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1. WSTEP

1.1. Zarys informacji o czerniaku

Proces powstawania nowotworu jest procesem wieloczynnikowym 1 wieloeta-
powym. Za podstawe procesu nowotworzenia przyjmuje si¢ zmiany w genach su-
presorowych 1 protonkogenach prowadzace do rozregulowania cyklu komoérkowe-
g0, czego wynikiem jest nicograniczona proliferacja komorek nowotworowych [42,
53, 56, 135, 140, 198]. Wedlug nicktdrych autordw, wzrastajaca wiedza o mechani-
zmach regulujacych podstawowe procesy (proliferacje, roznicowanie, $mierc), za-
réwno w komorce prawidlowej jak 1 nowotworowej, w niedlugim czasie pozwoli na
okreslenie cech odrézniajacych komorke nowotworowa od prawidlowej bez wzgle-
du na rodzaj powstalego nowotworu [125, 130]. Obserwacje powstawania i rozwoju
nowotworow u cztowicka 1 zwierzat wskazuja, 1z komdrki nowotworowe podlegaja
selekeji klonalnej, w trakcie ktorej powstaja komorki przystosowane do zmieniaja-
cych si¢ warunkow, zwigzanych z progresja nowotworu [221].

Hanahan 1 Weinberg [125] wyrdzniaja sze$¢ podstawowych zmian w fizjologii
komorki, ktére zachodza w czasie przemiany nowotworowe:

— samowystarczalno$¢ pod wzglgdem produkcji czynnikow wzrostu

— niewrazliwos¢ na czynniki hamujace wzrost

— zdolno$é do unikania $mierci droga apoptozy

— nieograniczona zdolnos¢ do replikacji

— zdolno$¢ do indukcji angiogenezy

— zdolnos¢ komorek do rozprzestrzeniania si¢ w obrgbie sasiadujacych tkanek
1 tworzenia odleglych przerzutow

Wigkszos¢ tych zmian jest wynikiem zmian genetycznych, ktore nie zostaly
usunigte przez systemy naprawcze DNA [27, 50, 57, 127, 166].

Jednym z nowotwordw, o ktorego przyczynach powstania i1 biologii komorek
nadal wiadomo niewiele jest czemniak.

1.1.1. Epidemiologia czerniaka

Statystyki swiatowe wskazuja, iz liczba zachorowan na czerniaka skory stale
rosnie. Najwicksza zachorowalnos¢ na ten nowotwor stwierdza si¢ w Australii
(26,0/100 000), a najnizsza w Chinach (0,3/100 000) [332]. Wzrost zachorowal-
nosci na czerniaka jest obserwowany we wszystkich krajach prowadzacych takie
statystyki.

W Polsce nowotwor ten nalezy do stosunkowo rzadkich nowotwordw zlosli-
wych — zajmuje pigtnaste miejsce wsrod wszystkich nowotworow [332], ale obser-
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wuje si¢ ciagly wzrost wspolczynnika zachorowalnosci z 0,8 w roku 1962 do
3,5/100 000 w roku 2002 [332].

1.1.2. Patogeneza czerniaka

Powszechnie uwaza si¢, iz czerniak powstaje z melanocytow, w wyniku zmian
genetycznych wywolanych glownie promieniowaniem UV, ale mechanizm moleku-
lamy tego procesu weiaz nie jest wyjasniony.

Istnigje jednak wiele obserwacji wskazujacych na roznice migdzy komdrkami
czemiaka 1 melanocytami, ktore dotycza;

— procesu wzrostu [23, 119, 234]

— przebiegu apoptozy [123, 267, 313]

— zdolnosci migracyjnych komdrek [33, 119, 136, 138, 151]

— mechanizmoéw chronigeych komérki przed dziataniem ukdadu immunolo-
gicznego [44, 148, 287, 292]

Na podkreslenie zastuguje rowniez obserwowana duza heterogennos¢ komorek tego
nowotworu [18, 44, 130].

Uwaza si¢, ze promieniowanic UV zwigksza w melanocytach produkeje¢ czyn-
nikéw wzrostu takich jak: CSF (czynniki stymulujace powstawanie kolonii), FGF
(czynnik wzrostu fibroblastow), TGF (transformujace czynniki wzrostu), ktore
przekazuja sygnal do komorki przy udziale drogi RAS/BRAF/MAPK {RAS - bial-
ko nalezace do bialek G aktywujace kaskadg kinaz, kinazy serynowo-treoninowe:
BRAF (typ B kinazy RAF), MAPK (mitogen-activated protein kinase)} [130].

Okazuje sig, z¢ mutacje genu kodujacego kinazg serynowo-treoninowa
B-Raf wystepuja w komorkach w ponad 60% wezesnych zmian melanocytarnych
prowadzacych do powstania czemiaka [68]. Innymi genami, w obrgbie ktorych
stwierdzono zmiany w komérkach czemiaka sa:

— gen INK4A/MTS] kodujacy biatko pl16 (w warunkach prawidlowych bial-
ko p16 hamuje dziatanie kompleksu: cyklina D1/Cdk4 w wyniku czego nie
dochodzi do fosforylacji biatka Rb 1 nastgpuje areszt komoérki w fazie G1) —
w postaci rodzinnej czemiaka uznany za gen supresorowy [44, 77, 234,

— gen CDKA4 kodujacy kinaze zalezng od cykliny Cdk4, ktéra tworzy kom-
pleks z cykling D1 [44, 234],

— gen HDM2 (biatko Hdm2 wiaze biatko p53 1 kieruje je do proteasomu) [44,
234],

— gen PTEN — w warunkach prawidlowych biatko PTEN jest fosfataza lipi-
dowa (defosforyluje PIP3 co prowadzi do zahamowania aktywacji kinazy
Akt) 1 biatkowa (defosforyluje np. kinaz¢ FAK, bialka szlaku MAPK), a je-
go dzialanie wplywa na proliferacje, apoptozg, proces adhezji komorek i ich
migracjg [333].

W dalszych etapach przemiany nowotworowej, komoérki czemiaka ze zmianami
genetycznymi, aby unikna¢ zniszczenia droga apoptozy podwyzszaja m.in.
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produkcj¢ bialek antyapoptycznych Bcel-2 [40] oraz obnizaja zawartos¢ Apaf-1
koniecznego do aktywacji kaspazy 9 [11].

Podkresla si¢ rowniez, iz w transformacji melanocyta w komédrke czerniaka
moga brac¢ rowniez udzial inne komdrki wystgpujace w skorze 1 towarzyszace mela-
nocytom np. keratynocyty [44, 58, 129].

W ostatnim czasie pojawiaja si¢ doniesienia informujace o istnieniu macierzys-
tych komorek nowotworowych w réznych nowotworach [266], w tym 1 w czemiaku
[84, 111, 266]. Dotychczas badania komorek macierzystych czemiaka dotyczyly
glownie ich charakterystyki morfologicznej 1 poszukiwania swoistych markerow
[84, 111]. Jakie jest pochodzenic tych komdrek dokladnie nie wiadomo.
Grichnik 1 wsp. uwazaja, ze komorki macierzyste czerniaka moga pochodzi¢ ze
zmutowanych komorek grzebieni nerwowych, komorek z ktorych pochodzg mela-
nocyty [111]. Nalezy jednak podkresli¢, iz dokladny mechanizm powstawania czer-
niaka ni¢ zostal jeszcze wyjasniony.

1.1.3. Terapia czerniaka

Glowna metoda leczenia czemiaka jest chirurgiczne usuni¢eie zmiany, gdyz na
chemioterapi¢ nowotwor ten wykazuje duza opormosc, a wrazliwo$¢ na radioterapig
jest bardzo zrdéznicowana i dotad nie znane sa mechanizmy takiego zachowania
komorek czemiaka. Pomimo usilnych poszukiwan skutecznych chemioterapeuty-
kéw, na terapi¢ odpowiada jedynie 18-24% chorych [306]. Radioterapia ze wzgledu
na bardzo zréznicowana wrazliwos¢ komorek czerniaka jest stosowana glownie
w pooperacyjnym leczeniu uzupelniajacym 1 paliatywnym, w ograniczaniu masy
przerzutdw, szczegolnie do kosci 1 mozgu [254]. Opornos¢ czemiaka w zaawanso-
wanych stadiach rozwoju na chemio- 1 radioterapi¢ sklania do poszukiwan metod
aktywujacych uklad immunologiczny pacjenta do walki z nowotworem. W tych
metodach podejmowane sg proby stymulacji ukladu immunologicznego przez rézne
cytokiny np. interferony, interleukiny [149, 204] oraz szczepionki ze zmodyfikowa-
nych komorek czerniaka [199] lub uczulonych antygenami czemiaka limfocytow T
[233].

Pomimo, iz czemiak jest nowotworem immunogennym i znane s SWoiste an-
tygeny komorek czerniaka rozpoznawane przez komorki ukladu immunologicznego
[124, 149, 204, 306], to wyniki immunoterapii nadal sa niczadowalajace, gdyz
np. tylko okolo 16% o0sob chorych odpowiadalo na interleuking 2 podawana w du-
zych dawkach [15, 303, 306]. Od kilku lat trwaja proby laczenia chemio-i immuno-
terapii zwane biochemioterapia, gdzie stosuje si¢ czynniki chemiczne oraz interfe-
ron o 1 interleuking 2, w metodzie tej jednak uzyskano rowniez niewielki efekt tera-
peutyczny [271, 303, 306].

Z¢ wzglgdu na brak skutecznych metod leczenia czerniak zaliczany jest do
tzw. ,nowotworow sygnalowych™ tzn. takich, ktore jako pierwsze testuje si¢ przy
badaniu nowych lekéw 1 metod leczenia. W zwigzku z niepowodzeniami terapeu-
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tycznymi trwaja intensywne badania nad znalezieniem nowych mozliwosci inter-
wengcji na poziomie molekularmych szlakéw odpowiedzialnych za wzrost czemiaka
[44, 46, 90, 127, 130, 261]. Wiadomo, Ze wzrost nowotworu jest wypadkowg proli-
feracji 1 $mierci komorek nowotworowych, dlatego szczegodlnie te dwa procesy
w ostatnich latach s intensywnie badane.

Do interesujacych doniesien nalezy zaliczy¢ wykrycie wystgpowania mutacji
w genie B-RAF wystepujacej w okolo 60% czemiakow [68] oraz amplifikacje genu
kodujacego czynnik transkrypcyjny zwigzany z procesem melanogenezy — MITF
(Microphtalmia Transcription Factor) [98]. Wyniki tych badan wskazuja potencjal-
ne cele w terapii czerniaka w fazie przerzutow, mutacje wyzej wspomnianego genu
kinazy B-Raf prowadza do aktywacji kinaz stymulujacych proliferacj¢ komorek
1 dlatego zablokowanie tych kinaz staje si¢ jednym z celow nowych terapii w czer-
niaku [130, 262].

Trwaja takze bardzo intensywne poszukiwania biomarkerow czerniaka, ktore
stanowilyby pomoc w wyborze terapii dla danego pacjenta i pozwalaly na monito-
rowanie jej skutecznosci.

Na koniecznos¢ doboru terapii dla okreslonego pacjenta wskazuja obserwacje
innych nowotworow np. raka pluc, gdzie tylko chorzy z mutacja w genie dla recep-
tora EGF (czynnik wzrostu naskorka) odpowiadaja na terapi¢ antagonistami EGF
[226]. Taka wigc preselekeja pacjentow przed rozpoczgciem leczenia zdecydowanie
polepsza wyniki terapii.

Wobec trwajacych poszukiwan sposobu skutecznego niszczenia komorek czer-
niaka w zaawansowanych stadiach jego rozwoju, stadiach z jakimi najczgsciej zgla-
szaja si¢ chorzy, pojawia si¢ potrzeba oceny pewnych parametréw biologicznych
np. tempa proliferacji komoérek oraz zdolnosci tych komoérek do umierania, w celu
oceny skutecznosci stosowanej terapii.

Zatem istnieje konieczno$¢ badan nad biologia czerniaka i znaczeniem jego
cech biologicznych w rozwoju nowotworu, aby mozna bylo okreslic, ktére jego
cechy najlepiej okreslaja charakter tego nowotworu 1 ktorymi najskuteczniej
mozna sterowac przy stosowaniu efektywnej terapii.

1.1.4. Progresja i stadia rozwoju czerniaka

Jak juz powyzej wspomniano przyjmuje si¢, ze czerniak skory powstaje
w wyniku transformacji nowotworowej melanocytéw znajdujacych si¢ w zmianach
melanocytarmnych.

Wyrdzniono nastepujace etapy tego procesu [200]:

— powstanie znamienia atypowego — dotyczy gldwnie czeriaka rodzinnego

— czemiak in situ

— czemiak pierwotny o poziomej fazie wzrostu

— czemiak pierwotny o pionowej fazie wzrostu

— czermniak przerzutowy
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Jednakze podzial ten wprowadzony przez Clarka [54] dotyczy glownie rodzin-
nej formy czemiaka, za§ w czemiaku spontanicznym znajduje potwierdzenie tylko
w 35% [129]. Szacuje sig¢, ze ze znamion melanocytamych pochodzi ponad 30%
czemiakow [129, 249], niestety zrodlo pochodzenia wigkszosci spontanicznych
czemiakdw jest nie znane. Rowniez nie sa jeszcze poznane swoiste biomarkery dla
poszczegolnych molekularnych stadiow rozwoju czerniaka.

Oprocz wyzej wymienionych okreslen opisujacych etapy rozwoju czerniaka
przy charakterystyce tego nowotworu podawany jest typ histopatologiczny tego
nowotworu. Do najczgsciej spotykanych typow histopatologicznych czerniaka nale-
73, [254]:

— posta¢ powierzchniowa — SSM (superficial spreading melanomay), 60-70%

wsrod wszystkich czemiakdw

— postac¢ guzkowata — NMM (nodular malignant melanoma), 15-30%

— czemiak w plamie soczewicowate] — LMM (lentigo malignant melano-

ma), 5%
— czemiak powierzchni dloni lub podeszwy — ALM (acral lentiginous mela-
noma); 2-10%
Do oceny progresji czemiaka stuzy skala TNM (Tumor, Nodes, Metastasis).

W Kkliniczne] ocenie najistotniejsze w prognozowaniu rozwoju czemiaka sa
grubos¢ zmiany oraz brak lub obecno$¢ komorek przerzutowych w wezlach chlon-
nych. Ustalono, iz grubos¢ zmiany do 2 mm daje szans¢ pigcioletniego przezycia
prawie 90% chorych, zas 4 mm zmiana daje taka szansg¢ juz tylko dla nieco ponad
40% chorych [257]. Zatem wczesna diagnoza czemiaka daje osobie chorej zdecy-
dowanie wigksza szans¢ przezycia. Innymi czynnikami branymi jeszcze pod uwage
przy ocenie klinicznej moga by¢: wiek, ple¢, miejsce lokalizacji zmiany, a przy
badaniu histologicznym: owrzodzenie, liczba mitoz, regresja [ 16, 44, 76, 278, 306)].

Z wiadomosci przytoczonych powyze] wida¢ wyraznie, iz wyniki molekular-
nych badan nad biologia czerniaka, w diagnostyce tego nowotworu nie znajduja
jeszcze powszechnego zastosowania. Z tego wzglgdu trwaja bardzo intensywne
poszukiwania parametréw biologicznych, ktdre znalazlyby praktyczne zastosowanie
w ocenie klinicznej.

