metabolizmu ksenobiotykow w komodrkach nowotworowych
trzustki. Standop i wsp. wykazali dotychczas, ze ekspresja wybranych enzyméw P450

zachodzita na wyzszym poziomie w tkance nowotworowej trzustki w poréwnaniu do tkanki
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prawidtowej [Standop i wsp., 2003]. W doniesieniach literaturowych nie znalaztam informacji
na temat poziomu ekspresji enzymoéw | fazy metabolizmu w komorkach badanych linii raka
trzustki. Wiedza ta moze by¢ przydatna w opracowywaniu nowych modeli komérkowych do
badann  podstawowych  metabolizmu  ksenobiotykéw oraz interakcji pomiedzy
chemoterapeutykami w zakresie aktywacji szlakéw komérkowych oraz modulacji aktywnosci
receptoréw lub enzymoéw. Postuzy¢ moze rowniez do badan zaleznosci pomiedzy poziomem
ekspresji enzymow i podatnoscia na metabolizm chemoterapeutykédw a kohcowg
odpowiedzig biologiczng komérek nowotworowych na dziatanie danego zwigzku. Jest to
szczegolnie istotne, poniewaz ten sam lek moze wywotywac rozne efekty ze wzgledu na
indywidualny poziom ekspresji enzymdéw metabolizujgcych dany chemoterapeutyk u

pacjentow.

Badania mechanizmu dziatania pochodnej C-1748 w komérkach rakéw trzustki,
w szczegolnosci badania nad procesem autofagii, podobnie jak dokladne okreslenie
mechanizmu odpowiadajacego za wzrost aktywnosci pochodnej C-1748 w stosunku
do komoérek linii AsPC-1 z nadekspresja izoenzymoéw CPR i CYP3A4 wymagaja dalszej
kontynuacji i beda przedmiotem badan prowadzonych w przysziosci przez innych

czlonkéw zespotu.

Whioski koncowe:

Przeprowadzone i opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej badania pozwolity na

wyciggniecie nastepujgcych wnioskéw koncowych:

CZESC I:
1. Pochodna C-1748 wykazata wysokg aktywnosc¢ cytotoksyczng w stosunku do komorek
czterech linii raka trzustki linii;: Panc-1, MiaPaCa-2, BXxPC-3 oraz AsPC-1.

2. Najbardziej wrazliwe na cytotoksyczne dziatanie zwigzku byty komarki linii MiaPaCa-2.

3. Badana pochodna w stezeniu odpowiadajgcym ICgo indukowata istotne zmiany w
przebiegu cyklu zyciowego komorek raka trzustki. W przypadku komérek linii Panc-1
i MiaPaCa-2 dochodzito przede wszystkim do znacznego wzrostu tzw. frakcji sub-G1,
okreslanej jako frakcja komérek apoptotycznych ze zdegradowanym DNA. Komorki linii
AsPC-1 oraz BxPC-3 ulegaly z kolei akumulacji w fazie G1 lub G2/M cyklu

podziatowego.

4. Po dlugim czasie inkubacji z pochodng C-1748 w stezeniu odpowiadajgcym 1Cgy W

komérkach linii Panc-1 dochodzito do indukcji katastrofy mitotyczne;j.
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10.

Komorki czterech badanych linii pod wptywem dziatania zwigzku ulegaty apoptozie z
rézng intensywnoscig, zarowno w zaleznoéci od zastosowanego stezenia, jak i czasu

inkubacji ze zwigzkiem.

Apoptoza indukowana przez zwigzek w komérkach rakéw trzustki zostata potwierdzona
m.in.:
a) cytometryczng analizg zmian w dystrybucji komoérek w cyklu zyciowym, ktora
wykazata wzrost populacji komoérek ze zdegradowanym DNA (DNA <2N),
b) mikroskopowg analizag zmian w morfologii jader komorkowych (widoczne tzw.
ciatka apoptotyczne, kondensacja chromatyny),
¢) cytometryczng analizg aktywacji kaspazy-3,
d)analizg western blotting poziomu ekspresji pocietej formy biatka PARP, oraz
biatka Bcl-2,
e) cytometryczng analizg zmian w strukturze btony cytoplazmatycznej,

f) mikroskopowag analizg zmian potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialne;.

Badany zwigzek w stezeniu odpowiadajgcym ICgo indukuje przyspieszone starzenie

komoérkowe w komadrkach linii AsPC-1.

Pochodna C-1748 hamowata autofagie w komérkach trzech badanych linii, co zostato
potwierdzone mikroskopowymi obserwacjami ilosci kwasnych organelli (AVO’s) w
komérkach wybarwionych oranzem akrydyny oraz analizg western blotting poziomu

ekspresji dwdch form biatka LC-3.

Kombinacja pochodnej C-1748 z wortmaning wywierata silniejszy efekt hamowania

autofagii niz zwigzek zastosowany pojedynczo.

Kombinacja zwigzkéw (pochodna C-1748 + wortmanina) silniej indukowata apoptoze
oraz wplywata na wzrost poziomu kropli ttuszczowych w komérkach rakow trzustki niz
sam C-1748.

CZESC II:

1.

Komoérki czterech badanych linii raka trzustki wykazaty rozny poziom ekspresji

wybranych enzymow | fazy metabolizmu ksenobiotykéw.

W wyniku przejsciowej transfekcji najbardziej opornych na dziatanie zwigzku komorek
linii AsPC-1 plazmidami CPR lub CYP3A4, dochodzito do zmian w ilosci i stezeniu

produktéw metabolizmu zwigzku w komorkach.

W przypadku komoérek AsPC-1-CPR i AsPC-1-3A4 powstawaty nowe metabolity,

nieobserwowane w przypadku komérek AsPC-1 typu dzikiego.
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4. Nadekspresja enzyméw CPR i CYP3A4 w komorkach linii AsPC-1 wptyneta na wzrost
aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748, a takze wzrost ilosci komorek

apoptotycznych w poréwnaniu do komérek linii AsPC-1-WT.

Schemat przedstawiajacy najwazniejsze uzyskane wyniki:

CZESC |

Wysoka aktywnos¢

cytotoksyczna
Zmiany w dystrybucji y y Katastrofa

komorek w cyklu zyciowym mitotyczna

Panc-1, MiaPaCa-2, glownie wzrost

komorek we frakcji sub-G1 Indukcja starzenia

AsPC-1, trwaly blok w G1 \ komorkowego
/M

BxPC-3, ,zamrozenie” komorek w G2 e
/ Komoérki linii AsPC-1

/ Zahamowanie autofagii

NH(CH,),0H
Indukcja apoptozy ¢

Gtownie komorki Panc-1, MiaPaCa-2,
BxPC-3:
» wzrost ilosci komorek we frakgcji sub-G1
» zmiany w morfologii jader komoérkowych
« aktywacja kaspazy-3 - hamowan?u autqfagii ) ]
« zmiany w rozmieszczeniu fosfolipidow - hamowaniu proliferacji komorek
blonowych \ - indukcji apoptozy

* zmiany potencjatu na wewnetrznej . L
blonie mitochondrialnej Zaburzenie homeostazy lipidow

- obecnosé pocietej formy biatka PARP wewnatrzkomorkowych

Akumulacja kropli ttuszczowych

Komoarki linii Panc-1, MiaPaCa-2, BxPC-3.
Synergistyczne dziatanie C-1748 w
kombinacji z wortmaning w:

Cczesc Jr

Nadekspresja enzymow
metabolizujacych C-1748

wyzsza cytotoksycznosc
- wyzsze stezenie metabolitow /ZW|qzku Obizenic opormoser
- nowe metabolity L komorek ASPC-1
\ . e . na dziatanie C-1748
wieksza wrazliwos¢ komoérek na
indukcje apoptozy

Rysunek 78. Schemat przedstawiajgcy w skrécie wyniki badan otrzymanych w ramach pracy doktorskiej. I- wyniki otrzymane
po realizacji pierwszej czesci badan. II- wyniki otrzymane po realizacji drugiej czesci badan.
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6. Czes¢ doswiadczalna

6.1. Materiaty

6.1.1. Badany zwigzek

C-1748: pochodna  4-metylo-1-nitroakrydyny, C-1748, zwigzek  cytotoksyczny
zsyntetyzowany w postaci monochlorowodorku w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii w
zespole naukowym Profesora Jerzego Konopy [Konopa i wsp., 1981]. W przeprowadzonych
doswiadczeniach stosowatam pochodng w postaci roztworu przygotowanego w 50 %
alkoholu etylowym o stezeniu wyjSciowym 1mM. Stezenia efektywne zwigzku

przygotowywatam bezposrednio przed zastosowaniem.