Ostatnie lata dostarczyly wielu informacji z zakresu angiogenezy 1 limfogenezy
w nowotworach oraz roli tych procesdéw w przezyciu, wzroscie 1 rozwoju wielu
réznych nowotworow [44, 125, 242, 308]. Komorki czerniaka okazaly si¢ tu wyjat-
kowymi komdrkami, ze wzglgdu na mozliwo$¢ nabywania cech fenotypowych
komorek $rédblonka i zdolnosei do tworzenia kanaléw krwionosnych [128]. Zjawi-
sko to nazwano ,,vascuologenic mimicry — ,naczyniowa mimikra~ i wiadomo juz,
ze odgrywa ono istotna rolg w progresji tego nowotworu [128, 242].

Dos¢ dobrze poznano interakcje komorek czerniaka z ukladem immunologicz-
nym, zjawisko supresji tego ukladu przez komorki nowotworowe [44, 148, 287,
292], ale nadal niewicle wiemy o roli oddzialywan migdzy komoérkami nowotwo-
rowymi a komdrki prawidlowymi otaczajacymi rozwijajacy si¢ nowotwor takimi
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jak: keratynocyty, fibroblasty, komorki srodblonka, w rozwoju 1 progresji tego no-
wotworu [44, 38, 129].

Komoérki barwnikowe pochodzace ze znamion melanocytamych czy pierwot-
nych czemiakéw moga podlegac réznicowaniu lub smierci, ale mechanizmy tych
procesow sa rowniez stosunkowo malo poznane.

Przeciwciala uzywane do identyfikacji markerow powierzchniowych komorek
czerniaka (HMB 45, vimentyna, biatko S 100) pozwalaja odrdzni¢ ten nowotwor od
innych, ale niec pozwalaja na wczesne jego wykrycie.

Niektorzy badacze podkreslaja, iz nalezy rowniez wréci¢ do opisywanej hetero-
gennosci komodrek czerniaka [18, 44, 130]. Szczegdlnie wobec wykrycia istnienia
komorek macierzystych dla tego nowotworu [84, 111, 266]. Znalezienie substancji
niszczace] komdrki macierzyste czerniaka by¢ moze pozwolitoby skutecznie wal-
czy€ z jego rozwojem.

Zatem badania nad poznaniem biologii czerniaka trwaja 1 sa prowadzone
w wielu kierunkach, aby wykry¢ cele molekularne, ktore moglyby by¢ przydatne
W terapii tego nowotworu.

Badania nad biologia czemiaka opieraja si¢ glownie na badaniu komérek linii
wyprowadzanych z réznych stadiow rozwojowych czerniaka i pordéwnywaniu ich
zachowan. Taki jednak material pochodzi od r6znych osob i uniemozliwia obserwa-
cje zmian w trakcie rozwoju czemiaka. Z tego wzgledu do badan nad zmianami
w biologii czemiaka bardzo przydatne sa modele zwierzgce zapewniajace jednorod-
ny, powtarzalny material badawczy.

Zatem wykorzystywane w obecnych badaniach dwie linie: melanotyczna
1 amelanotyczna (powstala w wyniku spontanicznej przemiany z linii melanotycz-
nej) czerniaka przeszezepialnego chomika stanowia znakomity model badawczy
umozliwiajacy prowadzenie powtarzalnych badan poréwnawczych nad biologia
tych dwoch form czerniaka, rdézniacych si¢ cechami biologicznymi.

Czemiak amelanotyczny wystepuje rowniez u czlowieka 1 jest dos¢ rzadko spo-
tykana forma tego nowotworu (stanowi 2—12% wszystkich czerniakow). Niewiele
takze wiadomo o biologii czemiaka amelanotycznego, wiedza nasza pochodzi
glownie z obserwacji poszczegoélnych chorych.

1.1.5. Czerniak amelanotyczny czlowieka jako stosunkowo malo poznana
forma tego nowotworu

Z¢ wzglgdu, 1z materialem badawczym w obecnej pracy jest m.in. linia amela-
notyczna czeriaka przeszczepialnego uzasadnione wydaje sie przedstawienie zary-
su dotychczasowej wiedzy o czemiaku amelanotycznym, opartej gléwnie na wyni-
kach badan czerniaka u czlowieka.

Cechg czerniaka jest rézna zawarto$¢ melaniny w komoérkach, dlatego zmiany
nowotworowe przybieraja barwe od czamej poprzez brazowa, niebieska, az do bia-
Iej [165]. Komorki czemiaka amelanotycznego wykazuja bardzo niska zawartose
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lub brak melaniny. Czeriaki z mala iloscia barwnika lub jego brakiem przy badaniu
makroskopowym moga przypominac pierwotne lub przerzutowe zmiany innych
nowotworow [118, 180, 216, 314].

Wobec wspomnianego juz faktu, iz nie ma jednoznacznego markera dla komo-
rek czerniaka, identyfikacja czemiaka amelanotycznego stanowi wyzwanie dla pato-
logdéw 1 wymaga duzego doswiadczenia przy rozpoznawaniu tej formy nowotworu.
Nicktorzy patolodzy uwazaja, ze przy braku ogniska pierwotnego nowotworu, iden-
tyfikujac nowotwor z przerzutéw, czemiaka mozna rozpoznawaé stwierdzajac w
komorkach obecnos¢ markera procesu melanogenezy (np. HMB 45) 1 sprawdzajac
w mikroskopie elektronowym obecno$¢ melanosomow w komorce [165].

1.1.5.1. Czestotliwo$¢ wystepowania czerniaka amelanotycznego i prognozy
dla oséb chorych

Czemiak amelanotyczny, jak juz wspomniano powyzej, jest forma nowotworu
wystgpujaca stosunkowo rzadko, ale uznawany jest za forme bardziej zlosliwa
1 gorzej rokujaca niz forma melanotyczna czemiaka. Szacuje sig, 12 stanowi on od
2% [13, 32, 118] do 12% [101, 179, 314] wszystkich form czerniaka. Zaobserwo-
wano, iz szczegolnie czgsto czerniak amelanotyczny skéry wystgpuje w nastepuja-
cych histopatologicznych formach: postaci guzkowatej czerniaka (NMM; okolo
50%) 1 w czerniaku powierzchni dloni lub podeszwy (ALM; 25%) [165].

Ze wzgledu na trudnosci w diagnostyce, czemiak amelanotyczny czesto jest
wykrywany juz w bardzo zaawansowanych stadiach rozwoju (4-5 stopien
wg Clarka) 1 wtedy sredni czas przezycia wynosi 13 miesigey [12].

Redondo 1 wsp. zwracaja uwagg, iz forma amelanotyczna czerniaka moze po-
wsta¢ w bliznie pourazowej [245], a Ferrari 1 wsp. wykazali, iz czerniak amelano-
tyczny stanowil okolo 78% czemiakoéw u dzieci [87].

W 35%—60% przerzutdéw wystepuje czerniak amelanotyczny [156, 232], nawet
jesli forma pierwotna byla melanotyczna. Spotyka si¢ rowniez przerzuty z komor-
kami melanotycznymi i1 amelanotycznymi [156, 232]. Nie ma pelnej zgodnosci
w kwestii czy prognozy dla chorych z forma amelanotyczng przerzutdw sa gorsze
w porownaniu z chorymi z forma melanotyczng przerzutdw; podczas gdy
Huvos 1 wsp. opisuja, iz osoby z forma amelanotyczna przerzutéw zyly krocej
[143], to Giuliano 1 wsp. wykazali podobny czas przezycia u chorych z przerzutami
melanotycznymi 1 amelanotycznymi [118].

Takze Ariel 1 wsp., obserwujac, iz dziesigcioletnie przezycie wsrod chorych
z czemiakiem amelanotycznym wynosi 20%, a z melanotycznym 63%, wskazuja na
bardziej agresywny charakter czerniaka amelanotycznego [12].

Podkresli¢ jednak nalezy, ze zaréwno w pismiennictwie krajowym [255, 273]
jak 1 swiatowym [44, 61, 278] pojawia si¢ stwierdzenie, iz utrata melaniny przez
komorki czerniaka jest wyrazem niskiego zroznicowania morfologicznego komoérek
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1 pociaga za soba szybkie tempo wzrostu, wzmozong ztosliwos¢ oraz wiaze si¢ ze
zlym rokowaniem.

Z powodu jednak braku systematycznych badan nad biologia czemiaka amela-
notycznego, wciaz istnieja kontrowersje czy utrata melaniny moze by¢ czynnikiem
prognostycznym [273].

Jednakze od momentu opisanych powyzej badan, przeprowadzonych wpraw-
dzie na duzej grupie chorych 20 lat temu, pomimo uzyskania niejednoznacznych
wynikow, powszechnie przyjmuje sie, iz stopien melanizacji komoérek czerniaka nie
ma wplywu na czas przezycia chorych. Konsekwencja tego zalozenia jest stosowa-
nie jednakowych terapii w leczeniu obu form czerniaka lub nie przywiazywanie
wagi do stopnia melanizacji komorek linii czemiaka, na ktorych wykonuje si¢ bada-
nia wrazliwos$ci tego nowotworu na chemioterapeutyki.

1.1.5.2. Biologia czerniaka amelanotycznego

Jak juz wspominano wezesniej utrate barwnika w komdrkach czerniaka amela-
notyczego wigze si¢ z mnigjszym zrdéznicowaniem komorek tego nowotworu 1 jego
szybszym tempem wzrostu [61]. Nie zostalo jednak dotad ustalone na ile jest to
wynik zwigkszonej proliferacji, a na ile mniejszej liczby komorek ginacych w czer-
niaku.

Jednoczesnie podkresla sig, iz proliferacja 1 zdolno$¢ do apoptozy moga byc
czynnikami prognostycznymi w wielu nowotworach [72, 106, 134, 210]. Niektorzy
badacze zwracaja uwagg na wartos¢ indeksu mitotycznego jako dodatkowego ele-
mentu, ktdéry powinien by¢ brany pod uwagg przy prognozach czerniaka [19, 93,
181]. Czerniak zaliczany jest do nowotwordw o wysokim stopniu proliferacji komo-
rek [61].

Na podstawie badan doswiadczalnych nalezy rowniez rozwazac, co zyskuje
komorka czemiaka przez zablokowanie syntezy melaniny. Costa i wsp. zwracaja
uwagg, iz brak melanogenezy oznacza mniejsze zrdéznicowanie komorek, co sprzyja
proliferacji komérek [61], zas Slingluff 1 wsp. stwierdzili, iz komorki czerniaka nie
wykazujac ekspresji antygenéw zwiazanych z melanogeneza unikaja rozpoznania
1 zniszczenia przez limfocyty cytotoksyczne [276].

Bardzo malo prac porownuje biologiczne cechy takie jak np. proliferacjg komo-
rek, ekspresj¢ antygendéw 1 receptorow w komorkach czemiaka melanotycznego
1 amelanotycznego [59, 155, 236]. Costa 1 wsp. zaobserwowali, 1z przerzuty czer-
niaka amelanotycznego wykazuja tendencjg do wzrostu liczby komoérek proliferuja-
cych (8,3%) w pordéwnaniu z przerzutami czeriaka melanotycznego (5,9%), a jed-
noczesnie przerzuty z wigkszym odsetkiem komdrek proliferujacych wiazaly sig
z krotszym czasem przezycia pacjentdw [61]. Autorzy te] pracy podkreslaja, iz ba-
dane komorki pochodzace z wszystkich przerzutdw wykazywaly duze zroznicowa-
nie w zawartosci komdrek dzielacych si¢ od 0,01% do 31,7% (Srednia 8,0%). Ten
rozrzut nie zalezal od zadnej wyrdznianej w patologii cechy czemiaka np. typu hi-
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stologicznego, grubosci zmiany, obecnosci lub braku owrzodzenia. Zatem, odsetek
komorek dzielacych si¢ moze odzwierciedla¢ indywidualne biologiczne zrdznico-
wanie tego nowotworu, nie zwigzane z wyréznianymi powyzej patologicznymi
cechami [61].

Obserwagcje te wyraznie wskazuja, 1z cechy biologiczne czerniaka powinny by¢
brane pod uwagg w patologii jako czynnik rokowniczy, jak rowniez determinujacy
wybdr terapii. Na konieczno$¢ podjecia badan porownawczych nad biologig czer-
niaka melanotycznego 1 amelanotycznego zwracano juz uwagg od ponad dziesigciu
lat [4].

1.1.5.3. Mechanizm amelanizacji komorek czerniaka

Etiologia czerniaka amelanotycznego jest niewyjasniona, ni¢ poznany jest
bowiem mechanizm utraty melaniny przez komodrki czemiaka. W pismiennic-
twie zwraca si¢ uwagg, iz zmiany wydaja si¢ dotyczy¢ gléwnie postranslacyjnej
modyfikacji tyrozynazy — enzymu melanogenezy, poniewaz w komorkach czer-
niaka amelanotycznego stwierdzano aktywnos$¢ tego enzymu, pomimo braku
melaniny.

Proby wyjasnienia tego problemu podjal prof. Andrzej Bomirski badajac li-
ni¢ melanotyczng 1 amelanotyczng czerniaka przeszczepialnego chomika.
W swojej rozprawie habilitacyjnej postawil hipotezg, iz u podstaw powstania
linii amelanotycznej byl brak melanosoméw — organelli, w ktorych zachodzi
synteza melaniny oraz zatrzymanie tyrozynazy — gldéwnego enzymu melanoge-
nezy — w pgcherzykach Aparatu Golgiego [30].

Dwadziescia lat pozniej, obserwacje te potwierdzili Halaban i wsp. wykazu-
jac zatrzymanie tyrozynazy w siateczce szorstkiej 1 podwyzszona jej degradacje
w proteasomach komorek czerniaka amelanotycznego [121]. Proteoliza tyrozy-
nazy w proteasomie zachodzi réwniez w komoérkach czemiaka melanotycznego,
ale w znacznie mnigjszym stopniu, a jej wynikiem jest pojawienie si¢ na po-
wierzchni komorek czerniaka charakterystycznych antygendéw, rozpoznawanych
przez limfocyty T, takich jak TRP1/gp75; gpl100. Poza tym, tyrozynaza w ko-
moérkach czerniaka amelanotycznego ma nieco mnicjsza masg czasteczkowa
okolo 70 kD w poréwnaniu z tyrozynaza melanocytéw (okolo 80 kDa) i1 tworzy
dimery [121]. Zmieniona tyrozynaza jest transportowana do proteasomu, gdzie
ulega degradacji [121].

Kontynuujac te badania Halaban 1 wsp. w roku 2002 wykazali, iz obnizenie
aktywnosci tyrozynazy i zatrzymanie enzymu w siateczce jest spowodowane
zmianami metabolicznymi obserwowanymi w komorkach czemiaka amelano-
tycznego, w poréwnaniu z komoérkami czemiaka melanotycznego 1 melanocy-
tami [122]. Komoérki czemiaka amelanotycznego charakteryzuja si¢ podwyzszo-
nym transportem protonéw wodoru na zewnatrz, co prowadzi do zakwaszania
srodowiska zewnetrznego — cecha bardzo wyraznie obserwowana w hodowlach
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in vitro. Wyzsza aktywnos¢ pomp protonowych w komoérkach tego czerniaka
w porownaniu z melanocytami oraz zaleznos$¢ aktywnosci tyrozynazy od warto-
sci pH wskazuja, iz aktywnos¢ tego enzymu moze by¢ roéwniez regulowana
w komorkach czerniaka na poziomie posttranslacyjnym poprzez zmiany we-
wnatrzkomérkowego pH [122].