6.1.2. Odczynniki chemiczne i zestawy analityczne

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA): akrylamid, aldehyd glutarowy 25 9%,
B-merkaptoetanol, chlorek magnezu (MgCl,), chlorek potasu (KCI), chlorek sodu (NacCl),
chlorek wapnia (CacCl,), chlorochina (CQ), dimetylosulfotlenek (DMSO), ditiotreitol (DTT),
diwodorofosforan potasu, dodecylosiarczan sodu (SDS), fluorek sodu (NaF), fluorek
fenylometylosulfonowy (PMSF), formaldehyd 36-38 %, heksacyjanozelazian(lll) potasu
(K3Fe(CN)6), heksacyjano-zelazian(ll) potasu (K4Fe(CN)6), nadsiarczan amonu (APS),
ortovanadan sodu, sol sodowa kwasu etylenodiaminote-traoctowego (EDTA), surowicza
albumina  wotowa (BSA), TEMED (N,N,N’,N;-tetraetylenodimamina), Tris-Base
(tris(hydroksylometylo)aminometan), oraz jego chlorowodorek, Tween-20 (monoluarynian
polioksyetylenosorbitanu), wanadan sodu, wodorofosforan disodu (Na,HPO,), X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolilo-p-D-galaktopiranozyd), wodorofosforan dipotasu, wodoroweglan

sodu, wodorofosforan disodu, wortmanina.

PoCH (Gliwice, Polska): aldehyd glutarowy, alkohol etylowy, alkohol metylowy, lodowaty
kwas octowy (CHsCOOH), kwas trichlorooctowy (C,HCI;0,), diwodorofosforan potasu
(KH2PO,), fluorek sodu (NaF).

6.1.3. Zestawy analityczne

FITC Annexiv V Apoptosis Detection Kit, Propidium iodide staining solution- zestaw do
badania zmian w budowie btony plazmatycznej (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).

Active Caspase-3 Apoptosis Kit- phycoerythrin-conjugated polyclonal rabbit anti-active

caspase-3 antibody, Cytofix/CytopermTM; Perm/WashTM; zestaw do badania aktywnosci
kaspazy-3 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA).
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Pl Staining Kit- zestaw do analizy zmian w cyklu zyciowym (BD Pharmingen, San Diego,
CA, USA).

Bradford Protein Assay Kit- zestaw do oznaczania stezenia biatka (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA).

High Pure RNA Isolation Kit- zestaw do izolacji RNA (Roche, Mannheim, Niemcy).

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit- zestaw do syntezy cDNA (Roche,
Mannheim, Niemcy).

FastStart DNA Master SYBR Green |- zestaw do reakcji Real-time PCR (Roche,
Mannheim, Niemcy).

6.1.4. Barwniki

e Barwnik do nanoszenia prébek na zel poliakrylamidowy, Laemmli Sample Buffer —
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

e Barwnik Giemsa — (Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA).

¢ DAPI- (4,6-diaminoino-2-fenyloindol) — (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

e Hoechst 33342 - (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

e JC-1 - (Molecular Probes, Eugene, USA).

e Jodek propidyny — (Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA).

¢ Nile Red — (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

e Oranz akrydyny — (Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA).

e Sulforodamina B — (Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA).

6.1.5. Enzymy

e Inhibitory proteaz: aprotinina, leupeptyna, pepstatyna, PMSF — (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

e Proteinaza K- (SERVA, Heidelberg, Niemcy).

e RNAza A (EC 3.1.27.5, aktywnos¢ 78 jednostek Kunitza/mg substanciji (Sigma
Aldrich, St. Luois, MO, USA).

e Trypsyna -EDTA - (Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA).

6.1.6. Startety do reakcji Real-time PCR

e CYP3A4for: 5 TTTCCACCACCCCCAGTTAG 3
CYP3A4rev: 5" CCACGCCAACAGTGATTACA 3

e CPRfor: 5 TCTACGACATCGTGGCTGAG 3’
CPRrev: 5 CCAAACACACCCAGGAGACT &

e GAPDHfor: 5 TGCACCACCAACTGCTTAGC 3’
GAPDHrev: 5 GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3
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6.1.7. Markery

Marker wielkosci biatka (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Precision Plus
ProteinTM All Blue Standards 161-0373: 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250
kDa.

6.1.8. Bufory

Izoton (5000 ml wody destylowanej, 39,5 g NaCl, 23,8 g Na,HPO,4-12 H,0, 2 g KCI, 2
g EDTA-3 Na, 1,3 g (0,005 M) NaH,PO42 H,O, 1,5 g NaF)- przygotowywany
samodzielnie.

Bufor do RNAzy A (10 mg/ml RNAza A w 10mM Tris-HCI, 15mM NaCl pH 7.5;
rozcienczony do 2mg/ml)- przygotowywany samodzielnie.

Bufor do zamykania preparatow mikroskopowych (90% glicerol, 10% 0,2 M Tris-
HCI, pH 8,0) - przygotowywany samodzielnie.

Bufor fosforanowy PBS 5x stezony (1000 ml wody destylowanej, 685 mM NaCl,
7mM KH,POy4, 40 mM Na,HPO,4, 13 mM KCI)- przygotowywany samodzielnie.

Faza ruchoma do analizy HPLC — bufor mrowczanowy o stezeniu 0,05 M, pH=3,4
(3,15 g HCOONH4/ 1000 ml H20, pH stabilizowano 88 — 91 % kwasem mréwkowym)
— przygotowywany samodzielnie.

6.1.9. Roztwory i bufory do elektroforezy poliakrylamidowej

b)

c)
d)

f)

Zel poliakryladmidowy do rozdziatu biatek w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE):

30% roztwor akrylamidow (29% akrylamidu, 1% N,N-metylenobisakrylamidu),
10% SDS,

1,5 M Tris-HCI pH = 8,8,

0,5 M Tris-HCI pH = 6,8,

10% nadsiarczan amonu,

TEMED,

Barwnik do nanoszenia prébek na zel: Laemmli Sample Buffer (161-0737, Bio-Rad),
B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich); przygotowanie: 950 yl Laemmli + 50 pl B-ME.

Marker wielkos$ci biatka firmy Bio-Rad Precision Plus Protein™ All Blue Standards
(161-0373, Bio-Rad) : 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150, 250 kDa.

Bufor do przeprowadzania elektroforezy poliakrylamidowej: bufor Tris-glicyna: 25 mM
Tris-Base; 192 mM glicyna, 0,1% SDS, pH = 8,3.
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6.1.10. Przeciwciata, bufory i inne materiaty do techniki western blotting

Przeciwciata pierwszorzedowe:

e Krolicze poliklonalne przeciwciato anty-LC3 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA).

e Krolicze monoklonalne przeciwciato anty-p21, krélicze poliklonalne przeciwciata anty:

Bcl-2, PARP, p/t-Akt, p/t-MAPK (Cell Signaling, Beverly, USA).

e Mysie monoklonalne anty-KRAS (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA).

e Mysie poliklonalne anty-CYP3A4 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

e Mysie monoklonalne anty-B-aktyna (clone AC-15, Sigma Aldrich, St. Louis, MO,

USA).

e Przeciwciata anty-CRP, CYP3A4, CYP2C6, CYP2C9, CYP2EL, CYP2A6, CYP1A2,
CYP2B1, CYP2D6 oraz anty-CPR zostaty udostepnione do badan dzieki uprzejmosci
Prof. Rolanda C. Wolf z Cancer Research UK Molecular Pharmacology Unit,
Biomediacal Research Center, Dundee, Scotland.

Tabela 9. Stosowane rozciericzenia przeciwciat | rzedowych.

Przeciwciato anty- Rozcienczenie Roztwor Przeciwciato Il rz.
(przeciwciato | rz.) (rozcienczenie)

LC-3 1:500 5 % mleko w TBST 1:1500
Bcl-2 1:1000 5% BSAw TBST 1:2000
p-21 1:1000 5% BSAw TBST 1:2000

p/t- Akt 1:1000 5% BSAw TBST 1:2000

p/t- MAPK 1:1000 5% BSAw TBST 1:2000
PARP 1:1000 5 % mleko w TBST 1:2000
CPR 1:1000 5 % mleko w TBST 1:2000
B-aktyna 1:10000 0,5 % mleko w TBST 1:10000
CYP3A4, CYP2CS6,

CYP2C9, CYP2EL, 1:2000 5 % mleko w TBST 1:5000
CYP2A6, CYP1AZ2,

CYP2B1, CYP2D6

Przeciwciata drugorzedowe:

e Krdlicze anty-mysie skoniugowane z HRP (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA).

e Owcze anty-mysie skoniugowane z HRP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

e Owcze anty-krdlicze skoniugowane z HRP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
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Inne materiaty:

6.1.11.