Zaobserwowano roéwniez, iz komoérki czemiaka amelanotycznego maja pod-
wyzszong zdolnos¢ do glikolizy [10, 122], w tym 1 komorki linii amelanotycznej
czemiaka przeszczepialnego chomika [265]. Zwigkszenie tej zdolnosci traktowane
jest jako adaptacja komoérek nowotworowych do pogarszajacych sig warunkow
tlenowych mogaca poprzedza¢ stadium tworzenia przerzutow. Przy podwyZszonej
glikolizie dochodzi do zakwaszania $rodowiska zewngtrznego 1 selekeji komorek
nowotworowych zdolnych do przezycia w warunkach obnizonego pH [99]. Wia-
domo, iz komorki prawidlowe w zakwaszonym srodowisku ponizej 7,2 pH gina na
drodze apoptozy lub nekrozy [99, 122]. Zatem komorki nowotworowe z podwyz-
szong glikoliza musza wyksztalci¢ mechanizmy broniace je przed $miercia
w wyniku zmian stgzenia jonow wodorowych w cytoplazmie lub podwyzszaé ak-
tywno$¢ mechanizmdw transportujacych protony na zewnatrz.

Komoérki nowotworowe zakwaszajac srodowisko przyczyniaja sie do smierci
otaczajacych je komorek prawidlowych, aktywuja metaloproteazy i1 katepsyny ula-
twiajace inwazj¢ do przylegajacych tkanck, a takze promuja tworzenic nowych
naczyn [99, 122]. Przypuszcza sig, iz do wzrostu glikolizy przyczynia si¢ system
czynnikéw transkrypeyjnych HIF (Hypoxia Induced Factors), zwiazanych z hipok-
sja — chociaz dokladny mechanizm ich dzialania ni¢ jest wyjasniony [99]. Istnigja
tez doniesienia, iz serynowo-treoninowa kinaza Akt, ktdrej wzrost ekspresji obser-
wowano w wielu nowotworach, w tym 1 w czerniaku [44], stymuluje glikolizg
w komorkach nowotworowych [83]. Amelanizacja wydaje si¢ by¢ zatem jednym
z czynnikow adaptacji komoérek czerniaka amelanotycznego do warunkéw obnizo-
nej zawartosci tlenu.

Zmiany pH w komorce nowotworowej wplywaja rowniez na jej proliferacjg
1 apoptozg [99, 122, 206], co z punktu widzenia naszych badan wydaje si¢ szczegol-
nie godne podkreslenia. W apoptozie obserwowano obnizenic pH w komorkach
ginacych, ale dokladnie nie okreslono znaczenia tego parametru dla przebiegu apop-
tozy [201, 206].

W komorkach czemiaka amelanotycznego poza obnizona aktywnoscig tyrozy-
nazy zwraca si¢ uwage na:

— dzalanie onkogendw obnizajacych aktywno$¢ czynnika transkrypeyjnego —

MITF - zwiazanego z melanogeneza [ 121, 236, 323,
— obnizenie zawartosci biatka TRP-1 (Tyrosinase-Related Protein-1) ko-
niecznego do syntezy melaniny [323].
Zatem brak pigmentacji w komorkach czerniaka amelanotycznego jest procesem
zlozonym 1 jeszcze nie do konca wyjasnionym.

Z przegladu pismiennictwa dotyczacego biologii czerniaka amelanotycznego

wynika, iz sporo wiadomo o mechanizmie utraty melaniny, ale nadal bardzo malo
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wiemy o przebiegu innych procesow w komorkach tego nowotworu, a prace po-
réwnujace biologi¢ czemiaka amelanotycznego z melanotycznym sa nieliczne. Wy-
daje sig, iz ten niedobor informacji o biologii czerniaka amelanotycznego wynikaé
moze z niedostatecznej liczby odpowiednich modeli badawczych pozwalajacych
poréwnywa¢ czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego.

Powstaje zatem pytanie jakie znaczenie dla biologii czerniaka ma utrata barw-
nika, w aspekcie klinicznym, dla wyboru sposobu leczenia, prognozowania czasu
przezycia, obserwowana w duzej czgscl przerzutdw czemiaka melanotycznego.
Wskazuja na to istotne braki w informacji dotyczacej formy amelanotycznej czer-
niaka, o ktdrej istnieniu nawet w podrgcznikach onkologicznych zaledwie wspomi-
na si¢. Czasami umieszcza si¢ tam tylko informacjg, iz forma amelanotyczna jest
forma czerniaka rzadko spotykana zapominajac, ze to stwierdzenie dotyczy glownie
czemiaka pierwotnego. Nie bierze si¢ pod uwage faktu, iz amelanizacja komorek
czerniaka melanotycznego towarzyszy progresji tego nowotworu, ¢zego przejawem
moga by¢ przerzuty amelanotyczne, wystgpujace stosunkowo czgsto.

Modele zwierzece czeriaka przeszezepialnego cho¢ nie sa kopia czemiaka
u czlowieka, to jednak maja z nim wicle cech wspolnych pozwalajacych badac pro-
ces powstawania czy progresji nowotworu. W swietle przytoczonych powyzej da-
nych nalezy jeszcze raz podkresli¢, iz badany w obecnej pracy czerniak przeszcze-
pialny chomika z liniag melanotyczng i amelanotyczna stanowi bardzo cenny model
w badaniach nad biologig czemiaka, testowaniem nowych metod terapii czy rozwo-
ju technik diagnostycznych szczegdlnie dla formy amelanotyczngj, glownie
ze wzgledu na brak takich badan nad czerniakiem u czlowicka.

1.2. Czerniak przeszczepialny chomika jako model badawczy do badan
nad biologig czerniaka

Z¢ spontanicznie powstalego czeriaka przeszczepialnego chomika wyprowa-
dzono kilka linii, z ktérych linia melanotyczna 1 amelanotyczna sa liniami zasadni-
czymi.

Linia melanotyczna zostala wyprowadzona z czerniaka skory, ktory pojawit
si¢ spontanicznie w hodowli chomikow Zocistych w 1959 r. 1 opisana zostala przez
Bomirskiego w 1977 r. jako linia Ma [30].

Linia amelanotyczna powstala na skutek samoistnej przemiany z formy mela-
notycznej, w 1963 1. 1 zostala opisana przez Bomirskiego w 1977 r. jako linia Ab
[30]. Utrata barwnika, a wigc zmnigjszenie zroznicowania komorek laczylo sig ze
zwigkszong agresywnoscig formy amelanotycznej 1 przejawialo si¢ m.in. szybszym
tempem wzrostu nowotworu oraz szybsza $miercia zwierzat obarczonych tym no-
wotworem [30, 31].

Najwaznigjsze roznice pomigdzy komorkami czemiaka melanotycznego
1 amelanotycznego zestawiono w tabeli 1.
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Tab. 1. Patobiologiczne cechy dwoch linii: melanotycznej 1 amelanotycznej czemia-
ka przeszczepialnego chomika syryjskiego.

Aparat Golgiego stabo rozbu-
dowany.

Liczne rybosomy.

LINIA MELANOTYCZNA | LINIA AMELANOTYCZNA
/Ma/ /Ab/
Pochodzenie [31] spontanic.zny czerpiak skory spon.taniczna przemiana z
chomika zlocistego. czemiaka melanotycznego.
Rok pojawienia si¢ nowotworu [31]
1959 1963
Ilo$¢ masy nowotworu zapewniaja-
ca 100% przeszezepialnosé (mg) 200 50
[31]
Sredni czas przeszezepu (dni) 21+3 12+2
Czas przezycia chomika z prze-
szczepionym czerniakiem (dni) [31] 81538 27+ 15
Najezestsze miejsca lokalizacji pluca, .
przerzutow [31] lokalne wezly chlonne nerki, watroba
Histologiczna struktura i ultrastruk- | Komoérki nablokopodobne. | Komorki wieloboczne
tura [31,28] Obecne sq melanosomy i preme- | Brak melaniny 1 melanoso-
lanosomy. mow.

Aparat Golgiego dobrze roz-
budowany.

DOPA i tyrozynaza obecne w
pecherzykach rejonu trans-AG
Bardzo liczne rybosomy.

(nmol/mg biatka) [168]
2. heterogenno$¢ [171]

3. plynno$é 1 uporzadkowanie
fosfolipidow blony komoérkowej
[173]

4. zawartosé P-glikoproteiny [174]

3 frakcje biatkowe
6 frakeji glikoprotein

P-gp obecna w 70% komorek.

Mitozy nieliczne. Mitozy liczne.
RER i SER skapa. RER skapa, a SER obfita.
Mitochondria nieliczne. Mitochondria nieliczne
Budowa blony komorkowej
1.zawartos¢ glikoprotein 1702 631

1 frakcja biatkowa

8 frakeji glikoprotein
Obnizony stopien uporzadko-
wania fosfolipidow; wigksza
plynnosé blony.

P-gp obecna w 10% komorek.

5. zawarto$¢ gangliozydow [248] Wyzsza zawartos¢ GM3, obni- | Obnizona zawartos¢ GM3,
zona GD3. podwyzszona GD3.
Antygenowos¢ [169] Zmieniona
Immunogennos¢ [170,172] Silniejsza niz linii Ma
Ploidia [321] In 3n
Promieniowrazliwos¢ [228] wyzsza

Wybrane cechy biochemiczne
1. aktywnosé tyrozynazy [31]
2. glikoliza [265]

3. aktywnos¢ enzymow antyoksy-
dacyjnych [331]

Wysoka aktywno$¢ tyrozynazy.

Wyzsza aktywnosé dysmutazy
nadtlenkowe] 1 peroksydazy
glutationowej

Zachowana aktywnosé tyrozy-
nazy, ale zdecydowanie nizsza
niz w Ma.

Wyzsza zdolnosé¢ do glikolizy
tlenowej 1 beztlenowe;.




1. Wstep 25
Tab. 1. Pathobiological data on Syrian hamster transplantable melanotic and
amelanotic melanoma lines.
MELANOTIC MELANOMA AMEIANOTIC MELANOMA
/Ma/ /Ab/

Manner of apperance [31]

Developed from a spontaneous
malignant melanoma of the

Formed by a spontaneous
alteration of melanotic mela-

(days) [31]

skin. noma.
Year of appearance [31] 1959 1963
Amount of tissue causing 100%
transplantability (mg) [31] 200 0
Transplantation interval (days) 21 £3 1242
Survival time of implanted hamster
81+358 27+£15

Most frequent location of metasta-
ses [31]

Lung and regional lymph nodes

Kidneys, liver

Histological structure and ultra-
structure [31,28]

Epithelioidal cells
Melanosomes and premelano-
somes.

Golgi area is extensive.

Many ribosomes
Mitosis are rare.
RER and SER developed.

Mitochondria are scarce.

Polygonal cells

Without melanin and melano-
somes

Golgi area is very extensive
DOPA and tyrosinase in the
vesicles of the trans GA area
A lot of ribosomes.

Mitosis are frequent

RER developed and SER very
well developed.
Mitochondria are scarce.

Plasma membrane structure:
1. content of carbohydrates
(nmol/mg of protein) [168]
2. heterogeneity [171]

3. membrane fluidity and molecu-
lar mobility in the plasmatic mem-
brane [173]

4. expression of P glycoprotein
[174]

1702

3 protein fractions
6 glycoprotein fractions

70% cells were Pgp positive

631

1 protein fraction

8 glycoprotein fractions
Lower degree of order in the
phospholipid  bilayer;  in-
crease in membrane fluidity
10% cells were Pgp positive

5. gangliosides content [248] higher content of GM3 lower content of GM3

lower content of GD3 higher content of GD3
Antigenicity [169] Altered in comparison to Ma
Immunogenicity [170, 172] Stronger than in Ma
Ploidy [321] 4n 3n
Radiosensitivity [228] Higher than in Ma

Main biochemical features
1. tyrosinase activity [31]

2. ghcolysis [265]
3. antioxidant enzymes activity

[331]

High tyrosinase activity

Higher activity of superoxide
dismutase and glutathione
peroxidase

Tyrosinase activity much
lower than in Ma
Higher ability to glycolysis
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Jak wykazal prof. Bomirski, w ciagu kilkunastu lat pasazowania, zostaly za-
chowane fenotypowe réznice migdzy linia Ma 1 Ab, dotyczace m.in. zawartosci
melaniny 1 tempa wzrostu tych nowotwordw [30].

Jak juz wspomniano cecha zmiany zréznicowania komorek czerniaka amelano-
tycznego, w porownaniu z linig rodzima — Ma, jest brak melaniny przy zachowaniu
tyrozynazy, chociaz o zdecydowanie nizszej aktywnosci w pordéwnaniu z komorka-
mi linii melanotycznej [30]. Trzeba podkresli¢, iz zachowanie aktywnosci tyrozyna-
zy jest unikalng cecha komorek linii Ab, wsrdd opisywanych innych zwierzgcych
linii czemiaka amelanotycznego [30] i upodabnia te komorki do komorek czerniaka
amelanotycznego u czlowicka w ktdrych stwierdza si¢ tyrozynaze [30, 121]. Ko-
morki linii Ab wykazuja szereg zmian w ultrastrukturze, w tym 1 w budowie blony
komorkowej (tab. 1). Nalezy podkresli¢, iz zasadnicze cechy takie jak zawartos¢
melaniny, agresywnos¢ (ztosliwos¢) obu linii czerniaka przeszezepialnego chomika
sa podobne do opisywanych cech czeriaka melanotycznego 1 amelanotycznego
czlowieka [30].

Z¢ wzglgdu na trudnosci w pozyskiwaniu materialu u czlowicka model ten jest
szczegolnie przydatny do badan biologii tych dwéch form czemiaka. Dotychczaso-
we badania nad czerniakiem przeszczepialnym chomika dotyczyly glownie charak-
terystyki morfologicznej, biochemicznej, immunologicznej komoérek linii Ma 1 Ab
[28, 31, 168-174, 248, 265, 331].

Wobec nickwestionowanej roli apoptozy w rozwoju nowotworow celowe wy-
daje si¢g poréwnanie parametrow charakteryzujacych ten proces w komdrkach obu
linii 1 okreslenie czy obserwowane wraz z rozwojem czerniaka zmiany jego cech
biologicznych takich jak np. tempo wzrostu, stopien zréznicowania komoérek moga
by¢ zwigzane ze zmianami w zdolno$ci do apoptozy komdrek nowotworowych.

1.3. Apoptoza

Jednym z zagadnien w biologii nowotworéw bardzo intensywnie badanym
w ostatnich latach jest smier¢ komdrek nowotworowych, zachodzaca droga apopto-
zy. Apoptoza uwazana jest za jedna z najczgstszych drég usuwania komorek nie-
prawidlowych np. komorek zmienionych genetycznie, zainfekowanych wirusami.
Wyniki badan nad apoptoza maja umozliwi¢ opracowanie metod eliminacji komo-
rek nowotworowych wlasnie ta droga. Prowadzone sa poszukiwania czynnikoéw
indukujacych apoptyczna $mier¢ komorek nowotworowych. Jednoczesnie wobec
doniesien, iz komdrki nowotworowe potrafia skutecznie broni¢ si¢ przed zniszcze-
niem droga apoptozy, trwaja badania nad zmianami w przebiegu apoptozy w tych
komorkach.

Znalezienie zmian odpowiedzialnych za obnizenie zdolnosci komoérek nowo-
tworowych do apoptozy umozliwi poszukiwanie nowych metod w leczeniu nowo-
tworow opartych by¢ moz na odblokowywaniu zdolnosci do apoptozy
w komdrkach nowotworowych i ich zniszczeniu ta droga.
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1.3.1. Ogolna charakterystyka procesu

Historia badan nad smiercia komorki sigga XIX wieku. Termin ,apoptoza”
w roku 1971 zostal wprowadzony przez australijskiego badacza Johna Kerr’a [158].
Opisal on charakterystyczna morfologi¢ komorki ginacej spontanicznie: komoérka
tracila wodg¢, organella nie zmienialy si¢, a chromatyna ulegala kondensacji. Kilka
lat pdzniej opisano degradacje DNA prowadzong przez aktywowane w czasie apop-
tozy endonukleazy, a powstajacy obraz tzw. drabinki przez wiele lat byt podstawo-
wym markerem apoptozy [334]. Przelomem w badaniach nad $miercia komorki
bylo odkrycie, iz jest to proces regulowany genetycznie — smier¢ zaprogramowana
komérek Caenorhabditis elegans w czasie rozwoju tego nicienia [110]. Molekular-
ny mechanizm programowanej smierci jest ewolucyjnie konserwatywny 1 przebiega
podobnie u zwierzat wyzszych, w tym 1 u czlowieka. Ostatnie lata wskazuja, iz za-
chodzi on takze w komoérkach roslinnych [82, 272].

Powszechnie przyjmuje si¢, ze wraz z przemiana komorki prawidlowe]
w nowotworowa, komorka rozwija mechanizmy, ktore pozwalaja jej skutecznie
broni¢ si¢ przed apoptoza [125]. Rozregulowanie programu $mierci komérek moze
leze¢ u podstaw wielu proceséw patologicznych, w tym powstawania nowotworow
[38, 117,125,133, 159, 344]. Poznanie dokladnych zaburzen mechanizmu apoptozy
W procesie nowotworzenia jest problemem niezmiemie interesujacym, gdyz stwarza
mozliwos¢ nowych terapeutycznych interwencji.

Komoérka apoptyczna daje rowniez sygnaly innym komoérkom o swojej smierci
np. poprzez cksternalizacje fosfatydyloseryny, co jest sygnalem dla komoérek fago-
cytujacych. Sekwencja molekularnych zdarzen zachodzacych w czasie apoptozy
komorki, zalezy od typu komdrki oraz rodzaju czynnika wywolujacego smierc,
dotyczy to zarowno komérek prawidtowych, jak 1 nowotworowych [9].

Apoptoza jest procesem zlozonym, w ktorym istotna rolg odgrywaja mechani-
zmy epigenetyczne, regulujace aktywnos¢ bialek bioracych udzial w tym procesie
[86]. Obecnos¢ réznych form danego bialka (jako wynik alternatywego skladania
transkryptu w czasie dojrzewania mRNA) oraz postranslacyjna modyfikacja bialek
(fosforylacja, defosforylacja, proteoliza) sprawiaja, iz dane biatko moze pelni¢ funk-
cje zardwno pro- jak 1 antyapoptyczne [9].

Podstawowe drogi prowadzace do $mierci apoptycznej komorki to:

— droga receptorowa (zewnatrzpochodna)

— droga mitochondrialna (wewnatrzpochodna)

W drodze zewnatrzpochodne) nastepuje aktywacja powierzchniowych recepto-
row $mierci, wsrdd ktorych najlepiej poznane to: TNFR1, Fas, TRAILRI/R2. Ak-
tywacja tych receptoréw przez odpowiednie ligandy: TNF-o (czynnik martwicy
nowotworow), FasL. (ligand dla receptora Fas), TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand) wydzielane przez np. komérki ukladu immunologicznego, prowa-
dzi do aktywacji prokaspazy 8, a nastgpnie gtownej kaspazy wykonawczej — kaspa-
zy 3, aktywujacej dalsze czynniki zaangazowane w faz¢ samozniszczenia komoérki
[34, 108, 116].



28 Miroslawa Cichorek

W drodze wewnatrzpochodnej czynnik indukujacy apoptozg pochodzi z wng-
trza komérki np. z uszkodzenia DNA. W drodze tej zasadnicza rol¢ odgrywaja mi-
tochondria [107, 109, 177, 225]. Jedna z najwczesniej wystepujacych zmian w tych
organellach jest spadek potencjalu transblonowego (AY), po ktérym nastgpuje
uwolnienie z przestrzeni mi¢dzyblonowej do cytoplazmy czynnikow apoptogen-
nych takich jak np. cytochromu ¢, czynnika indukujacego apoptoze (AIF — Apopto-
sis Inducing Factor). Cytochrom ¢ wraz z Apaf-1 (Apoptosis Protease Activating
Factor) tworzy kompleks zwany apoptosomem, gdzie zachodzi aktywacja proka-
spazy 9, ktora nastepnic powoduje aktywacje prokaspazy 3; dalszy przebieg fazy
niszczenia komorki jest podobny jak w drodze zewngtrznej [49, 108, 117].

Prokaspazy efektorowe, do ktdrych nalezy m. in. prokaspaza 3, ulegajac w cy-
toplazmie aktywacji, w efekcie doprowadzaja do protelizy waznych dla zycia komo-
rek bialek m.in. polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP), bialek cytoszkieletu oraz
aktywagcji endonukleazy tnacej DNA na fragmenty oligonukleosomalne [89, 106,
250, 297, 324, 325, 343]. Poznano wicle bialek — substratow kaspaz [89, 343], kto-
rych charakterystyczne fragmenty powstale w wyniku proteolizy z udzialem akty-
wowanych kaspaz efektorowych pozwalaja okresli¢ zmiany apoptyczne w komorce
1 tak np. obecnos¢ fragmentu PARP o m.cz. 89 kDa w komorce oznacza aktywacje
prokaspazy 3, a charakterystyczne cigcie DNA na fragmenty dajace obraz
tzw. drabinki $wiadczy o aktywacji endonukleazy CAD (Caspase Activated DNase).

W przebiegu apoptozy kaspazy — proteazy cysteinowe odgrywaja rolg zasadni-
cza, zarbwno w zapoczatkowaniu tego procesu, jak i jego efekcie koncowym, pro-
wadzacym do $mierci komoérek [89, 161, 250, 282, 342, 343].

Komoérka moze jednak kontrolowac aktywacj¢ kaspaz przy pomocy roéznych
bialek, do ktorych glownie naleza biatka rodziny AP (Inhibitors of Apoptosis Prote-
ins) jak np. surwiwina, X-IAP (X-linked mammalian IAP), ML-IAP (Melanoma
IAP); bialko cytoplazmatyczne FLIP (FLICE/caspase 8 inhibitory protein); bialko
Smac/DIABLO (Second Mitochondrial-derived Activator of Caspase/ Direct IAP
Binding protein with Low PI) uwalniane z mitochondriéw oraz biatka szoku ter-
micznego (HSP — Heat Shock Proteins) |7, 146, 176, 209, 218, 227, 319, 320].

Komoérka moze réwniez uruchomi¢ apoptozg bez aktywacii kaspaz np. poprzez
czynnik indukujacy apoptoze — AIF. Wielu autoréw podkresla szczegolna role AIF,
poniewaz bialko to przemieszcza si¢ z mitochondriéw do jadra i1 tam aktywuje en-
donukleazy, z pomini¢gciem kaspaz, co mogloby tlumaczy¢ fakt, iz niektére komorki
ulegaja apoptozie bez udziatu kaspaz [22, 43, 196].

Wraz ze zmianami w blonach mitochondrialnych dochodzi do zahamowania
syntezy ATP, zaburzen proceséw oksydoredukcyjnych i tworzenia reaktywnych
form tlenu, co ma réwniez wplyw na przebieg apoptozy |36, 65, 225].

Wiele uwagi w badaniach nad apoptoza poswigca si¢ biatkom regulujacym ten
proces, glownie z rodziny Bcl-2, wsrdd ktorych sg zarowno biatka hamujace apop-
tozg np.Bcl-2, Bel-XL jak 1 promujace ten proces np. Bax, Bad, Puma, Noxa. Biatka
te poprzez regulacj¢ przepuszczalnosci blon mitochondrialnych wplywaja na uwal-
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nianie cytochromu ¢, AIF i innych czynnikow zgromadzonych w przestrzeni mig-
dzyblonowej mitochondriow [162, 247, 310].

Zasadnicze etapy procesu apoptozy zostaly dos¢ dokladnie opisane, ale wicle
molekulamych aspektdéw tego procesu nadal jest niewyjasnionych np. mechanizm
uwalniania czynnikéw apoptogennych z przestrzeni migdzyblonowej mitochon-
dridéw, czy udzial innych organelli np. siateczki szorstkiej.

1.3.2. Zmiany w przebiegu apoptozy w komdérkach nowotworowych

Od poczatku badan nad apoptoza zwracano uwagg na rolg tego procesu
w rozwoju nowotwordw. W roku 1972 Kerr — autor terminu apoptoza — thumaczyt
spowolnienie wzrostu niektorych nowotworéw zachodzaca spontanicznie apoptoza,
komorek nowotworowych [158]. W kolejnych latach opisywano nasilenie apoptozy
w komorkach nowotworowych po ich radio- 1 chemioterapii [20, 291]. Udowodnio-
no, iz apoptoza jest gléwna drogg niszczenia komorek nowotworowych w wyzej
wymienionych terapiach. Jednak okazalo si¢, iz komorki wielu nowotwordw sg
opome na indukcj¢ apoptozy [26, 38, 127, 132, 133, 246, 269, 296, 316]. Poszuki-
wania odpowiedzi na pytanie dlaczego komoérki nowotworowe sa niewrazliwe
na indukcje apoptozy doprowadzilo do wykazania wielu zmian w przebiegu apopto-
zy w komorkach nowotworowych umozliwiajacych im unikanie smierci samoboj-
czej [117, 144, 159, 246]. W roku 2000 zostalo to na tyle udokumentowane, ze Ha-
nahan 1 Weinberg uznali obnizenie zdolnosci do $mierci apoptycznej za jedna
z szesciu cech charakteryzujacych fizjologie komorki nowotworowej [125].

Podkresla sig, iz glowna role w apoptozie komorek nowotworowych odgrywa
bialko p53 rozpoznajac uszkodzenia DNA. Gen p33 jako ,straznik genomu”, uru-
chamia apoptoze komorki w przypadku nienaprawialnych zmian w DNA. Jezeli
zatem, przyjmuje si¢, iZ u podstaw procesu nowotworzenia leza zmiany w DNA, to
mozna by w komorkach nowotworowych spodziewacé sie inaktywacji biatka p53
uruchamiajacego procesy naprawcze DNA 1 rzeczywiscie w ponad 50% nowotwo-
row wykazano mutacje w genie p53. W pozostalej czgsci nowotwordéw moze do-
chodzi¢ do inaktywacji biatka p33 innymi drogami np. poprzez jego postranslacyjne
modyfikacje 1 zmiany w aktywnosci bialek regulujacych aktywnos$¢ bialtka p53
[142, 260, 318, 330]. Rola bialka p53 w apoptozie komorek czerniaka nie zostala
okreslona; mutacje genu dla p53 w czerniaku sg rzadkie [258, 289], ale obserwowa-
no wzrost ekspresji biatka Hmd?2 transportujacego p33 do proteasomu, gdzie nastg-
puje degradacja biatka p53 [142, 260].

Innym elementem apoptozy, ktory czesto ulega zmianie w komorkach nowo-
tworowych jest inaktywacja drogi indukeji apoptozy przez receptory blonowe. Z
unieczynnianiem drogi zewngtrzne] apoptozy wiazg si¢ zmiany w receptorach: Fas i
TRAILR1/R2 [14, 94, 144, 292], ale takze obnizona zawartos¢ kaspazy 8 [96, 304]
oraz podwyzszona zawartos¢ inhibitora tej kaspazy — bialka FLIP [139, 147, 209,
227].
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Tab. 2. Zmiany w apoptozie komorek czemiaka skory oraz réznych nowotworow
(na podstawie pisSmiennictwa).

. . Dotyczace Zn.lian.a w . Zmiana W
Zmiany w przebiegu apoptozy . genie/biatku genie/biatku komorek
genu/biatka A . . ,
komorki czemiaka | réznych nowotworéw
Zmiany w przebiegu apoptozy
wywolane wplywem na eks-
presje  gendéw  kodujacych 53 Mutacje rzadkie Mutacja w 50-70%
biatka biorace udzial w apop- p [258,289] [317]
tozie np. Fas, Bax, Noxa,
Puma
7 . . Biatka antyapo . .
ablokowanie drogi mitocho- . Podwyzszona zawar- | Podwyzszona zawar-
ndrialnej ptyczne: Bel-2, 1086 [40,141,240] tosé [63]
Bel-X1, Mcl-1 itd. T
Zablokowanie drogi mitocho- | Bialka proapoptycz-
ndrialnej ne:
Bax,Bak Obnizona zawartos¢ | Obnizona zawarto$é
[141] [63]
Bad Hiperfosforylacja [63]
Aktywacja drogi pozamitocho- | Bik wyzsza zawartosé w
ndrialnej poréwnaniu z mela-
nocytami [224]
Zablokowanie aktywacji kaspaz | Apaf-1 Egl;z‘gj]q a HI;I(I)I,ZZT;Z,‘ZZ;H artose
Obnizenie aktywacji kaspazy Kaspaza-9 Obnizona  zawarto$é
[193]
Zablokowanie drogi receptoro- | Kaspaza-8 Hipermetylacja [96] | Hipermetylacja, utrata
wej lub  mutacje  genu
[96,192,202,270,288,
299,304]
Zablokowanie fazy wykonaw- | Kaspaza-3 Brak translokacji do
czej jadra [152]
Obnizona  zawarto$¢
[327]
Biatka hamujgce
aktywacj¢ kaspaz:
Opornosé na indukeje apoptozy | Surwiwina Podwyzszona Podwyzszona
zawarto$é [112,113] | zawartos¢ [7,176]
Hamowanie kaspaz:-3,6,7,9 ML-IAP Podwyzszona
zawarto$é [319]
X-IAP Podwyzszona
zawartos$é [176]
Zablokowanie drogi receptoro- | FLIP Podwyzszona zawar- | Podwyzszona zawar-
Wej to§¢ [147] t0$¢ [146,147.209]
Zablokowanie drogi receptoro- Fas Obnizona ekspresja | Obnizona ekspresja i
Wej [120] mutacje [94,144,292]
Zablokowanie drogi receptoro- TRAIL R1/R2 Roézna ekspresja Mutacje [14]
Wej [258,131]
Zablokowanie drogi wewngtrz- Cytochrom ¢ Defekt uwalniania Brak uwalniania
nej cyt. ¢ [239] cyt. ¢ [48]
Hamowanie aktywacji kaspaz 1| Bialka szoku ter- Podwyzszona Podwyzszona
translokacji AIF do jadra micznego (HSP) zawarto$¢ [141,127] | zawartosé [290]
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Tab. 2. Changes in apoptosis of skin melanoma and other tumor cells

(according to literature).

Gene/protein Gene/protein
Change in apoplosis process Gene/protein change in change in other
melanoma cell tumor cell
Changed expression of genes for Mutations are rare Mutations in w
proteins: Fas, Bax, Noxa, Puma p33 /258,289] 50-70% [317]
Antiapoptotic pro-
P . . teins: Increased content | Increased content
Inhibition of mitochondrial way Bel-2, Bel-XI, Mcl-1 | [40,141,240] /63]
and others
Proapoptotic  pro-
teins:
Inhibition of mitochondrial way | Bax, Bak Decreased content | Decreased content
[141] [63]
Bad Hyperphosphoryla-
tion [63]
Activation of extramitochondrial | Bik Increased content
way in comparison fto
melanocyte [224]
Caspase activation inhibition Apaf-1 ?ZZZ?I; (gf]on 1[316560}’: e[ags; c;’[c;r;t;;z]t
Caspases:
Decreased caspase activty Caspase-9 Decreased content
[193]
Inhibition of the extrinsic way Caspase-8 Hypermethylation | Hypermethylation
/96] or genes mutations
[96,192,202,270,
288,299,304]
Inhibition of the effector phase caspase-3 Lack of transloca-
tion into nucleus
[152]
Decreased content
[327]
Caspase  inhibitors;
Insensitivity to induced-apoptosis | Survivin Increased content | Increased content
[112,113] [7,176]
Caspase 3,6,7,9 activation inhibi- | ML-IAP Increased content
tion [319]
XIAP Increased content
[176]
Inhibition of the extrinsic way FLIP Increased content | Increased content
[147] [146,147,209]
Decreased expres- Decreased expres-
Inhibition of the extrinsic way Fas sion [120] sion and mutations
[94,144,292]
Inhibition of the extrinsic way TRAIL R1/R2 glojz:e;;?;ele ;’]es— Mutations [14]
Inhibition of the intrinsic way Cytochrome ¢ 1;2@ ;;}zsmg defect ?Zg]k of releasing
Caspase activation, inhibition of | Heat shock proteins | Increased content | Increased content
AIF translocation to nucleus (HSP) [141,127] /290]
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Inne zmiany zachodzace w komorkach nowotworowych a dotyczace apoptozy
zestawiono w tabeli 2. Dane te opublikowane w ostatnich latach wskazuja, ze obni-
zenie zdolnosci do apoptozy komorek nowotworowych moze by¢ wynikiem zmian
zachodzacych na niemal wszystkich etapach przebiegu apoptozy.