6.1.12.

Bufor TBST: 10 mM Tris-Base, 150 mM NacCl; 0,05 % Tween 20, pH = 7,4.

Bufor do elektrotransferu biatek z Zzelu poliakrylamidowego na btone nitrocelulozowa;:
192 mM glicyna, 25 mM Tris-base, 20% CH3;OH.

Btona nitrocelulozowa - wielkosé¢ poréw 0,22 pm (EP2HYAQ0010, Osmonics,
Minnesota, USA).

Bibuta MN218B, 3MM Chr — 742113 (Macherey-Nagel, Duren, Niemcy).

Bufor blokujgcy: 150 mM NacCl, 20 mM Tris-Base, 5% odttuszczone mleko w proszku,
pH = 7,4.

Plazmidy i materialy potrzebne do transfekcji

pCMV6-XL4-POR - plazmid kodujgcy reduktaze cytochromu P450 (Origene,
Rockville, MD, USA,; nr kat. SC100401).

pcDNA3/CYP3A4/c-myc/His — plazmid kodujacy izoenzym CYP3A4, posiadajgcy gen
opornoéci na genetycyne oraz markery obecnosci plazmidu (biatko c-myc, reszty
histydynowe), udostepniony przez Dr Petera Espenshade’a z Johns Hopkins
University School of Medicine z Baltimore, MD, USA,;

plazmid pmaxGFP™ — Amexa™ Cell Line Nucleofector™ Kit (Lonza, Bazylea
Szwajcaria).

Lipofektamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Pozywka Opti-MEM (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Materiaty niezbedne do prowadzenia hodowli

Ptodowa surowica bydleca FBS (ang. Fetal Bovine Serum)- inaktywowana termicznie
(56°C, 30 min.), (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria).

Surowica konska (ang. Horse Serum), (CYTOGEN, Niemcy).

Trypsyna EDTA 10x stezona (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA).

bufor fosforanowy PBS 1x stezony (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH,PQO,, 8,0
mM Na,HPO,) - przygotowywany samodzielnie.

antybiotyki: PenStrep (10000 unit/ml penicyliny, 10000 pg/ml streptomycyny), (GIBCO

Life Technologies, Paisley, Wielka Brytania).
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Tabela 10. Rodzaj medium i hodowane w nim komorki.

Rodzaj medium hodowlanego Komoérki hodowane w medium

DMEM High glucose, Panc-1, MiaPaCa-2
(Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA)

RPMI-1640 Medium, AsPC-1, BxPC-3
(Sigma Aldrich, St. Luois, MO, USA)

6.1.13. Linie komérkowe

Panc-1 - linia komérkowa wyizolowana z raka trzustki umiejscowionego w gtowie gruczotu i
naciekajacego na dwunastnice u 56-letniego mezczyzny. Podczas operacji wyciecia gtowy
trzustki wraz z przylegajgcym odcinkiem dwunastnicy zaobserwowano przerzuty w

okototrzustkowym wezle chtonnym. Komérki Panc-1 dzielg sie co ok. 30 godzin.

MiaPaCa-2 - linia komdorkowa wyizolowana w 1975 roku przez Yunisa i wsp. z raka trzustki
od 65 letniego mezczyzny pochodzenia kaukaskiego odczuwajacego bol brzucha przez 6

miesiecy przed zdiagnozowaniem nowotworu. Czas podziatu komorek: 20 godzin.

BxPC-3 - linia komérkowa wyizolowana z gruczolakoraka trzustki u 61 letniej kobiety.
Pacjentka zmarta 6 miesiecy po operacji, pomimo zastosowania radioterapii w potgczeniu z
chemioterapig. Nowotwér nie wykazat przerzutow. Guzy wyhodowane u nagich myszy,
wykazujg podobienstwo do pierwotnych nowotworéw diagnozowanych u pacjentow i
produkujg antygen rakowy, antygeny zwigzane z rakiem trzustki i sladowe ilosci mucyny 8.

Czas podziatu komérek w hodowli in vitro wynosit ok. 30 godzin.

AsPC-1 - linia komérkowa zostata wyizolowana od 62-letniej kobiety z rakiem w gtowie
trzustki i przerzutami do kilku narzadéw w jamie brzusznej. Pacjentka zmarta dwa tygodnie
pozniej pomimo zastosowania radioterapii w potgczeniu z chemioterapig. Czas podziatu

komorek to ok. 24 godziny.

Tabela 11. Podfoze molekularne i charakterystyka uzytych do badan linii komérkowych raka trzustki. Na podstawie [Deer i wsp.,
2010, Ulrich i wsp., 2002].

Linia KRAS | p16 | Smad4 | p53 | wrazliwos¢ na | inwazyjno$¢ | pochodzenie: nabtonkowe
komodrkowa gemcytabine (N), mezenchymalne (M)
Panc-1 Mt Mt Wit Mt oporny +++ M
MiaPaca-2 Mt Mt Wt Mt wrazliwy + M
AsPC-1 Mt Wit* Wit* Mt oporny + M
BxPC-3 Wit Wt Mt Mt wrazliwy ++ N

* Dane na temat stutusu genéw p26 oraz Smad4 w komérkach AsPC-1 sg nigjednoznaczne. Mt- mutacja genu. Wt- typ dziki.
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Wszystkie linie komorkowe na ktorych prowadzitam badania zostaty zakupione z
Amerykanskiej Kolekcji Kultur Komorkowych (ATCC, ang. The American Type Culture
Collection). Dostepne w kolekcji linie przechodzg testy jakosciowe oraz procedury

identyfikacyjne, co jest gwarancjg ich czystosci, autentycznosci oraz wysokiej jakosci.

6.2. Stosowana aparatura

e Aparat do transferu biatek — SCIE PLAS, Wielka Brytania.

e Inkubator do prowadzenia hodowli komérek NUAIRE IR Autoflow CO,, Water-Jacked,
model NU-8700 - NuAire (Playmouth, MN, USA).

e Komora z przeptywem laminarnym umozliwiajgca prace w sterylnych warunkach:
NUAIRE Biological Safety Cabinets, model NO.NU-425-400E - NuAire (Playmouth, MN,
USA).

e Licznik komorek Z1 Coulter* Particle Counter (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA).

e Mikroskop fluorescencyjny OLYMPUS BX 60, lampa OLYMPUS U-RFL-T (Olympus,
Japonia).

e Mikroskop swietlny: Carl Zeiss TELAVAL 3 (Carl Zeiss, Jena, Niemcy).
e Czytnik ptytek: iMark™, Microplate Reader (BIO-RAD, USA).

e Aparat do czyszczenia wody Milli-Q® Integral Water Purification System (Millipore,
Billerica, MA, USA).

e Cytometr przeptywowy Accuri C6™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA).
e Cytometr przeptywowy: FaCS Calibur (Becton Dickinson, Franklin Lake, NY, USA).
e Palnik z elektronicznym sterowaniem: Fireboy Plus (IBS Integra Biosciences).

e Wagi: analityczna - PRLT Al4 (Polska), laboratoryjna -KERNEG 220-3NM.

e Vortex: Yellow Line TTS 2 (IKA, Staufen, Niemcy).

e Wirowki: Eppendorf Centrifuge, model 5810R oraz 5417R (Eppendorf, Westbury, NY,
USA).

e Woytrzgsarka orbitalna, RotoMix Type 50800, Thermolyne (Barnstead International,
Dubuque, IA, USA).

e Cytowiréwka: Cytofuge 2, Cytocentrifuge, Stat Spin, (IRIS Company, USA).
e Lodowkii zamrazarki (Electrolux).

e taznia wodna: Jouan (St. Herblain, Francja).

e Cieplarka 37°C.

e Termoblok Grant (Grant Instruments Ltd., Wielka Brytania).

e Wytwornica lodu (Ziegra Eismaschinen, Niemcy).

e Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA).

e Chromatograf HPLC ,Millennium” (Waters Co., Milford, Massachusetts, USA):
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- inzektor (Rheodyne 7725i);
- detektor wielodiodowy 996;

- system kontrolny 600E.
Kolumny chromatograficzne, typu RP (SUPELCO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA):
- kolumna analityczna — Suplex pKb-100, 25 cm x 4,6 mM, 5 um;

- prekolumna — Suplex pKb-100, 2 cm.
e NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
e pH-metr ORION, model 710A (Orion, USA).
e LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Basel, Szwajcaria).

e taznia ultradzwiekowa Badelin Sonorex, RK52 (Bandelin Electronic, Berlin, Niemcy).