Jednak nadal brak odpowiedzi na pytanie czy zmiany zdolnosci do apoptozy
komorek nowotworowych sa typowe dla wszystkich nowotworow czy by¢ moze
zaleza od rodzaju nowotworu 1jego cech biologicznych.

1.3.3. Zmiany w przebiegu apoptozy w komoérkach czerniaka

Zmiany obnizajace zdolno$¢ do apoptozy komoérek czerniaka zasadniczo nie
odbiegaja od opisywanych w innych komoérkach nowotworowych (tab. 2). Nalezy
jednak podkresli¢, iz obserwowane w komorkach czerniaka zmiany stosunku bialek
pro- 1 antyapoptycznych z rodziny Bcl-2 [240], inaktywacja Apaf-1 [283, 284,
zaburzenia w uwalnianiu cytochromu ¢ z mitochondriow [239], wysoka ekspresja
bialek takich jak surwiwina 1 ML-IAP (Melanoma Inhibitor of Apoptosis Proteins)
hamujacych aktywnos¢ kaspaz [113, 319], wskazuja 1z modyfikowana jest przede
wszystkim droga wewngtrzna apoptozy 1 aktywnos¢ bialek Bcel-2 jako glownych jej
regulatorow [141, 224, 240].

W komorkach czemiaka zaobserwowano zwickszong ekspresje Bel-2 1 tym
m.in. thumaczy si¢ opomos¢ na chemioterapi¢ [40, 141, 302], a stosunek proapop-
tycznego bialka Bax do antyapoptycznego biatka Bcl-2 ma determinowaé decyzje
komorek o wkraczaniu na droge apoptozy [36, 225, 240].

Réwniez dotychczasowe dane dotyczace udzialu poszczegdlnych kaspaz
w apoptozie spontanicznej i indukowane]j czerniakow sa bardzo zrdéznicowane
[88, 96, 239, 295]. Komdrki czerniaka poprzez obnizong ekspresj¢ Apaf-1 [283,
284] 1 podwyzszong zawarto$¢ bialek z rodziny IAP np. surwiwiny [112, 113],
ML-IAP [319] oraz bialka FLIP [147] moga regulowa¢ aktywnos¢ kaspaz.

Surwiwina hamuje aktywnos¢ kaspaz (-3,-7,-9) [113, 207, 222, 300], a hamujac
przemieszczenie AIF z mitochondridw do jadra inaktywuje rowniez drogg apoptozy
niezalezna od kaspaz [194]. Obecnos¢ surwiwiny w komdrkach nowotworowych
hamuje ich apoptoze 1 jednoczesnie sprzyja proliferacji tych komorek, chociaz do-
kladny mechanizm dzialania tego bialka jest niewyjasniony.

ML-IAP hamuje aktywnos¢ kaspazy 9,-7 1 -3, co sprzyja opornosci komorek
czerniaka na chemioterapig [284].

Podwyzszona zawartos¢ biatka FLIP hamujac aktywacj¢ kaspazy 8 inaktywuje
drogg receptorowa apoptozy, a tym samym chroni komorki czemiaka przed dziala-
niem czynnikow np. FasL. wydzielanych przez komoérki ukladu immunologicznego
[284].

Pomimo iz przybywa faktow swiadczacych o zaburzeniach w przebiegu apop-
tozy komorek czemiaka, to wyjasnianie molekulamych podstaw obnizonej zdolno-
sci do apoptozy komorek tego nowotworu dopicro si¢ rozpoczelo, a zupelnie nie
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wyjasnione sa jeszcze zmiany w przebiegu tego procesu w zaleznosci od cech bio-
logicznych czeriaka. Zagadnienie to ze wzgledow terapeutycznych jest bardzo
wazne, poniewaz czemiak charakteryzuje sig¢ szczegdlng opormoscia na chemiotera-
pig, ktéra jak wiadomo indukuje apoptozg w komoérkach nowotworowych [127,
260, 268].

Z obserwagcji dotyczacych zmian w przebiegu apoptozy w komorkach czemiaka
(tab. 2) wynika rowniez, iz nie poznano jeszcze zdolnosci do apoptozy komorek
czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego, jak 1 ewentualnych réznic w przebie-
gu apoptozy w tych dwoch formach czemiaka.

Badania nad zmianami apoptozy w komdrkach nowotworowych sa dynamicz-
nie rozwijajaca si¢ czgscig badan nad procesem $mierci komdrki. Glownym ich
celem jest znalezienie swoistych dla danego typu nowotworu zmian w przebiegu
apoptozy swiadczacych, w jaki sposoéb komorka nowotworowa broni si¢ przed ta
droga $mierci. Uzyskanie takich informacji pozwoliloby na opracowanic metod
skutecznej eliminacji komorek nowotworowych poprzez indukcje drogi apoptozy.

1.4. Apoptoza a proliferacja

Prowadzone badania nad rozwojem nowotwordéw aktualnic wydaja si¢ wska-
zywag, 1z ich wzrost jest wypadkowa zdolnosci komorek nowotworowych do proli-
feracji 1 sSmierci, zwlaszcza drogg apoptozy [42, 53, 56].

Wiadomo, iz komorki nowotworowe maja zwigkszona zdolnos¢ do proliferacii
migdzy innymi dzigki autokrynnej produkcji czynnikow wzrostu, podwyZszonej
ckspresji receptorow dla tych czynnikow oraz zmianom w przekazywaniu do ko-
morki sygnalow o proliferacji — szczegdlnie hamujacych ten proces [16, 56, 121,
261], ale okazuje sig, iz nie tylko proliferacja komorek jest elementem warunkuja-
cym wzrost nowotworu.

Wraz z udokumentowaniem obnizenia zdolnosci do apoptozy komorek no-
wotworowych zwraca si¢ uwage na zaburzenia cyklu komoérkowego w réznych
nowotworach, prowadzace do zwigkszenia tempa proliferacji, co traktuje si¢
jako elementy skltadowe procesu progresji nowotworu [56, 135].

Czas trwania cyklu 1 zasadnicze elementy mechanizmu kontroli tego procesu
wydaja si¢ by¢ nie zmienione w komoérkach nowotworowych, zmiany dotycza
glownie mozliwosci przejscia komorki z fazy spoczynkowe] do faz zwiazanych
z proliferacja [135]. Wskazuje si¢ przy tym glownie na mutacje gendw supresoro-
wych oraz genoéw kodujacych cykliny 1 kinazy zalezne od cyklin zwigzane z punk-
tami kontrolujacymi przejscie faz GO/G1 1 G1/S w cyklu komérkowym [56, 135].
W regulacji cyklu komdrkowego bierze rowniez udzial wezesniej juz wspominane
bialko — surwiwina. Bialko to ulega ekspresji w fazie G2/M cyklu i wigzg si¢ z mi-
krotubulami wrzeciona kariokinetycznego, biorac prawdopodobnie udzial w proce-
sie rozdzialu chromatyd do komoérek potomnych [185]. W komorkach prawidto-
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wych, zréznicowanych, nie dzielacych si¢, a wigc 1 w melanocytach, brak jest su-
rwiwiny [112].

Obserwagcje proliferacji komoérek nowotworowych wskazuja na wyzszy odsetek
komorek dzielacych si¢ w pordéwnaniu z komérkami prawidlowymi, ale bez zmian
dlugosci trwania cyklu komorkowego [135].

Pomimo wielu dowodéw na istnienie powiazan mi¢dzy cyklem komorkowym
a apoptoza charakter ich jest malo poznany [42, 97, 121, 198, 315]. Gdyz tak jak juz
wspomniano wzrost nowotworow nie zalezy bowiem wylacznie od dynamiki proli-
feracji jego klonéw komorkowych, ale rowniez od zdolnosci tych komorek do
smierci — szczegolnie droga apoptozy [53].

Nadal jednak pozostaje kwestig sporna, ktdry z tych procesow przewaza i decy-
duje o rozwoju poszczegolnych nowotworow [42, 72, 106, 134, 210, 301]. Nie wia-
domo réwniez dotad, w jakiej fazie cyklu komoérki nowotworowe najlatwiej ulegaja
apoptozie.

Problemy powyzsze dotycza rowniez czemiaka, gdzie nie wykazano bezpo-
sredniego zwiazku migdzy zdolnoscia do proliferacji 1 apoptozy komorek czemiaka
[274, 294] 1 zaleznoscia tych procesow od cech biologicznych tego nowotworu.
Jednak wskazuje sig, iz liczba komoérek dzielacych sig w tym nowotworze moze by¢
istotnym markerem prognostycznym w ocenie czasu przezycia osoby chorej [19,
93].

W zwigzku z ciagle nie rozstrzygnieta kwestia roli apoptozy 1 proliferacji komo-
rek we wzroscie czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego, to zagadnienie row-
niez stalo si¢ przedmiotem obecnej pracy.

1.5. Apoptoza, progresja czerniaka a jego cechy biologiczne

Procesy biologiczne takie jak zdolnos¢ do proliferacji i $mierci komorek danego
nowotworu sg bardzo intensywnie badane, w celu ich ewentualnego wykorzystania
jako czynnikoéw oceniajacych progresjg nowotworu, jego odpowiedz na terapig, czy
szanse przezycia pacjenta. Nalezy podkreslic, iz badania te dotychczas nie przynio-
sly zadowalajacych wynikéw, a w przypadku czemiaka praktycznie sterowanie
zadnym z wyzej wymienionych procesow nie zostalo jeszcze wykorzystane w tera-
pii.

Jak juz wspominano wczesnicj, w prognozowaniu czasu przezycia chorych
z czerniakiem glownie brane sa pod uwagg parametry morfologiczne nowotworu
takie jak: grubos¢ zmiany, obecnos¢ przerzutow. Jednak w Swietle ostatnich donie-
sien, iz zmiana o grubosci 1,5-4 mm w 30% daje juz przerzuty [80], istnigje ko-
niecznos¢ poszukiwania nowych markerow prognostycznych.

W badaniach dotyczacych apoptozy 1 zmian w jej przebiegu w trakcie progresji
czemiaka, najczgsciej porownywane sa komorki barwnikowe ze znamion atypo-
wych lub zmian pierwotnych o poziomym charakterze wzrostu z komérkami po-
chodzacymi z przerzutéw. Obserwacje pochodzace z tego typu badan zestawione
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w tabeli 3, wskazuja na nasilajaca si¢ tendencj¢ do uposledzonego przebiegu apop-
tozy wraz z rozwojem czerniaka, ale ze wzgledu na brak standaryzacji ukladow
doswiadczalnych, wyniki sa niejednoznaczne i fragmentaryczne. Widac to chociaz-
by ze zrdznicowanych wynikow badan dotyczacych roli bialka Bcl-2 w progresji
czemiaka; czgs¢ prac wskazuje na podwyzszona, a ¢zg$¢ na obniZzona jego zawar-
tos¢ w przerzutach w poréwnaniu do zmian pierwotnych [40, 47, 55, 85, 184, 298,
313, 335]. Jednoczesnie istnicje zgodnosC, iz zawartos¢ bialek proapoptycznych:
Bax, Bak, Puma ulega obnizeniu [40, 85, 157, 237]. Nalezy przy tym podkreslic,
1Z obnizenie zawartosci bialek proapoptycznych: Bax 1 Bad w komoérkach czemiaka,
w zmianach o grubosci 1,5-4 mm, jest uwazane za negatywny marker prognostycz-
ny [85], podobnie jak podwyzszona zawartos¢ surwiwiny [105]. Interesujace sa
réwniez doniesienia o szczegolne) roli biatka antyapoptycznego Bcel-2 w progresji
czemiaka. Bialko Bcl-2 podwyzszajac aktywnos$¢ metaloproteaz sprzyja migracji
komorek czerniaka, a podwyzszajac sekrecj¢ czynnika angiotworczego VEGF,
umozliwia komoérkom czerniaka indukcj¢ tworzenia nowych naczyn [309]. Oba
wymienione zjawiska zwigkszajg ,,zlosliwos¢” komérek tego nowotworu.

Wraz z progresja czemiaka dochodzi do podwyzszenia zawartosci surwiwiny
[105, 113]. Surwiwina poza zdolnoscia do hamowania aktywacji kaspaz pelni funk-
cje w regulacji proliferacji, chociaz mechanizm jej dzialania nie jest poznany [114,
284].

Tab. 3. Zmiany w zawarto$ci i/lub aktywnosci bialek bioracych udzial w apoptozie
komorek czeriaka w trakcie progresji tego nowotworu (na podstawie pismiennic-
twa).

Bialko Zmiana w trakcie progresji czerniaka

P53 Wzrost zawartosci [24]
Brak zmian zawartosci [142,340]

Bialka antyapoptyczne: Wzrost zgwartos’ci [40,’47,55, 184,298,313,335]

Bel-2. Bel-XL. Brak zmian w zawartpsm [267]

’ Obnizenie zawarto$ci [85,115,294 335]

Bialka proapoptycz-

ne:Bax, Bak, Obnizenie zawarto$ci [40,85,237]

Puma Obnizenie zawartosci [157]

Apaf-1 Obnizenie zawartosci biatka [11,17,219]

Kaspaza 3 Wyzsza aktywnos$¢ w czerniaku amelanotycznym [175]

Bialka hamujace akty-

wacje kaspaz:

Surwiwina Wazrost zawartosci [105,113]

ML-IAP Brak zmian zawartosci [102]

Fas Obnizenic zawartosci Fas, wzrost zawartosci FasL
[79,148,213,287]

TRAIL R1/R2 Brak zmian zawartosci [85]
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Tab. 3. Changes in the content and/or activity of apoptosis proteins in melanoma
cells during this tumor progression (according to literature).

Protein Change during melanoma progression
P53 Increased content{24] Lack of changes [142,340]
. . . Increased content [40,47,55,184,298,313,335]
Antiapoptotic proteins:
Belo- Bel-YI. Lack of changes [267]
’ Decreased content [85,115,294,335]
Proapoptotic proteins:
Bax, Bak Decreased content [40,85,237]
Puma Decreased content [157]
Apaf-1 Decreased content [11,17,219]
Caspase-3 Higher activity in amelanotic melanomaf175]

Proteins inhibiting cas-
pase activation:
Survivin Increased content [105,113]
ML-IAP Lack of changes [102]

Fas Decreased Fas and increased FasL
content{79,148,213,287]

TRAIL RI/R2 Lack of changes [85]

Obnizenie ekspresji receptora Fas (chroni komérki czemiaka przez apotoza
wywolang przez czynnik Fasl. wydzielany przez limfocyty) wraz z wzrostem eks-
presji FasL na komérkach czemiaka (w celu zniszczenia komoérek ukladu immuno-
logicznego) jest jednym z elementéw obrony komorek tego nowotworu przed ata-
kiem ze strony ukladu immunologicznego [148, 284].

Wobec doniesien o roznym charakterze zmian w zawartosci biatka p53 w trak-
cie progresji czemiaka nie mozna jednoznacznie okresli¢ jego roli w tym procesie
[24, 142, 340]. Wiadomo, iz biatko p53 indukuje transkrypcje genow bialek proapo-
ptycznych: Bax, Noxa, Puma i hamuje transkrypcj¢ genu Bcl-2, a takze podwyzsza
ckspresje receptordw Fas 1 TRAILRI, co aktywuje drogg receptorowa apoptozy
[148, 284].

W progresji czerniaka poza tendencja do obnizania zdolnosci do apoptozy, do-
chodzi do wielu innych zmian, z ktérych najwazniejsze zestawiono w tabeli 4,
a dotycza one regulacji proliferacji, zmian zawartosci czastek adhezyjnych, procesu
angiogenezy 1 innych.
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Tab. 4. Zmiany w procesach innych niz apoptoza w trakcie progresji czemiaka

(na podstawie pisSmiennictwa).

Zmiana w trakcie progresji

Znaczenie biologiczne

- kadheryny, integryny

Proces/bialko/gen czerniaka dla komérek czerniaka
Proliferacja: p2l Wazrost [212,237] Wrzrost proliferaciji
plé Utrata [123,234] Wrzrost proliferaciji
pRB Hiperfosforylacja genu [123] | Wzrost proliferacji
Adhezja:
- MIA (melanoma inhibi- | Wzrost [33] Zwigkszona zdolno$é
tory activity) komorek do migracji.

Spadek E-kadheryny wzrost
N-kadheryny; Wzrost ocv33
[128,138,151]

Z.dolno$é¢ komorek
czerniaka do tworzenia
struktur przypominaja-
cych naczynia (vascuo-
logenic mimicry).

- LIl Wzrost [211] Zwigkszona zdolnosé
komorek do migracji.
Metaloproteazy Wazrost aktywnosei [136] Wzrost zdolnosei do

migracji

Wewnatrzkomorkowe szlaki

sygnalizacyjne:
- RAS/BRAF/MAPK Mutacje BRAF w 60% czer- Konstytutywna aktywa-
niakow [45,148,234,284] o drd ywna @
- PB3K/AKT/PTEN mutacje PTEN [45,234,284] | 9% ¢fo8 preezyca
- NFkB aktywacja [45,234,284]
Transkrypeja — czynniki tran-
skrypeyjne:
AP-1 Zmiana skladu kompleksu Aktywacja sygnalow
AP1 — obnizenie zawartosci | antyapoptycznych
c-Jun [338]
AP-20 Obnizenie zawartosei [329]
MITF Wzrost zawarto$ci bialka,

amplifikacja genu [45,286]

Receptor c-Kit

Obnizenie ekspresji [329]

Rola nie wyjasniona

chodnych tlenu (ROS)

Wzrost sekrecji ¢z. angio- Stymulacja
Angiogeneza gennych np. VEGF, I1.-8 angiogenezy
[286]
Produkcja reaktywnych po- Obnizenie zawarto$ci enzy-

méw odpowiedzialnych za
degradacje ROS [73]

Rola nie wyjasniona
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Tab. 4. Changes in other than apoptosis processes during melanoma progression

(according to literature).

Process/protein/gene

Change during melanoma
progression

Biological significance
for melanoma cells

- cadherines, integrines

E-cadherine decrease and
N-cadherine increase; in-
crease of integrine ov 33
[128,138,151]

Proliferation: p21 Increase [212,237] Proliferation increase
pl6 Lack [123,234] Proliferation increase
PRB Gene hyperphosphorylation | Proliferation increase
[123]
Adhesion:
- MIA (melanoma inhibitory | Increase [33] Higher mobility
activity)

Ability to ,, vessels like
structures” formation
by melanoma cells
(vascuologenic mim-

icry)

- Ll Increase [211] Higher mobility
Metaloproteinases Increased activity [136] Higher mobility
Intracellular ways of signal-
ling:

- RAS/BRAF/MAPK BRAF mutations in 60% of | Activation of the sur-

melanoma [45,148,234,284] | vival ways

- PIBK/AKT/PTEN PTEN mutationf45,234,284]

- NFkB activation [45,234,284]

Transcription — transcription

Jfactors:

AP-1 Changed content of AP1 — Antiapoptotic signals
decrease c-Jun [338] activation

AP-2¢x Decreased content [329]

MITF Increased content; gene
amplificationf45,256]

Receptor c-Kit Decreased expression [15] Unexplained role

Angiogenic factors secretion

Angiogenesis stimula-

(ROS) production (ROS)

zymes responsible for ROS
degradation [73]

Angiogenesis increase e.g. VEGF, IL-8 tion
[286]
Reactive  oxygen  substance Decreased content of en-

Unexplained role
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Nalezy jeszcze raz podkreslic, iz opisane powyzej zmiany w przebiegu apopto-
zy wywodza si¢ glownie z porownan komoérek pochodzacych ze zmian pierwotnych
1 Z przerzutow.

Dotychczas nie opisano powiazan zmian zdolnosci do apoptozy z cechami bio-
logicznymi badanych form czemiaka. Brak poréwnan zdolnosci do apoptozy komo-
rek czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego, pomimo obserwowanych wy-
raznych rdznic biologicznych migdzy tymi dwoma typami czerniaka (dotyczacych
tempa wzrostu nowotworow, stopnia zréznicowania komorek, zréznicowanej zo-
sliwosci), stal si¢ inspiracja do podjgcia w obecnych badaniach proby oceny wplywu
zmienionych cech biologicznych na zdolnosci do apoptozy komorek tych dwoéch
form czerniaka. Zagadnienie to wydaje si¢ szczegolnie istotne, jezeli wezmie si¢ pod
uwagg, iz amelanizacja komorek czemiaka melanotycznego towarzyszy progresji
tego nowotworu u czlowieka, czego przejawem moga by¢ przerzuty amelanotyczne,
wystgpujace stosunkowo czgsto, 0 czym pisano juz wezesniej.

1.6. Kamptotecyna jako induktor apoptozy

Wiclokrotnie w obecnej pracy wspominano o braku skutecznego leku w terapii
czemiaka, pomimo testowania wielu grup nowych lekow.

W zwiazku z tym, iz w obecnej pracy poza ocena zdolnosci komorek czerniaka
do apoptozy spontanicznej badano réwniez reaktywnos¢ tych komérek na dzialanie
kamptotecyny, ponizej zostanie przedstawiona krotka charakterystyka tej substancji.

Kamptotecyng (CPT) odkryto w latach 60 przy okazji prowadzenia poszukiwan
naturalnych lekdéw antynowotworowych, kiedy to Wall 1 wsp. zauwazyli silny efekt
cytotoksyczny ekstraktu z drzewa Camptotheca acuminata (pochodzacego z Chin)
w stosunku do komoérek biataczki mysiej L1210 [322]. W kolejnych latach udo-
wodniono cytotoksyczne dzialanie tej substancji in vitro (w stosunku do wielu ko-
moérek nowotworowych w tym 1 komoérek czerniaka) [104, 189]. Jednakze w pro-
bach in vivo CPT wywolywala szereg nickorzystnych objawow, dlatego na pewien
czas zaniechano dalszych badan klinicznych.

Dopiero odkrycie w roku 1985 topoizomerazy I jako glownego celu dziatania
CPT [137], spowodowalo ponowne zainteresowanie tg substancja i powr6t do badan
klinicznych nad jej przeciwnowotworowym dzialaniem. Poza tym, farmakolodzy
rozpoczgli poszukiwania mnigj toksycznych form CPT, co zaowocowalo w nastep-
nych latach wprowadzeniem topotekanu i irinotekanu do leczenia niektérych nowo-
twordw |2, 95, 235]. W ciagu kolejnych lat badan wykazano, iz CPT hamuje dziala-
nie topoizomerazy I — enzymu bioracego udzial w procesie relaksacji nici DNA
podczas replikacji 1 transkrypcji, co prowadzi do powstania pekni¢¢ w nici chroma-
tyny, zablokowania przejscia komoérki do dalszych faz cyklu 1 w efekeie jej smierci,
glownie droga apoptozy [259].

W zwiazku z ta ostatnig informacja CPT stala si¢ jednym z najczescie] uzywa-
nych in vifro induktoréw apoptozy w wielu komorkach nowotworowych [52, 188,
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235], w tym 1 w komdrkach czeriaka [104, 188, 189]. Jednakze okazalo sig, iz
komorki nowotworowe wykazuja bardzo zréoznicowana wrazliwo$¢ na dzialanie
CPT, a mechanizm tego zjawiska nadal pozostaje nie wyjasniony [235].

W zwiazku z przedstawionymi powyzej informacjami dotyczacymi kamptote-
cyny, postanowiono wykorzystac t¢ substancj¢ do indukeji apoptozy w komodrkach
badanych linii: melanotycznej 1 amelanotycznej czerniaka przeszczepialnego cho-
mika, porownujac podatnos¢ komorek obu linii czemiaka na proapoptyczne dziala-
ni¢ CPT.
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2.  UZASADNIENIE I CEL PODJETYCH BADAN

Wyniki badan rdéznych autoréw wskazuja, i1z mechanizm apoptozy
w komdrkach czerniaka oraz jego ewentualne zmiany w czasie progresji tego nowo-
tworu ni¢ sa w pelni poznane.

Dotyczy to szczegélnie badan poréwnawczych czerniaka melanotycznego
1 amelanotycznego — form rézniacych si¢ wieloma cechami biologicznymi, a w
terapii traktowanych w taki sam sposdb, 0 czym wspominano we wstgpie tej pracy.

Nie znane sa dane poréwnujace zdolnos¢ do apoptozy spontanicznej komorek
czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego, jak 1 ewentualnych réznic w przebie-
gu tego procesu w obu typach komorek czemiaka.

Stwierdzone przez innych autoréw zmiany w przebiegu apoptozy komorek
czerniaka, opisane w rozdziale 1.3.3. dotycza przede wszystkim drogi wewnetrznej
1 czynnikow regulujacych jej przebieg, natomiast wyjasnianie molekulamych pod-
staw obnizonej zdolnosci do apoptozy komoérek tego nowotworu dopiero si¢ rozpo-
cz¢lo. Zagadnienie to jest wazne tak ze wzgledéw poznawczych, jak 1 terapeutycz-
nych, raz jeszcze nalezy zaznaczy¢, ze czemiak charakteryzuje sie szczegolng opor-
noscig na chemioterapie, w ktorej za gldwna droge niszczenia komoérek uwaza si¢
apoptozg.

Wobec nigjednoznacznych danych na temat zmian w przebiegu apoptozy
w progresji czerniaka, okreslenie roli mitochondriow i innych elementéw drogi
wewngetrzne] apoptozy w komorkach czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego
wydaje si¢ szczegdlnie potrzebne dla uzyskania odpowiedzi na pytanie: czy wraz
z progresja czerniaka przejawiajaca si¢ powstaniem formy amelanotycznej, docho-
dzi do dalszego obnizenia zdolnosci do apoptozy tych komorek.

Czemiak zaliczany jest do nowotworow o wysokim stopniu proliferacji komo-
rek 1 niskiej zdolnosci do apoptozy spontanicznej, ale nie wykazano jak dotad bez-
posredniego zwiazku migdzy zdolnoscia do proliferacji 1 apoptozy komorek czer-
niaka a progresja tego nowotworu; cho¢ wskazuje si¢, 1z liczba komoérek dzielacych
si¢ moze by¢ istotnym marker prognostycznym w ocenie czasu przezycia osoby
chore;j.

Udzial kaspaz w przebiegu apoptozy jest nickwestionowany, ale wobec donie-
sien o ich roli w procesie roznicowania komorek i1 regulacji cyklu komoérkowego,
interesujace wydaje si¢ rowniez okreslenie udzialu tych proteaz w apoptozie komo-
rek czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego, nowotwordw rozniacych sig
tempem wzrostu 1 stopniem zroznicowania komorek.

Z¢ wzgledu na stosowane w badaniach nad apoptoza komdrek czemiaka zrdz-
nicowane uklady doswiadczalne (komoérki czemiaka pochodzace z bardzo r6éznych
zrodel: od komdrek czerniakoéw zwierzat — najezgscie] B16, po komorki pozyskiwa-
ne od 0sob chorych oraz linie komoérkowe dostepne w bankach komoérek — najcze-
sciej A375), a takze fakt, iz nie brany jest pod uwagg stopien melanizacji komorek
czemiaka, przeprowadzenie badan porownawczych z wykorzystaniem dwoch linii:
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melanotycznej 1 amelanotycznej czemiaka przeszczepialnego chomika, o wspolnym
pochodzeniu, ale réznych cechach biologicznych, stwarza mozliwosc:

L.

2.

3.

pordéwnania zdolnosci do apoptozy spontanicznej komorek czermiaka mela-
notycznego 1 amelanotycznego

poréwnania reaktywnosci na kamptotecyng (czynnik indukujacy apoptoze)
komorek wyzej wymienonych linii czemiaka

oceny dynamiki przebiegu apoptozy w komorkach obu linii czerniaka
okreslenia z jakich faz cyklu komoérkowego pochodza komérki w czemiaku
melanotycznym 1 amelanotycznym ginace spontanicznie 1 pod wplywem
kamptotecyny

oceny udzialu elementéw wewnetrznej 1 zewngetrznej drogi apoptozy w
smierci komorek czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego

oceny udzialu wybranych bialek antyapoptycznych i proapoptycznych w
apoptozie badanych komoérek czerniaka.

Wyniki z przedstawionych powyzej zalozen badawczych pozwola uzyskaé
odpowiedz na zasadniczy cel obecne] pracy: czy i w jakim stopniu zmiany
zdolnos$ci do apoptozy spontanicznej i indukowanej mozna powigzaé z ob-
serwowanymi réznymi cechami biologicznymi czerniaka melanotycznego i
amelanotycznego.



3. Material i metody 43

3. MATERIAL I METODY

3.1. Material

3.1.1. Zwierzeta

Badania wykonywano na samcach chomikéw syryjskich (Mesocricetus auratus
waterhouse) odmiany Zlocistej (agouti), w wieku 3-4 miesi¢cy, pochodzacych
z hodowli niewsobnych. Chomiki karmiono ad /libitum pasza granulowana oraz
pojono woda.

3.1.2. Linie czerniaka przeszczepialnego

Do badan uzywano komorki izolowane z dwoch linii czerniaka przeszczepial-
nego:

v [inii melanotycznej (Ma) — wyprowadzonej ze spontanicznie powstalego
czerniaka skory u chomika syryjskiego.

v [inii amelanotycznej (Ab) — powstalej na skutek samorzutnej przemiany
z formy melanotycznej.

Obic linie czerniaka rdznig si¢ wieloma cechami biologicznymi, z ktorych
najwaznigjsze przedstawiono we wstepie pracy w tabeli 1 (str. 24).

Przeszczepy wykonywano wedlug metody opracowane] przez Bomirskiego
[30] polegajacej na podskomym wstrzykiwaniu zawiesiny komoérek nowotwo-
rowych, uzyskanych z fragmentéw nowotworu roztartych w szklanym homoge-
nizatorze; ilos¢ zhomogenizowanej masy czerniaka melanotycznego przeszcze-
pianej jednemu chomikowi wynosi 200 mg, czerniaka amelanotycznego —
50 mg. Czerniak melanotyczny pasazowany byl co 21 dni, natomiast czerniak
amelanotyczny — po 11 dniach wzrostu nowotworu.

3.1.3. Izolacja komorek czerniaka przeszczepialnego

Stosowane w badaniach komorki czemiaka uzyskiwano z nowotworu wedhug
opracowane] wczesniej przez Bomirskiego 1 wsp. metody nieenzymatycznego uzy-
skiwania zawiesiny pojedynczych komorek [29]. W tym celu z rozdrobnionej me-
chanicznie masy nowotworu komorki izolowano na mieszaninie fikolu (7,6 czgsci
9% fikolu; ICN Biomedicals) z uropoling (1 czgs¢ 75% uropoliny; Polfa Starogard)
0 gestoscei roztworu: 1,072 g/em’.