6.3. Metody doswiadczalne

6.3.1. Hodowla komoérkowa

Komérki wszystkich badanych przeze mnie linii raka trzustki rosty w postaci
monowarstwy. Ich hodowle prowadzitam w inkubatorze firmy NUAIRE, zapewniajgcym w
mieszaninie gazowej wypetniajgcej inkubator dostepnosé tlenu, 5 % CO,, temperature 37°C,
a takze 95 % wilgotno$é. Komérki hodowatam w odpowiednich pozywkach z dodatkiem 10 %
ptodowej surowicy bydlecej i antybiotykéw: penicyliny (100 unit/ml) i streptomycyny (100
pg/ml). Pozywke w ktérej hodowatam komorki linii MiaPaCa-2 dodatkowo wzbogacatam 5 %

surowicy konskiej.

6.3.2. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748- ptytka 96 dotkowa

Efektywne stezenia badanych zwigzkéw wyznaczatam metodg z zastosowaniem
barwnika SRB. Zawiesine komorek bedacych w fazie logarytmicznego wzrostu wysiewatam
na plytki 96-dotkowe w ilosci zaleznej od czasu podziatu badanej linii komérkowej (tabela
12). Objetos¢ koncowa w studzience wynosita 200 ul. Po 24 godzinnej preinkubaciji, ktérej
celem byto przyklejenie komorek do naczynia hodowlanego, do kazdej studzienki z
wyjatkiem kontroli dodawatam roztwory zwigzkéw o réznych stezeniach (w ilosci 2 ul). Do
studzienek kontrolnych dodawatam 2 pl 50 % etanolu. Serie rozcienczen zwigzku
przygotowywatam tak, aby osiggnac¢ stezenia koncowe w komarkach w zakresie: od 0,0001
MM do 10 uM. Po 72 godzinach inkubacji ze zwigzkiem, do kazdej studzienki dodawatam 50
Ml zimnego, 50 % roztworu TCA i inkubowatam ptytki przez godzine w lodéwce. Nastepnie
studzienki pieciokrotnie ptukatam pod biezgcg wodg i pozostawiatam ptytke do wyschniecia.
Po wyschnieciu do kazdej studzienki dodawatam po 50 ul 0,4 % roztworu sulforodaminy B w

1 % kwasie octowym i pozostawiatam na 30 min na orbitalnej wytrzasarce. Nastepnie ptytki
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ptukatam czterokrotnie roztworem 1% kwasu octowego, pozostawiatam do wyschniecia i
dodawatm 150 pl roztworu 10 mM Trizma-base. Po 5 minutowym wytrzgsaniu ptytek
odczytywatam wyniki za pomoca czytnika ptytek przy dtugosci fali 515 nm. Srednig
absorbancje w studzienkach kontrolnych uznatam jako 100% zywych komoérek. Pozostate
absorbancje w danych studzienkach potraktowatam jako wprost proporcjonalne do wartosci
kontrolnej. Eksperyment powtdrzytam trzykrotnie dla kazdej linii, a wyniki przedstawitam jako

Srednia z trzech zliczen z uwzglednieniem odchylenia standardowego.

Tabela 12. Liczba komérek wysiewanych na studzienke ptytki 96 dotkowej, w zalezno$ci od linii komérkowey.

Liczba komoérek wysiewanych na
studzienke (ptytka 96 dotkowa)

Panc-1, MiaPaCa-2, AsPC-1 4 tys.
BxPC-3 4,5 tys.

Linia komoérkowa

6.3.3. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej pochodnej C-1748 - ptytka 24 dotkowa

Zawiesine komoérek w fazie logarytmicznego wzrostu wysiewatam na piytke
24-dotkowg w ilosci zaleznej od badanej linii komérkowej (20 tys. komorek/studz. w
przypadku komorek MiaPaCa-2 i AsPC-1 oraz 25 tys. komoérek/studz. dla komorek linii
BxPC-3 i Panc-1). Koncowa objeto$¢ zawiesiny w pojedynczej studzience wynosita 2 ml. Po
24 godzinnej inkubacji, ktérej celem byto przyklejenie komérek do podioza, do kazdej
studzienki z wyjatkiem kontroli dodawatam roztwory zwigzku C-1748:

e W przypadku badania procesu autofagii dodawatam C-1748 o trzech rdznych
stezeniach (0,05 puM, 0,1 uM, 0,25 uM) oraz roztwory inhibitoréw autofagii
(wortmanina - 2 uM, chlorochina — 20 yM) i prowadzitam inkubacje przez 24 lub 48
godzin.

e W przypadku badania cytotoksycznosci zwigzku wobec komorek AsPC-1 z
nadekspresjg CPR lub CYP3A4, dodawatam C-1748 w stezeniu rownym 0,25 uM
i prowadzitam inkubacje przez 48 godzin.

Do studzienek kontrolnych dodawatam 50 % roztwér etanolu. Nastepnie, odpowiednio po 24
lub 48 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem i inhibitorami, dodawatam 500 ul zimnego, 50 %
roztworu TCA i inkubowatam ptytki przez godzine w lodéwce. W kolejnym etapie,
pieciokrotnie ptukatam studzienki pod biezacg wodg i pozostawiatam ptytke do wyschniecia.
Po wyschnieciu do kazdej studzienki dodawatam po 500 pl 4 % roztworu sulforodaminy B
i pozostawiatam na 30 min. na orbitalnej wytrzasarce. Nastepnie ptytki ptukatam roztworem
1% kwasu octowego, pozostawiatam do wyschniecia i dodawatm 1500 pl roztworu Trizma-

base. Po 5 minutowym wytrzgsaniu ptytek odczytywatam wyniki za pomocg czytnika ptytek
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przy dtugosci fali 515nm. Badania dla kazdej linii powtorzytam trzykrotnie, a wyniki zostaty

przedstawione jako srednia z uwzglednieniem odchylenia standardowego.

6.3.4. Cytometryczna analiza dystrybucji komérek w cyklu zyciowym

Analize dystrybucji komorek w cyklu zyciowym przeprowadzitam za pomocg metody
pozwalajacej na okreslenie zawartosci DNA w komorkach barwionych jodkiem propidyny
(PI), ktéry stechiometrycznie wigze sie z kwasami nukleinowymi. Analizy dokonywatam przy
uzyciu cytometru przeptywowego Acuri C6 firmy BD.

Pierwszym etapem eksperymentu byto wysianie zawiesiny komaérek na ptytki Petriego
(10 ml) w iloéci zaleznej od czasu inkubaciji ze zwigzkiem: 1,2 x 10° komérek dla kontroli (bez
dodatku zwigzku), 1,0 x 10° dla czasow 24, 48, 72 godzin oraz 0,8 x 10° dla dtuzszych
czasoéw, czyli: 96, 120, 144, 168, 192 godzin. Nastepnie, komérki inkubowatam przez 24
godziny w celu przyklejenia ich do naczynia hodowlanego i po tym czasie dodawatam 100 pl
zwigzku o stezeniu odpowiadajacym wartosci ICgo. Po okreslonych czasach inkubaciji
Zlewatam pozywke znad komdrek, przeptukiwatam je roztworem PBS w celu usunigcia
resztek pozywki, oraz odklejatam od podtoza przy uzyciu trypsyny (1,5 ml na ptytke). Tak
przygotowane komorki wirowatam wraz z pozywkg w warunkach: 1000 rpm, 5 minut, 4°C, a
uzyskane po wirowaniu pelety komoérek ptukatam zimnym roztworem PBS i ponownie
wirowatam w tych samych warunkach. Czynnosci te powtarzatam dwukrotnie. Po usunieciu
supernatantu komoérki zawieszatam w 5 ml zimnego, 80 % alkoholu etylowego w celu ich
utrwalenia (m.in zachowania zdegradowanego DNA w komorce) i przechowywatam w
temperaturze -20°C do czasu dalszych analiz.

W dniu planowanej analizy cytometrycznej utrwalone zawiesiny komodrkowe
wirowatam (2000 rpm, 5 minut, 4°C), pelety komérkowe uzyskane po wirowaniu ptukatam
zimnym PBS-em i ponownie wirowatam powtarzajac czynnos$¢ dwukrotnie. Nastepnie po
odessaniu supernatantu barwitam komorki gotowym roztworem barwigcym PI/RNAse
Staining Buffer firmy BD przez 15 minut w temp. pokojowej bez dostepu swiatta. Po uptywie
15 minut inkubacji komérki przenositam do probowek cytometrycznych i analizowatam za
pomocyg cytometru przeptywowego. Diugosc fali wzbudzenia i emisji dla jodku propidyny
wynosita odpowiednio 488 nm i 617 nm. Z kazdej probki cytometr pobierat do analizy 10 000
komérek i analizowat w kanale fluorescencji FL-2. Eksperyment powtdrzytam trzykrotnie dla
kazdej linii komoérkowej, a otrzymane histogramy analizowatam za pomoca programu Accuri
C6 Software firmy BD.

6.3.5. Obserwacje mikroskopowe zmian w morfologii jader komérkowych

Zawiesine komorek wysiewatam na 100 mm ptytki Petriego w ilosci 0,5 x 10° na 10 m

pozywki i poddawatam 24 godzinnej preinkubacji. Nastepnie do kazdej ptytki dodawatam
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badany zwigzek w stezeniu odpowiadajacemu wartosci ICg (zaleznos¢ od czasu inkubaciji),
lub odpowiednio: 0,1 yuM i 0,5 uyM (zalezno$¢ od dawki). W przypadku oznaczania zmian w
morfologii jagder komérkowych w komérkach poddanych dziataniu C-1748 w kombinacji z
inhibitorami autofagii, dodawatam odpowiednio 100 pyl C-1748 o stezeniach: 0,05 uM, 0,1
MM, 0,25 pM oraz roztwory inhibitorow autofagii (stezenia koncowe w komorkach:
wortmanina - 2 yM, chlorochina — 20 pM). Po uptywie okreslonego czasu inkubacji pozywke
przenositam do probowki typu falkon, a komérki odklejatam od podtoza przy uzyciu trypsyny
i pozostawiatam w 37°C przez okoto 3-5 minut. Nastepnie komorki wirowatam
i przeptukiwatam dwukrotnie zimnym roztworem PBS (10000br./min, 5 min., 4°C).
Supernatant odsysatam przy uzyciu pompki prozniowej, a komorki zawieszatam w 1,5 ml
roztworu PBS i po doktadnym rozpipetowaniu, 200 pl zawiesiny komdrkowej nawirowywatam
na szkietko podstawowe przy uzyciu cytowirdwki w warunkach: 600 obr./min., 4 min., temp.
pokojowa. Nawirowane na szkietko podstawowe komorki utrwalatam za pomocg roztworu
Carnoy’a (99,5% metanol: kwas octowy, 3:1) przez 15 minut. Nastepnie preparaty ptukatam
przez 5 minut w roztworze PBS, suszytam szkietka i barwitam przez 7 minut w ciemnosci za
pomocg wodnego roztworu DAPI (o stezeniu koncowym 0,1 ug/ml H,O). Po tym czasie
komorki przemywatam roztworem PBS, na warstwe komérek nanositam 10 pl buforu do
zamykania preparatow i przykrywatam szkietkiem nakrywkowym. Boki szkietka
zamalowywatam lakierem, by zapobiec wyptynieciu buforu. Tak przygotowane preparaty
ogladatam za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego firmy OLYMPUS BX60 przy dtugosci
fali 450 nm i fotografowatam przy powiekszeniu 10, 20 i 40x. Fotografie preparatow

wykonatam przy uzyciu kamery, wykorzystujgc oprogramowanie Studio Lite.

6.3.6. Cytometryczna analiza aktywnosci kaspazy-3

Eksperyment rozpoczynatam od wysiania odpowiedniej ilosci zawiesiny komorek na
plytki Petriego (10 ml). Dla kontroli i krétszych czaséw inkubacji wysiewatam po 1 x 10°
komorek. Dla diuzszych 0,7 x 10° komérek. Po 24 godzinnej inkubacji do zawiesiny komérek
dodawatam 100 pl zwigzku C-1748 o stezeniu odpowiadajgcym wartosci 1Cgo. W przypadku
oznaczania aktywnosci kaspazy-3 w komorkach poddanych dziataniu C-1748 w kombinaciji z
inhibitorami autofagii, dodawatam odpowiednio 100 uyl C-1748 (stezenia kohcowe w
komorkach: 0,05 uM, 0,1 pM, 0,25 pM) oraz 100 pl wortmaniny (stezenie kohcowe w
komodrkach: 2 uM). Badaniach aktywacji kaspazy-3 w komoérkach z nadekspresja CPR lub
CYP3A4 prowadzitam na ptytce 6 — dotkowej i dodawatam 30 pl C-1748 (stezenie koncowe
C-1748 réwne 0,25 uM). Nastepnie komoérki inkubowatam przez okreslony czas, a po jego

uptywie przystepowatam do obrobki przed analiza cytometryczng. W tym celu musiatam
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odklei¢ komorki za pomoca trypsyny (1,5 ml na ptytke) i policzy¢ je uzywajac licznika
komorek.

Do kolejnego etapu potrzebowatam 1 min komorek i po wyliczeniu odpowiedniej
objetosci zawiesiny komoérek jakg nalezato pobra¢ do dalszych analiz, przenositam jg do
probowek typu falkon i dopetnitam roztworem PBS do tej samej objetosci. Nastepnie
zawiesine komorek wirowatam (1000 rpm, 5 minut, 4°C), uzyskane pelety ptukatam
roztworem PBS i ponownie wirowatam powtarzajgc czynnos¢ dwukrotnie. Po wirowaniu
odessatam supernatant, zawiesitam pelet w 0,5 ml buforu Cytofix/Cytoperm™ i inkubowatam
przez 20 minut w lodzie. Po uptywie wskazanego czasu komorki ponownie wirowatam (1000
rpom, 5 minut, 4°C), odsysatam supernatant i ptukatam pelety 0,5 ml roztworu Perm/Wash™
w celu usuniecia pozostatodci roztworu utrwalajacego i permeabilizujgcego, dwukrotnie
wirujgc w warunkach: 1000 rpm, 5 minut, 4°C. Po odessaniu supernatantu dodawatam 120 pl

mieszaniny (100 ul roztworu Perm/Wash™

+ 20 pl roztworu przeciwciata kroliczego
skoniugowanego z fluoresceing) i nastepnie inkubowatam przez 30 minut w temperaturze
pokojowej bez dostepu swiatta. Po uptywie czasu inkubacji prébki wirowatam (1000 rpm, 5
minut, 4°C) oraz ptukatam roztworem Perm/Wash™ w celu usunigcia nieskoniugowanego
przeciwciata i ponownie wirowatam (1000 rpm, 5 minut, 4°C). Na koniec pelety komorkowe
zawiesza*am w 0,5 ml roztworu Perm/Wash™ i tak przygotowane komérki analizowatam w
cytometrze przeptywowym Acuri C6. Z kazdej prébki cytometr pobierat do analizy 10 000
komérek i analizowat w kanale fluorescencji FL-1. Pomiar intensywnosci fluorescenc;ji
emitowanej przez fikoerytryne skoniugowang z kréliczym przeciwcialem poliklonalnym
rozpoznajacym odcinek aktywnej kaspazy-3 prowadzitam przy fali wzbudzenia A = 488 nm.
Eksperyment powtérzytam trzykrotnie a otrzymane histogramy analizowatam za pomocg

oprogramowania Accuri C6 Software firmy BD.

6.3.7. Badanie zmian ilosci komérek nowotworowych z pofragmentowanym PARP

Obecnos¢ pofragmentowanego substratu dla kaspaz, biatka PARP badatam przy
wykorzystaniu techniki cytometrii przeptywowej. Zawiesine komoérek wysiewatam na 100 mm
plytki Petriego w iloci 1,5 x 10° komoérek i po wstepnej preinkubacji dodawatam pochodna
C-1748 w stezeniach: 0,05 uM, 0,1 uM, 0,25 puM, 0,5 pM i poddawatam 24 godzinnej
inkubacji ze zwigzkiem. Po uptywie wskazanego czasu, komorki ptukatam dwukrotnie
zimnym roztworem PBS poprzez wirowanie (1000 rpm, 5 minut, 4°C) i utrwalatam w 0,5 ml
buforu Cytofix/CytopermTM (4% formaldehyd z dodatkiem saponiny) umieszczajgc probki na
30 minut w lodzie. Nastepnie komorki ptukatam dwukrotnie buforem Perm/WashTM (FBS,
NaN3, saponina, 1000 rpm, 5 minut, 4°C) i zawieszatam w 120 pl tego buforu, dodajac

jednoczesnie 20 pl przeciwciata anty-cleaved PARP zwigzanego z fluoresceing. Tak
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przygotowane prébki inkubowatam przez 30 minut w temperaturze pokojowej i bez dostepu
Swiatta. Po zakonczonej inkubacji, komorki ponownie ptukatam dwukrotnie buforem
Perm/WashTM i za pomoca cytometru przeptywowego mierzytam intensywno$c¢ fluorescenc;ji
emitowanej przez fluoresceing, skoniugowang z przeciwcialem anty-cleaved PARP.
Uzyskane cytogramy analizowatam wykorzystujgc oprogramowanie Accuri C6 Software firmy
BD.