Komorki czerniaka linii melanotycznej izolowano po 20-22 dniach wzrostu
nowotworu; natomiast komorki czemniaka linii amelanotycznej po 10-12 dniach
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wzrostu nowotworu. Zywotno$¢ tak izolowanych komérek okreslana w kazdym
doswiadczeniu testem z blgkitem trypanu — wynosita 80% — 95%.

3.1.4. Inkubacja komorek czerniaka

Komorki czerniaka inkubowano w odpowiedniej pozywcee hodowlanej (RPMI
1640, 10% plodowa surowica ciclgca, 100 ug/ml streptomycyny,
100 jednostek/ml penicyliny) w 37°C, w atmosferze 5% CO, przez 4, 8, 121 24
godziny. Do oceny apoptozy indukowanej badane komorki czeriaka inkubowano
z roztworem 4 pg/ml kamptotecyny (Sigma-Aldrich) w warunkach opisanych po-
wyzej. Nastgpnie komoérki poddawano odpowiednim testom oceniajacym parametry
charakteryzujace apoptoze.

3.2. Metody oceniajace odsetek komoérek apoptycznych

Z¢ wzgledu na bardzo zlozony mechanizm apoptozy 1 rézne drogi jego przebie-
gu Komitet ds. Nomenklatury Smierci Komorki (Nomenclature Committee on Cell
Death) utworzony przez najwybitniejszych badaczy apoptozy zaleca, aby przy oce-
nie tego procesu wybiera¢ kilka testow oceniajacych rdézne parametry apoptozy
1 precyzyjnie je nazywac opisujac wyniki [178]. Jest to ogromnie wazne, zeby moc
pdzniej pordwnywac wyniki réznych prac dotyczacych smierci komorek.

W zwiazku z powyzszym zaleceniem w obecne] pracy, aby okresli¢ zdolnos¢
do apoptozy komdrek badanych linii czerniaka wybrano oceng zmian potencjalu
transblonowego mitochondriéw 1 zmian w strukturze blony komorkowej polegaja-
cych na przemieszczaniu si¢ fosfatydyloseryny do zewnetrznej warstwy fosfolipi-
dowej (tzw. eksternalizacja PS) oraz oceng aktywacji kaspaz 1 degradacjg DNA
(ocena peknie¢ nici DNA wykrywanych metoda TUNEL).

3.2.1. Zmiany potencjalu transblonowego mitochondriéw (AV)
— barwienie JC-1

Zmiany potencjalu transblonowego mitochondriow (AY), prowadzace do
otwarcia megakanatoéw w blonie mitochondrialnej i uwolnienia z mitochondriow
takich czynnikow apoptycznych jak np. cytochromu ¢, czynnika indukujacego apop-
tozg (AlF), zaliczane sa rowniez do wezesnych zmian apoptycznych w komorce.

Zmiany AY mierzono znakujac komorki barwnikiem fluorescencyjnym katio-
nowego fluorochromu jodku 5,5°,6,6"— tetrachloro-1,1°3,3 tetractylbenzo imidazolo-
karbocyjanku (JC-1; Promega Probes).

Barwnik ten przy wysokim negatywnym potencjale transblonowym mitochon-
driéw wnika do ich wngtrza tworzac agregaty emitujace czerwona fluorescencje
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wykrywana w kanale FL2 cytometru przeplywowego. W przypadku spadku poten-
cjalu transblonowego barwnik tworzy monomery emitujace ziclona fluorescencie
wykrywana w kanale FL1 cytometru przeplywowego. Metoda ta poprzez oceng
stosunku sredniej fluorescencji komorek z mitochondriami o wysokiej wartosci AW
(mitochondria z duza iloscia ATP; wysokoenergetyczne; czerwona fluorescencja)
do sérednigj wartosci fluorescencji komorek z mitochondriami o niskiej wartosci AY
(mitochondria z mala iloscia ATP; niskoenergetyczne; ziclona fluorescencja) po-
zwala rdwniez na okreslenie stanu energetycznego komdrek [60]. Obnizajaca sig
wartos¢ FL2/FL1 odzwierciedla spadek AY.

Jako pozytywna kontrolg obnizenia wartosci AY zastosowano rozprzggacz lan-
cucha oddechowego — karbonylcyjanek-m-chlorofenylohydrazonu (CCCP; 100 uM;
Sigma-Aldrich), ktory dodawano do komoérek 15 minut przed barwieniem JC-1;
0,5x10° komérek/ml PBS inkubowano z 10 pg/ml JC-1 przez 15 min w 37 °C.

Po inkubacji komorki plukano dwukrotnie zimnym PBS, a warto$¢ fluorescen-
¢ji oceniano w cytometrze przeplywowym FACScan (Becton Dickinson Immuno-
cytometry Systems, USA, Katedra 1 Zaklad Fizjopatologii AMG).

Dane z 10000-20000 komorek w kazdym oznaczeniu analizowano programem
WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).

3.2.2. Zmiany w strukturze blony komorkowej (eksternalizacja fosfatydylo-
seryny) — jednoczesne barwienie aneksyna V oraz jodkiem propidyny

Jedna z wezesnych zmian apoptycznych w komorcee jest przemieszczenie fosfa-
tydyloseryny (PS) z wewngtrzngj do zewngtrznej warstwy fosfolipidowej blony
komorkowej (tzw. eksternalizacja fosfatydyloseryny).

Obecnos¢ fosfatydyloserny w blonie komorkowe] wykrywana jest dzigki
ancksynie V swoiscie wiazace] si¢ z fosfatydyloseryna. Zastosowanie jednoczesne-
go barwienia ancksyna V sprzg¢zong z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) 1 jod-
kiem propidyny (PI) (PI wiazac si¢ z DNA wykrywa komorki z uszkodzong blona
komorkowa) pozwolilo na rozréznienie komorek apoptotycznych i nekrotycznych
(zestaw AnnexinV-FITC; Boehringer-Mannheim).

Komorki w liczbie 1x10°inkubowano 15 min w 100 pl roztworu ancksyny V-FITC
w buforze HEPES z PI w temperaturze pokojowej.
Metoda ta pozwalata wyrdznic¢ nastgpujace populacje komorek:
— nie wigzace ancksyny i nie wiazace PI (An—/PI-); komdrki uznawane
za komorki zywe
— wiazace ancksyng 1 nic wiazace PI (An +/PI-); komdrki wezesnoapoptycz-
ne
— wiazace ancksyng 1 wiazace Pl (Ant/PI+); komorki te przyjmowane sa
za komorki pdznoapoptyczne.
Wiazanie ancksyny V-FITC oceniano w cytometrze przeplywowym.
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Dane z 10000-20000 komorek w kazdym oznaczeniu analizowano progra-
mem WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).

3.2.3. Aktywacja kaspaz — metoda FLICA

Do oceny odsetka komoérek z aktywnymi kaspazami zastosowano test FLICA
(Flurochrome-Labeled Inhibitors of Caspases) [238, 280]. W metodzie tej znako-
wany fluorochromem inhibitor kaspaz/y swoisciec wiaze si¢ z centrum aktywnym
enzymu. W wykonywanych badaniach zastosowano znakowany FITC pan-inhibitor
VAD-FMK (Promega Probes), ktory wykrywa wickszo$¢ zaktywowanych kaspaz.
Jednoczesne barwienie metoda FLICA 1 jodkiem propidyny pozwala na wyrdznie-
nie komorek:

— weczesnoapoptycznych (kaspazo+/Pl—; maja zaktywowane kaspazy przy nie

uszkodzonej blonie komédrkowej)

— pdznoapoptycznych (kaspazo+/Pl+; maja zaktywowane kaspazy oraz wy-
kazuja uszkodzenia w blonie komdrkowej pozwalajace na wnikanie PI do
komorki)

— w koncowej fazie apoptozy (kaspazo—/Pl+; komorki barwig si¢ PI, ale nie
wykazuja juz aktywnosci kaspaz)

Wyrdznienie wyzej wymienionych komérek znajdujacych si¢ na réznych
ctapach apoptozy pozwala na przesledzenie dynamiki przebiegu procesu apoptozy
[238, 280]

Komérki w liczbie 1x10° inkubowano z 5 uM FITC-VAD-FMK (caspACE™"
FITC-VAD-FMK, Promega Probes) przez 30 minut, w temperaturze pokojowe;j,
w ciemnosci; po odplukaniu zawieszano je w PBS z PI, a natgzenie fluorescencji
oceniano w cytometrze przeplywowym.

Dane z 10000-20000 komorek w kazdym oznaczeniu analizowano programem
WinMDI 2.6 (J. Trotter,Scripps).

3.2.4. Degradacja DNA oceniana metoda TUNEL

Istotng cecha komorek apoptycznych jest fragmentacja DNA na odcinki nukle-
osomalne pod wplywem endonuleaz aktywowanych przez kaspazy.

Jedna z metod wykrywania pgknigé DNA jest metoda TUNEL (7erminal de-
soxynukleotidyl transferase mediated d-UTP Nick End-Labeling) [100], w ktorej
enzym, terminalna transferaza, dolacza w miejscach pgknie¢ chromatyny, znakowa-
ne nukleotydy Br-dUTP. Obecnos¢ znakowanych nukleotydéw wykrywana byla
przeciwcialem anty-BrdU sprzezonym z FITC (Test APO-BRDU Kit; Becton Dic-
kinson Bioscience Pharmingen).

Jednoczesne barwienie komoérek PI w obecnosci Rnazy A, pozwala okreslic
z jakich faz cyklu pochodzg komorki wykazujace apoptyczng fragmentacjg DNA
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wykrywana metoda TUNEL [66]. Komorki przygotowane zgodnie z zalaczong do
zestawu procedurg analizowano w cytometrze przeplywowym.

Dane z 10000-20000 komorek w kazdym oznaczeniu analizowano programem
WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).

3.3. Analiza cyklu komoérkowego

Cytometryczna ocena utrwalonych komorek, barwionych jodkiem propidyny
wiazacym si¢ z DNA pozwolila na oznaczenie zawartosci DNA 1 okreslenie odsetka
komorek znajdujacych sie w fazach cyklu komorkowego: GO/G1 oraz S+G2/M.

Metoda ta umozliwila takze okreslenie odsetka komoérek o obnizonej zawartosei
DNA (komorki apoptycznne bedace w fazie rozpadu na cialka apoptyczne), lokali-
zujacych si¢ w obszarze okreslanym jako sub GO0/G1, ktory rdéwniez, oprocz wy-
krywanych metoda TUNEL pegknigé DNA, odzwierciedla liczbe komorek z apop-
tycznymi zmianami w DNA. Przygotowanie komorek czemiaka do cytometryczne-
g0 oznaczania zawartosci DNA przeprowadzono wedlug metody Darzynkiewicza
1 wsp. [66].

Izolowane komorki czerniaka zawieszano w roztworze PBS 1 utrwalano przez
24 godziny, w temperaturze -20 °C, w 70% roztworze alkoholu etylowego, zacho-
wujac nastepujace proporcje: 1x10° komérek/ 1 ml PBS/ 10 ml alkoholu.

Po odplukaniu roztworem PBS alkoholu etylowego z utrwalonych komorek,
zawieszano je w 1 ml roztworu barwiacego (RNaza A 100 pg/ml, PI 40 pg/ml
w PBS) i inkubowano 30 minut w 37 °C, w ciemnosci, a natgzenie fluorescencji
oceniano w cytometrze przeplywowym.

Dane z pomiaréw 10000-20000 komoérek w kazdej probie analizowano przy
pomocy programu WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).

3.4. Oznaczenie obecnosci receptora Fas i ligandu FasL. w blonie
komérkowej badanych komérek czerniaka

Komorki czerniaka w liczbie 5x10° znakowano w 100 ul roztworu, monoklo-
nalnego przeciwciala sprzgzonego z fikoerytryng (PE) przeciwko mysiemu biatku:
Fas lub FasL (Becton Dickinson Bioscience Pharmingen), przez 40 min, w tempera-
turze pokojowej, w ciemnoscl, a natgzenie fluorescencji oceniano w cytometrze
przeplywowym. Przeprowadzono réwniez barwienie z odpowiednimi kontrolami
1zotypowymi dla obu przeciwcial.

Dane z pomiarow 10000-20000 komédrek w kazdej probie analizowano przy
pomocy programu WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).
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3.5. Identyfikacja metoda Western blot: cytochromu c, prokaspazy 81 9,
PARP, Bcl-2, surwiwiny, AIF, bialka p53 w lizatach badanych komo-
rek czerniaka

Izolowane komérki dwoch linii czeriaka przeszczepialnego w liczbie 2x10°
inkubowano w 20 pl hipotonicznego roztworu lizujacego {Tris/Nonidet
40/Tween-100 z inhbitorami proteaz:100 pg/ml aprotyning, 100 pg/ml leupeptyna,
1,8 mg/ml jodoacetamidem 1 1 mM fluorkiem fenylometylosulfonowym (PMSF)}
przez 1 godzing, w 4 °C. Nastgpnie proby wirowano 5 minut (12 tys. obrotéw/min.)
w 4 °C, a zebrany supematant przechowywano w temperaturze -70 °C do czasu
identyfikacji badanych czynnikow metoda Westem blot; 60 ng bialka z uzyskanych
lizatow komoérkowych rozdzielano elektroforetycznie na zelu poliakrylamidowym:
8% dla PARP, 15% dla: cytochromu c, Bcl-2, p53, surwiwiny, kaspazy 8 1 9, AIF
przy stalym napigciu 120 V.

Rozdziclone elektroforetycznie biatka przenoszono na blong nitrocelulozowa
przy pomocy elektrotransferu trwajacego 2 godziny, przy stalym napigciu 60 V;
nastgpnie blong inkubowano w buforze blokujacym (3% albumina wolowa w bufo-
rze TBS: 50mM Tris — HCI pH 7,5; 0,5M NaCl) przez noc w 4°C.

Do identyfikacji badanych bialek na blonie nitrocelulozowej zastosowano prze-
ciwciala zestawione w tabeli 5.

Blony nitrocelulozowe inkubowano przez noc ze swoistym wykrywajacym
przeciwcialem, a nastgpnie po odplukaniu, z drugim przeciwcialem sprzgzonym
z peroksydaza chrzanowa 1 po 2 godzinach inkubacji wykrywano obecnos¢ badane-
go biatka metoda chemiluminescencyjng z uzyciem zestawu Pierce SuperSignal
West Pico (Pierce Biotechnology).

W wybranych probach wykrywano rowniez obecnos$¢ B-aktyny (przeciwcialo
anty B-aktyna, stgzenie 1:6000, Sigma-Aldrich) w celu potwierdzenia jednakowe;
ilosci biatka w oznaczanych probach oraz aby przedstawi¢ zawartos¢ badanych
bialek w stosunku do zawartosci aktyny.

Intensywno$¢ zaczemienia prazkow na kliszy rentgenowskiej oceniano densy-
tometrycznie uzywajac programu Quantity One software (BioRad) oraz
GelDoc2000 systemu (BioRad, UK) (Katedra 1 Zaklad Biochemii AMG).
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Tab. 5. Przeciwciala stosowane przy wykrywaniu bialek metoda Western blot.

Tab. 5. Antibodies used in Western blot protein detection.