6.3.8. Badanie zmian w budowie btony komérkowej- test Aneksyna V/PI

Zawiesine komoérek wysiewatam na 100 mm plytki Petriego w iloéci 1 x 10° komérek
dla kontroli i 24 godzin inkubacji na 10 ml pozywki i inkubowatam ze zwigzkiem C-1748 o
stezeniach: 0,05 yM, 0,1 uM i 0,25 uM. Po inkubacji, do dalszych badan pobieratam 1 x 10°
komérek i wirowatam przy 1000 obr./min, przez 5 min. w 4°C. Po kolejnych dwéch
wirowaniach i przeptukiwaniu peletu komérek roztworem PBS, za pomocg pompki
prézniowej odsysatam supernatant, a do peletu dodawatam po 50 ul roztworu barwigcego z
zestawu firmy Becton Dickinson (5 ul FITC Annexin V, 5 pl PI, 100 ul Binding Buffer)
i inkubowatam przez 15 minut bez dostepu Swiatta. Po inkubacji do wszystkich prébek
dodawatam 400 pl roztworu Binding Buffer i tak przygotowane probki poddawatam analizie
cytometrycznej. Pomiar intensywnosci fluorescencji emitowanej przez fluoresceine
skoniugowang z Aneksyng V (fluorescencja zielona, dtugos¢ fali emisji 518 nm) oraz jodku
propidyny (fluorescencja pomaranczowa, dtugosc fali emisji 617 nm) prowadzitam przy fali
wzbudzenia o dtugosci 488 nm. Kazdorazowo analizie poddawatam 10 000 komorek.
Uzyskane cytogramy obrazujgce zmiany w asymetrii i integralnosci btony komodrkowej

analizowatam wykorzystujgc oprogramowanie Accuri C6 Software firmy BD.
6.3.9. Mikroskopowe obserwacje indukcji przyspieszonego starzenia komérkowego

Badanie indukcji procesu starzenia komérkowego pod wptywem pochodne;j
C-1748 przeprowadzitam z zastosowaniem enzymu X-Gal bedacego 5-bromo-4-chloro-3-
indolilo-B-D-galaktopiranozydem, ktéry tgczy sie z kwasng R-galaktozydazg - markerem
procesu starzenia komorkowego w pH réwnym 6,0. Pierwszym etapem eksperymentu byto
wysianie 0,5 x 10° komdrek na 50 mm plytki Petriego i umieszczenie w kazdej ptytce
sterylnego szkietka nakrywkowego. Po 24 godzinnej preinkubacji dodawatam po 50 ul
zwigzku o stezeniu odpowiadajgcemu wartosci ICg i inkubowatam komérki przez okreslone
czasy. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji usuwatam pozywke znad komorek
i przemywatam je trzykrotnie roztworem PBS o pH 7,2. Nastepnie dodawatam roztwor
utrwalajgcy (Fixative Solution: 0,5 ml aldehydu glutarowego + 0,5 ml formaldehydu + 4ml

PBS o pH 7,2 na jedng probke) i pozostawitam na 5 minut w temp. pokojowej. W kolejnym
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etapie szkietka nakrywkowe pokryte komorkami przenositam do 20 mm plytek Petriego,
przemywatam je dwukrotnie roztworem PBS o pH 6,0 i dodawatam 2 ml mieszaniny Staining
Solution (5 mM K3Fe(CN)6, 5 mM K4Fe(CN)6, 2 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 40 mM
Na2HPO4) zawierajgcej X-Gal o stezeniu kohcowym 1 mg/ml (1,8 ml Staining Solution + 0,2
ml X-Gal o stezeniu 10mg/ml). Po 16 godzinach inkubacji komorek w temp. 37°C, w
inkubatorze nie zawierajgcym CO,, przeptukiwatam je dwukrotnie 2 ml roztworu PBS o pH
6,0, tak przygotowane szkietka nakrywkowe przenositam na szkietka podstawowe
i dokonywatam obserwacji za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS BX 60 pod
powiekszeniem 20x ogladajac ptytki w swietle widzialnym. Zdjecia komdrek wykonywatam za
pomocg kamery oraz stosujgc oprogramowanie Studio Lite (Pixera Corporation, Los Gatos,
CA, USA).

6.3.10. Mikroskopowa analiza zmian w ilosci kwasnych organelli

Zawiesine komoérek wysiewatam na 50 mm ptytki Petriego w iloéci 0,4 x 10° na 5 ml
pozywki i poddawatam 24 godzinnej preinkubacji. Nastepnie do kazdej ptytki dodawatam
pochodng C-1748 w stezeniach: 0,05 uM, 0,1 pM i 0,25 yM na okreslony czas. Po
zakonczeniu inkubacji ze zwigzkami do kazdej z ptytek dodawatam oranz akrydyny (stezenie
koncowe 0,5 pg/ml) i barwitam komorki przez 15 minut w 37°C bez dostepu swiatta. W
kolejnym etapie komérki odklejatam za pomoca trypsyny, wirowatam, ptukatam dwukrotnie
PBSem (1000 obr./min, 5min., 4°C) i nanositam zawiesine komoérek na mikroskopowe
szkietka podstawowe przy uzyciu cytowirdwki (600 rpm, 4min.). Przygotowane w ten sposoéb
preparaty analizowatam za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego OLYMPUS BX60, przy
powiekszeniu 20x, 40x. Fotografie preparatow wykonywatam przy uzyciu kamery,

korzystajac z oprogramowania Studio Lite.

6.3.11. Mikroskopowa analiza zmian mitochondrialnego potencjatu btonowego AWYm

Zawiesine komodrek wysiewatam na 50 mm plytki Petriego w ilosci 0,5 x 10°
i poddawatam 24 godzinnej preinkubacji. Nastepnie dodawatam do komérek pochodng
C-1748 w trzech réznych stezeniach: 0,05 yM, 0,1 uM i 0,25 yM oraz wortmanine (stezenie
koncowe w komoérkach: 2 uM) i inkubowatam komorki przez 24 godziny. Badania zmian
potencjatu btonowego AWm w komodrkach AsPC-1 z nadekspresja CPR lub CYP3A4
prowadzitam na ptytce 6 — dotkowej i dodawatam 30 ul C-1748 (stezenie kohcowe C-1748
rowne 0,25 pM). Po zakonczonej inkubacji komorki ptukatam zimnym roztworem PBS
i traktowatam trypsyng w celu odklejenia ich od pitytki Petriego. W tym samym czasie

przygotowywatam mieszanine pozywki i barwnika JC-1 i inkubowatam jg przez 15 min w
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ciemnosci, w temp. 37°C. Po 15 min. inkubacji, mieszanine barwnika z pozywka dodawatam
do odklejonych komorek i catos¢ inkubowatam ponownie przez 10 min. w tym samych
warunkach eksperymentalnych. Nastepnie wybarwiong zawiesine komoérek wirowatam
i ptukatam dwukrotnie roztworem PBS ponownie wirujgc (1000 rpm, 5 minut, 4°C). Po
zwirowaniu, 200 pl zawiesiny wybarwionych komoérek nawirowywatam na szkietka
podstawowe przy uzyciu cytowirdwki i tak przygotowane preparaty ogladatam przy uzyciu
mikroskopu fluorescencyjnego. Dtugos¢ fali emisji dla agregatéw JC-1 obecnych w zdrowych
komdérkach wynosita 590 nm. W komérkach apoptotycznych, dtugo$¢ fali emisji monomerow

JC-1 wynosita 530 nm.

6.3.12. Mikroskopowa i cytometryczna analiza poziomu kropli tluszczowych

Zawiesine komorek wysiewatam w ilosci 0,5 x 10° na 50 mm plytki Petriego i po 24
godzinnej preinkubacji inkubowatam przez 24 lub 48 godzin z pochodng C-1748 o stezeniu
0,05 uM, 0,1 yM i 0,25 uM, w obecnosci lub bez inhibitorow autofagii (stezenia koncowe w
komodrkach: wortmanina - 2 pM, chlorochina — 20 pM). Nastepnie komorki ptukatam
dwukrotnie roztworem PBS (komérki przeznaczone do analizy cytometrycznej byly ptukane
przez odwirowanie: 1000 rpm, 5 minut, 4°C). Nastepnie komorki utrwalatam przez 10 min. w
temperaturze pokojowej, w 4 % formaldehydzie i ponownie ptukatam roztworem PBS. W
kolejnym etapie dodawatam roztwor Czerwieni Nilu (stezenie kohcowe 1 pug/ml)
i inkubowatam prébki przez 15 min. w ciemnosci, w temp. pokojowej. Po inkubacji, ponownie
ptukatam roztworem PBS i probki przeznaczone do obserwacji mikroskopowej
nawirowywalam na szkietka podstawowe, natomiast probki do analizy cytometrycznej,
przenositam bezposrednio do probowek cytometrycznych i analizowatam na cytometrze
przeptywowym. Dlugos¢ fali wzbudzenia dla Czerwieni Nilu to 450-500 nm, dlugos¢ fali

emisji: 528 nm.

6.3.13. Analiza poziomu bialek metoda western blotting

e Przygotowanie lizatéw komoérkowych

Zawiesine komérek wysiewatam na 100 mm plytki Petriego (1,5 x 10° komérek na plytke)
i inkubowatam z pochodng C-1748 (stezenia zwigzku: 0,05 yM, 0,1 uyM i 0,25 uM) w
obecnosci, lub bez inhibitorow autofagii (stezenia koncowe inhibitorbw w komadrkach:
wortmanina - 2 uM, chlorochina — 20 uM) przez 24 lub 48 godzin. Po zakonczonej inkubacji
zawiesine komorkowg wirowatam (1000 rpm, 5 min., 4°C), dwukrotnie przemywatam zimnym
roztworem PBS i znéw wirowatam (1000 rpm, 5 min., 4°C). Otrzymany osad komorek
zawieszatam w buforze lizujgcym (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Igepal CA-
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630, 0.5% deoksycholan sodu, 50 mM Tris-HCI pH=8.0), zawierajgcym dodatkowo inhibitory
fosfataz (50 mM NaF, 1mM PMSF, 1 mM ortowanadan sodu, 50 mM aldehyd B
fosfoglicerynowy) oraz inhibitory proteaz (Protease Inhibitor Cocktail Set Ill). Lize komorek
prowadzitam przez 30 minut w temperaturze 4°C. Nastepnie zawiesine komorkowg
wirowatam (13 000 rpm, 15 min., 4°C), a otrzymany supernatant przechowywatam w
temperaturze — 80°C do czasu kolejnych badan. Przed analizg western blotting oznaczatam
stezenie biatka metodg Bradford, stosujgc w tym celu zestaw Bradford Protein Assay Kit

(Bio-Rad Laboratories).

e Elektroforeza SDS-PAGE
Prébki zawierajace odpowiednig ilos¢ biatka catkowitego (35 g biatka) taczytam z rowng
objetoscig buforu Laemmli (62.5 mM Tris-HCI pH=6.8, 25% glicerol, 2% SDS, 0.01% btekit

bromofenolowy), denaturowatam przez 7 minut w temperaturze 95°C i poddawatam

elektroforezie w zelu poliakrylamidowym (5% zel zageszczajacy; 12% zel rozdzielajacy).
Elektroforeze prowadzitam przez 15 minut przy 90 V, a nastepnie przez 120 minut przy 120

V w buforze zawierajgcym 25 mM Tris-Base o pH=8.3, 192 mM glicyny i 0.1% SDS.

¢ |Immunobarwienie (Immunoblotting)

Po zakonczeniu elektroforezy, przeprowadzitam transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na
membrane nitrocelulozowag, wykorzystujagc w tym celu metode tzw. elektrotransferu
potsuchego. Transfer biatek, po uprzednim nasaczeniu zelu, membrany oraz bibuly w
buforze zawierajgcym 25 mM Tris-Base o pH=8.3, 192 mM glicyny, 20% metanolu,
prowadzitam przez 40 minut przy statym natezeniu pradu 8 mA/cm2. Po zakonczonym
transferze, potencjalne miejsca niespecyficznego wigzania przeciwciat blokowatam poprzez
umieszczenie membrany w buforze blokujagcym (50 mM Tris-HCI o pH=7.5, 120 mM NacCl,
5% (w/v) odttuszczonego mleka w proszku) na dwie godziny w temperaturze pokojowe;.
Nastepnie, membrane ptukatam trzykrotnie po 15 minut w buforze TBST (150 mM NaCl,
0.05% Tween-20, 10 mM Tris-HCI o pH=7.4) i inkubowatam z odpowiednim przeciwciatem
pierwszorzedowym, zawieszonym w buforze TBST z dodatkiem 0.5% (w/v) odttuszczonego
mleka w proszku lub 0.5% (w/v) BSA przez noc w temperaturze 4°C. Po kolejnym ptukaniu w
TBST (3 x 15 minut), inkubowatam membrane w buforze TBST z dodatkiem 0.5% (w/v)
odttuszczonego mleka w proszku, zawierajgcym odpowiednie przeciwciata drugorzedowe
skoniugowane z peroksydazg chrzanowg. Inkubacje prowadzitam przez 2 godziny w
temperaturze pokojowej. Detekcje biatek na btonie przeprowadzitam wykorzystujac substrat

luminescencyjny dla peroksydazy chrzanowej (zestaw ECL) po odpowiednim czasie
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ekspozyciji kliszy fotograficznej ECL Hyperfilm (Kodak, Polska). Réwnomierne napetnienie

studzienek sprawdzitam oznaczajac poziom aktyny.

6.3.14. Przejsciowa transfekcja komérek AsPC-1 plazmidami CPR i CYP3A4

Transfekcji komorek nowotworowych trzustki AsPC-1 plazmidami CPR i CYP3A4
dokonatam przy uzyciu lipofektaminy 2000. W pierwszym etapie transfekcji, zawiesine
komorek w iloéci 0,75 x 10° wysiewatam na ptytke 6 dotkowa i poddatam 24 godzinnej
preinkubacji. Nastepnie przygotowatam roztwory lipofektaminy (8 ul) w pozywce Opti-Mem i
roztwory plazmidu (stezenia plazmidu: 0,5 pg, 2 ug, 4 pg, 8 pg oraz 10 ug) w pozywce Opti-
Mem. Przygotowane mieszaniny inkubowatam przez 5 min. w temp. pokojowej. W czasie
inkubaciji, zmieniatam pozywke w studzienkach ptytki 6 dotkowej na pozywke Opti-Mem.
Nastepnie fgczytam kompleksy lipofaktamina-Opti-Mem i DNA-Opti-Mem i inkubowatam
przez 20 min. w temperaturze pokojowej. Po zakonczonej inkubacji, dodawatam kompleks
DNA-lipofektamina do komorek i inkubowatam w 37°C przez 6 godzin. Po 6 godzinach,
zmieniatam pozywke na swiezg, przeznaczong dla danej linii komérkowej, wzbogacong o 20
% FBS i prowadzitam dalszg 24 godzinng inkubacje transfekowanych komodrek. Tak
przygotowane komoérki wykorzystywatam w dalszych eksperymentach poddajac je dziataniu
pochodnej C-1748 lub prowadzac badania na komdrkach transfekowanych, nietraktowanych

zwigzkiem.

6.3.15. Badanie metabolizmu pochodnej C-1748 w komérkach AsPC-1 z nadekspresja
enzymow CPR i CYP3A4 z zastosowaniem techniki HPLC

Przemiany metaboliczne pochodnej C-1748 zbadatam w komérkach AsPC-1 typu
dzikiego i poddanych transfekcji plazmidami CPR i CYP3A4. Komorki AsPC-1 wysiewatam w
ilosci 0,75 x 10° komoérek na studzienke ptytki 6- dotkowej i przeprowadzatam przejsciowa
transfekcje wybranymi plazmidami. Po uptywie 48 godzin od transfekcji, dodawatam zwigzek
o stezeniu koncowym wynoszacym 50 uM i prowadzitam inkubacije przez 1, 3, 6 i 24 godziny.
Zastosowanie tak wysokiego stezenia C-1748 byto konieczne aby obserwowaé powstajgce
produkty metabolizmu zwigzku. Roéwnoczesnie przygotowywatam probke kontrolng
stanowigcg komorki nietraktowane zwigzkiem. Po zakohczonej inkubacji komérki zbieratam z
ptytek za pomoca ,scrapera”, a otrzymang zawiesine komérkowg wirowatam (1000 rpm, 5
min., 4°C), przemywatam zimnym roztworem PBS i ponownie wirowatam (1000 rpm, 5 min.,
4°C). Pozywke hodowlang zebrang znad komoérek pozostawiatam do dalszej analizy. Po
wirowaniu osad komorek zawieszatam w 200 pl 60% roztworu metanolu, poddawatam

sonifikacji (150W, 15 min., w lodzie) i odstawiatam do lodu na okoto 1 godzine. Nastepnie
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zawiesing komorek oraz zebrang pozywke wirowatam (14 000 rpm, 15 min., 4°C).
Otrzymane supernatanty poddawatam analizie technikg RP-HPLC 2z zastosowaniem
chromatografu firmy Waters z udziatem detektora absorbancji Dual A Absorbance Detector.
Stasowang fazg ruchomag w analizie HPLC byt mréwczan amonu — metanol, ktérej sktad

podatam w tabeli nr 13.

Warunki analizy chromatoqgraficznej:

Skfad otrzymywanych mieszanin reakcyjnych analizowatam metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w ukfadzie faz odwréconych, RP-HPLC. Rozpatrywatam czasy

retencji pikdw i substratow reakcji. Kazdg analize przeprowadzatam co najmniej dwukrotnie.

Tabela 13. Zmiany sktadu fazy ruchomej zastosowane w analizach chromatograficznych.

Czas (min) | Przepltyw (ml/min) Sktad fazy ruchomej [%)] Krzywa zmian
A B
- 1 85 15 -
25 1 20 80 6
28 1 0 100 6
30 1 85 15 6
40 1 85 15 11

Faze ruchoma stanowity:

A: bufor mréwczanowy o stezeniu 0,05 M, pH~3,4 (3,15 g HCOONH4/1 | H,O, pH
stabilizowano 88 — 91% kwasem mréwkowym) z 5% dodatkiem alkoholu metylowego o
czystosci HPLC.

B: alkohol metylowy o czystosci HPLC z 5% dodatkiem H,O.

6.3.16. Badanie poziomu ekspresji gendow metoda Real-time PCR

e |zolacja RNA
Komérki AsPC-1 wysiatam w ilodci 0,75 x 10° na studzienke plytki 6- dotkowej,

przeprowadziatam przejsciowg transfekcje plazmidami CPR i CYP3A4 i po 48 godzinnej
post-inkubaciji izolowatam catkowite RNA komérek AsPC-1 typu dzikiego i transfekowanych.
W tym celu komérki przemywatam dwukrotnie zimnym buforem PBS (1000 rpm, 5 min., 4°C)
i przeprowadzatam izolacje RNA wedtug instrukcji zawartej w zestawie High Pure Isolation
Kit (Roche Diagnostics). Komorki zawieszatam w 200 ul buforu PBS, dodawatam 400 pl
buforu lizujgcego i lizowatam komérki przez 15 s. Tak przygotowane lizaty komodrkowe
nanositam na kolumny i wirowatam (15 s, 8 000 x g). Nastepnie na kolumny nanositam
roztwor DNazy w celu eliminacji z probek zawartego DNA i inkubowatam przez 15 min w
temp. pokojowej. W kolejnych etapach ptukatam kolumne roztworami Wash Buffer | (raz po
500 pl) i Wash Buffer Il (2 razy po 500 i 200 ul) za kazdym razem wirujac (2 x 15s, 8 000 x g;

1 x 2 minuty, 13 000 x g). Na koniec przeprowadzitam elucje RNA poprzez dodanie na ztoze
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kolumny 50 pl buforu do elucji (Elution Buffer). llos¢ wyizolowanego RNA i jego czystos¢
okreslitam z zastosowaniem NanoDrop 2000 a wyizolowane RNa przechowywatam w temp. -

80 °C do czasu dalszych analiz.

e Synteza cDNA
Synteze cDNA przeprowadzitam na matrycy otrzymanego RNA. Catg procedure wykonatam

w komorze laminarnej, w lodzie, wedtug protokotu dotaczonego do zestawu Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics). W pierwszym etapie reakcji syntezy,
do 1 pg RNA dodatam 1 pl starterow oligo(dT)18 (stezenie wyjsciowe 50 pmol/pl)
i uzupetnitam wodg wolng od RNaz do objetosci 13 pl. Zawarto$é probowki inkubowatam w
temp. 65°C przez 10 minut. Nastepnie prébke przeniostam do lodu na 1 min, wirowatam,

ponownie umieszczatam w lodzie i dodawatam nastepujace skfadniki:

v 4 ul buforu Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer 5x zawierajgcego 40
mM MgCI2;

v' 0,5 ylinhibitora rybonukleaz, RNaz, Protector RNase Inhibitor zawierajacy 8 mM DTT
(stezenie wyjsciowe 40 U/ul);

v 2 pl mieszaniny deoksyrybonukleotydéw, Deoxynucleotide Mix (stezenie 10 mM);

v' 0,5 yl odwrotnej transkryptazy, Transcriptor Reverse Transcriptase (stezenie 20 U/ul).

Probéwke delikatnie wytrzasatam i umieszczatam w termobloku. Synteze cDNA prowadzitam
przez 30 minut w temperaturze 55°C. Po zakonczeniu syntezy prébki poddatam dziataniu
temperatury 85°C przez 5 minut w celu zatrzymania reakcji. Po zakonczeniu reakcji probowki
z cDNA przechowywatam w 4°C. Uzyskany cDNA wykorzystatam jako matryca do reakc;ji

tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR).

¢ Real-time PCR — okreslenie wzglednego poziomu ekspresji badanych genéw

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych gendéw zastosowatam reakcje
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z uzyciem specyficznych par starterow
(Genomed, Polska) komplementarnych do fragmentu kodujgcego, pozwalajgce na uzyskanie
specyficznego produktu reakcji wytacznie z cDNA badanych gendw.

Reakcje PCR prowadzitam w czasie rzeczywistym na plytce 96- dotkowej z
wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji oraz zestawu FastStart
DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnosctics). Do amplifikacji wykorzystatam aparat
LightCycler 480 (Roche Diagnostics). Dotgczone do aparatu oprogramowanie pozwolito na
analizowanie uzyskanych wynikéw oraz porownanie wzglednych roznic ilosci poczatkowej
matrycy. Poziom analizowanych transkryptow standaryzowatam wzgledem genu

referencyjnego — GAPDH nalezacego do rodziny housekeeping gene, ktdérego poziom
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ekspres;ji jest staly w warunkach eksperymentu. Reakcje dla badanych genéw prowadzitam
w warunkach okredlonych ponizej. Skiad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg prébe

przygotowywanej w celu amplifikacji transkryptow genu CPR i CYP3A4:

2 ul cDNA

0,8 pl MgCl2

0,2 pl starter Forward (stezenie koncowe 0,2 uM)

0,2 ul starter Reverse (stezenie kohcowe 0,2 uM)

2 pl LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | 10x

H20 wolna od RNaz — objetos¢ stanowi uzupetnienie mieszaniny reakcyjnej do 20 pl.

AN NI Y RN

Reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym przebiegata wedtug warunkéw

okreslonych w tabeli ponize;j:

Tabela 14. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Liczba cykli | Proces | Temperatura | Czas

Preinkubacja
1 | | 95°C | 10 min.

Amplifikacja

Denaturacja 95°C 10s.

45 Hybrydyzacja 59°C 15s.

Wydtuzanie tancucha 72°C 20 s.

Chtodzenie
1 | | 40°C | 30s.

Uzyskane wyniki pochodzace z dwdch niezaleznych doswiadczen standaryzowatam
wobec genu referencyjnego GAPDH, po czym przedstawitam je jako warto$¢ wzgledng w
odniesieniu do grupy niepoddanej transfekcji. Dzieki temu, ze wydajnos¢ amplifikacji
badanych genéw i genu referencyjnego byta w przyblizeniu taka sama w zakresie badanych
ilosci DNA, zastosowatam obliczenia wzglednej ilosci produktu PCR z uzyciem
poréwnywalnej metody 2-AACt [Livak i wsp., 2001].

6.3.17. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki wszystkich eksperymentéw zaprezentowanych w niniejszej pracy wyrazitam
jako srednia z odchyleniem standardowym (SD). Dane dla poszczegoélnych parametrow
poddatam analizie statystycznej przy uzyciu programu GraphPad Prism 4 (GraphPad
Software, San Diego, USA). Dla oceny rdznic pomiedzy dwiema niezaleznymi prébami
zastosowatam test t-Studenta. Analize statystyczng dla wiekszych niz dwuparametrowe
zmienne wykonatam przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (One-way ANOVA).

Przyjetam istotng réznice statystyczng przy wartosciach: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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