Wykrywany | Przeciwcialo pierwsze (identytikujace) Przeciwcialo drugie (wykrywaja-
czynnik Nazwa, producent/stezenie ce), nazwa, producent/stezenie
Detecting Primary antibody (name, manufacturer, Secondary antibody (name manu-
factor concentration) facturer, concentration)
Mysie monoklonalne . 1:10 000
PARP Oncogene Research Product 0.5 pg/ml Anty mysie Sigma-Aldrich
Mysie monoklonalne . . 1:10 000
Bel-2 Santa Cruz Biotechnology 1:300 Anty mysie Sigma-Aldrich
Mysie monoklonalne . 1:10 000
p>3 Becton Dickinson I ng/ml Anty mysie Sigma-Aldrich,
io . 1:3000
Surwiwina Krohc_ze pohklonal_ne 1 pg/ml Anty krolicze Santa Cruz
Chemicon International .
Biotechnology
. . 1:3000
Kaspaza 8 Rozie pohklo_n alne 1:300 Anty kozie Santa Cruz
Santa Cruz Biotechnology .
Biotechnology
. . 1:3000
Kaspaza 9 Krolicze polﬂ(lonalne . 2 pg/ml Anty krolicze Santa Cruz
StressGen Biotechnologies .
Biotechnology
Mysie monoklonalne . 1:10 000
Cytochrom ¢ Oncogene Research Product 0,5 pg/ml Anty mysie Sigma-Aldrich
Mysie monoklonalne . . 1:10 000
AlF Santa Cruz Biotechnology 1:300 Anty mysie Sigma-Aldrich
3.6. Ocena morfologii komorek — barwienie oranzem akrydyny (AQO)

i jodkiem propidyny

Izolowane komorki czerniaka zawieszano w 1 ml roztworu barwiacego

3,6-dimetylaminoakrydyny 1 PI (10 pg/ml oranzu akrydyny — AO; PI 10 pg/ml,
RNaza A 100 pg/ml) i inkubowano przez 30 minut w 37°C, w ciemnosci [326];
analizowano przy pomocy systemu mikroskopii konfokalnej (Nikon, Japonia)
oraz programow: Laser Sharp 2000 1 Laser Pix V. 4. 001 (BioRad, GB)
(Katedra Anatomii AMG).

3.7. Ocena masy mitochondriéw

Masg¢ mitochondriow w komorkach badanych czerniakéw oceniano wyko-
rzystujac barwnik fluorescencyjny 3,6-bis(dimetylamino)-10-nonyl akrydyng
(N-nonylo oranz akrydyny — NAQ; Molecular Probes) wiazacy si¢ z mitochon-
driami [243]. Natgzenie fluorescencji mierzongj w kanale FL1 odzwierciedla
mas¢ mitochondriéw w komorce.
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Komorki 2x10° w 1 ml PBS z 2 uM NAO inkubowano 10 minut w 37°C i po
plukaniu analizowano w cytometrze przeplywowym.

Dane z 10000-20000 komorek w kazdym oznaczeniu analizowano programem
WinMDI 2.6 (J. Trotter, Scripps).

3.8. Ocena statystyczna uzyskanych wynikéw

Analiz¢ statystyczna przeprowadzono przy pomocy programu STATISTICA 7.1
(StatSoft, Inc. 2005).

Dane w tabelach 1 na wykresach przedstawiono w postaci srednia arytmetyczna
* odchylenie standardowe.

Zgodnos¢ rozkladow wynikow dla badanych oznaczen z rozkladem normalnym
sprawdzano za pomocg Testu Shapiro-Wilka, a jednorodnos¢ wariancji Testem
Levene’a.

Analizg znamiennosci réznic pomigdzy badanymi grupami przeprowadzono te-
stami nieparametrycznymi: Testem ANOVA Friedmana oraz Testem U Mann’a-
Whitney’a, z zastosowaniem poprawki Bonfferoniego, przyjmujac za rdznicg staty-
stycznie istotna wartos¢ p<0,025 (przy dwoch testach) 1 p<0,012 (przy czterech
testach).
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4. WYNIKI

4.1. Ocena apoptozy spontanicznej komorek linii melanotycznej i amela-
notycznej czerniaka

W apoptozie spadek potencjatu transblonowego blony mitochondrialnej, powo-
dujacy uwolnienie z mitochondriéw wielu czynnikow prowadzacych do apoptycz-
nej $mierci komorki, uwazany jest za jedna z pierwszych oznak rozpoczgcia tego
procesu.

4.1.1. Komorki o obnizonym potencjale transblonowym mitochondriéw
(AY); ocena potencjalu transblonowego mitochondriow we wszyst-
kich komérkach

Zastosowana w ninigjszej pracy metoda pozwolila oceni¢ odsetek komdrek wy-
kazujacych obnizong wartos¢ AW, jak réwniez pozwolila poréwnaé wzgledng war-
tos¢ AW oraz oceni¢ ogdlny stan energetyczny mitochondriow w badanych komor-
kach poprzez okreslenie stosunku FL2 do FL1, gdzie FL2 (fluorescencja czerwona)
jest wskaznikiem wysokospolaryzowanych, z duza iloscia ATP (wysokoenerge-
tycznych) mitochondriow, a FL1 (fluorescencja zielona) niskospolaryzowanych,
z mala iloscia ATP (niskoeneregetycznych) mitochondridow.

Wsrod badanych komorek czemiaka po 4 godzinach inkubacji stwierdzono, iz
okolo 6% w linii rodzimej Ma (tab. 6 pkt 1, ryc. 1a) 1 tylko okolo 3% komorek linii
Ab (tab. 6 pkt 1, ryc. 1b) wykazywalo obnizenic AW.

Wydluzenie czasu inkubacji do 24 godzin powodowalo wzrost odsetka tych
komorek w linii Ma do prawie 17% (tab. 6, ryc. 1¢), a w linii Ab do okolo 10%
(tab. 6 pkt 1, ryc. 1d). Wsrdéd komérek linii Ma zawsze bylo znamiennie wigcej
komorek o obnizonej wartosci AY w porownaniu z linig Ab (tab. 6 pkt 1, p<0,025).

Tempo przyrostu komérek o obnizonym AY w komorkach obu linii bylo po-
dobne, a wartos¢ FL2/FL1 dla tych komérek wynosita okolo 0.5.
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Tab. 6. Zawarto$¢ procentowa komorek linii Ma i Ab wykazujacych cechy ko-
morek ginacych droga apoptozy.
Tab. 6. Percentage of Ma and Ab melanoma line cells with apoptotic features.

Odsetek komoérek wykazujacych nastepu- 4 godz. 24 godz.
jaca ceche procesu apoptozy:
Percerjztage of celliv with apro)prt)otic%’eature Ma Ab Ma Ab
1. Obnizony potencjal transblonowy
mitochondriéw — AV 6,4+2.5% | 3,1£0.9 |16,7£7,5% 9.,7£54
Decreased mitochondrial potential
2. Aktywne kaspazy, komorki :
Activated caspases; cells:
2.1. z calkowitg aktywnoscia kaspazo+ | 14,0£3,3 | 122458 | 11,3 43,5 | 14,2+4 4
with all caspase activity
2.2. wezesnoapoptyczne kaspazo+/PI- | 54418 | 3,126 | 6,042,2% | 2.7£1.9
early apoptotic
2.3. poznoapoptyczne  kaspazo+/Pl+ | 85426 | 9.0+50 | 53+1.4 |11,6443*
late apoptotic
2.4. wkoncowym stadium apoptozy 8,5+3,7 | 10,2455 | 9,0£2,5 | 11,2433
kaspazo-/PI+
in the final stage of apoptosis
3. Eksternalizacje fosfatydyloseryny;

komorki:
Phosphatidylserine externalization;
cells:
3.1. wezesnoapoptyczne  An+/PI- 37,8+6,4% | 9.1+1.4 |39,047,2% | 7,6+2.1
early apoptotic
3.2. poznoapoptyezne  Ant/PI+ 18,4450 | 22,744.2 | 13,643,5 | 28,047.5

late apoptotic
4. Zmiany w DNA wykrywane metoda
TUNEL
DNA changes determined by TUNEL
5. Hypodiploidalng zawartosé DNA
(komérki z obszaru sub GO/G1)
Hypodiploid cells from sub G0/G1

16,247,1% | 6,816 |27,3£9,5% | 13,745.0

11,742,7% | 4.4+13 |17,6£2,8% | 8,643,0

>

n — liczba doswiadczeni; 1. n=8 dla Ma, n=7 dla Ab; 2. n=4 dla Ma, n=7 dla Ab; 3. n=6;
4. n=7; 5. n=7; *p<0,025 znamienna réznica w pordwnaniu z linia Ab
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Ryc. 1. Nustracja zmian zawartosci komorek z obnizonym AW (dolna ¢zg$¢ wykresow)
w trakcie spontanicznej $mierci komorek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelano-
tycznego (Ab) po 4 i 24 godzinach inkubacji w jednym z 8 (dla Ma) i 7 (dla Ab) wyko-
nanych doswiadczen. 11 2 - populacje komérek czerniaka linii Ab rdézniace si¢ wartoscia
FL2/FL1.

Fig. 1. Changes in the percentage of cells with low A¥m (lower part of each figure)
during spontaneous death of melanotic (Ma) and amelanotic (4b) melanoma cells after
4 and 24 hrs incubation in one of 8 (for Ma) and 7 (for Ab) done experiments.1 and 2 Ab
line cell populations differing in the FL2/FL1 value.

Wyjsciowa srednia wartos¢ FL2 we wszystkich komorkach linii Ab byla wyz-
sza, a FL1 nizsza w porownaniu z linig Ma (ryc. 2A), co wyrazalo si¢ wyzsza warto-
scig, stosunku FL2/FL1, ktory dla wszystkich komoérek linii Ab wynosil 3.8 a dla
wszystkich komoérek linii Ma 1,2 (ryc. 2B, p<0,025). Oznacza to, iz komdrki linii
Ma majq nizszg wyjsciowa wartos¢ AW, niz komorki linii Ab, co w powigzaniu
z powszechnie przyjmowanym faktem, iz warto$¢ AY decyduje o syntezie ATP,
moze wskazywac na réznice w stanie energetycznym komoérek obu linii czemiaka.
Po 24 godzinach inkubacji wartos¢ ta dla komoérek linii Ma nie zmienia si¢ istotnie,
ale w komorkach liniit Ab obniza si¢ do 1,8, co moze wskazywac, iz komorkai linii
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Ma zachowuja energi¢ na stalym poziomie, zas komorki linii Ab w czasie inkubacji
traca ja.
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Ryc. 2A. Zmiany flurescencji JC-1 w mitochondriach wysokospolaryzowanych (FL2)
i niskospolaryzowanych (FL1) jako przejaw zmian AY podczas spontanicznej $mierci
komérek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab). Zielona fluorescen-
cja (FL1) odzwierciedla niskoenergetyczny, a czerwona (FL2) wysokoenergetyczny stan
mitochondriéw w komoérkach. Wyniki pochodza z 8 (dla Ma) i 7 (dla Ab) do$wiadczen.
Fig. 2A4. Changes of JC-1 fluorescence in high polarized (FL2) and low polarized (FL1)
mitochondria in spontaneous death among melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) mela-
noma cells. The green fluorescence (FL1) refers to the JC-1 monomeres and the red
fluorescence (FL2) correspondence to the formation of JC-1 aggregates. Results are
from 8 for Ma and 7 for Ab line experiments.

Zauwazono ponadto, ze wéréd komorek linii Ab, poza komérkami o obnizo-
nym AY, mozna wyrozni¢ dwie populacje komorek, ktérych stosunek FL2/FL1
wynosit odpowiednio 6,6+1,8 (ryc. 1b 1) 1 2,2+0.4 (ryc. 1b 2). Wartosci FL2/FL1
obu wyrdznionych populacji byly wyzsze od wartosci dla komoérek linii Ma
(1,2£0,1), gdzie obserwowano tylko jedna populacj¢ komoérek.

Zatem wsrod komérek linii Ab obecne byly populacje rozniace si¢ wyjsciowa
wartoscig AY.
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Ryc. 2B. Zmiany stosunku FL2/FL1 podczas spontanicznej $mierci komérek czerniaka
melanotycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab). Wyniki pochodza z 8 (dla Ma) i 7
(dla Ab) doswiadczen. *statystycznie znamiennie wyzsza wartos¢ FL2/FL1 w komor-
kach linii Ab w poréwnaniu z komérkami linii Ma; p<0,025.

Fig. 2B. Changes of the ratio of FL2/FLI1 during spontaneous death among melanotic
(Ma) and amelanotic (4b) melanoma cells. Results arefrom 8 for Ma and 7 for Ab line
experiments. *statistically significant higher FL2/FLI1 ratio of amelanotic melanoma
cells in comparison to Ma line; p<0.025.

Ocena masy mitochondriéw w komorkach obu linii czeriaka wykazala, iz ko-
morki linii melanotycznej przy mniejszej $redniej masie mitochondriéw (srednia
fluorescencja 1890+£307), w poréwnaniu z linig amelanotyczng ($rednia fluorescen-
cja 3635+189), sq zrdéznicowane pod wzgledem masy tych organelli. W linii mela-
notycznej zaobserwowano wystgpowanie dwoch populacji komorek: jednej o masie
mitochondriéw, podobnej jak w komorkach czemiaka amelanotycznego (srednia
wartos¢ fluorescencji zblizona do komorek linii Ab; ryc. 3 M1) 1 drugiej o nizszej
masie mitochondriow (obnizona fluorescencja do okolo 700 jednostek umownych;
ryc. 3 M2), do ktorej nalezalo ponad 40% komorek linii Ma.

Zatem obecnos¢ dwoch populacji o réznej masie mitochondridw wsrod komo-
rek linii Ma, przy obserwowanej tylko jednej populacji komorek o podobnym wyj-
sciowym AW, wskazuje, iz masa mitochondridw nie wplywa na wartos¢ potencjatu
transblonowego tych komorek (ryc. lai 3).

W komorkach linii amelanotycznej czeriaka pomimo podobnej masy mito-
chondriow, obserwowano wyrazne dwie populacje roznigce si¢ wyjsciowa warto-
scig AW (ryc. 1b 1 3), co wskazuje, iz wartos¢ AY rowniez w komorkach tej linii nie
zalezy od masy mitochondriow.
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Oznacza to, iz masa mitochondriéw w komérkach obu linii nie wplywa na war-
tos¢ potencjalu transblonowego blony mitochondrialne;.
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Ryc. 3. Tlustracja zréznicowania komorek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelanotyczne-
g0 (Ab) pod wzgledem masy mitochondriéw oznaczanej przy pomocy NAO.

M1 1 M2 populacje komérek o réznej masie mitochondridw. Jedno z 8 (dla Ma) i 7 (dla Ab)
wykonanych do$wiadczen.

Fig. 3. Mitochondrial mass in melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma cells
estimated by NAO staining. M1 and M2 populations of cells with different mitochondrial
mass. One of 8 (for Ma) and 7 (for Ab) done experiments.

W podsumowaniu wynikow dotyczacych potencjalu transblonowego mito-
chondriow mozna stwierdzi¢, ze komorki obu linii r6znia si¢ wyjsciowa wartoscia
AY, a linia Ma w poréwnaniu z linig Ab, charakteryzuje si¢ wigksza liczba komorek
o obnizonym AY (uznawanych za komorki wchodzace na drogg apoptozy z udzia-
Iem mitochondriow).

Obnizenie AY powoduje uwolnienie z przestrzeni mi¢dzyblonowe] mitochon-
driéw substancji aktywujacych podstawowe proteazy procesu apoptozy — kaspazy,
dlatego odsetek komorek wykazujacych obecnos¢ aktywnych kaspaz stanowi kolej-
ny element oceny apoptozy spontaniczngj.
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4.1.2. Komérki z aktywnymi kaspazami

Oceniony metoda FLICA procent wszystkich komorek z aktywnymi kaspazami
wsrod komérek obu linii czerniaka byl podobny 1 nie zmienial si¢ istotnic w czasie
prowadzenia obserwacji (tab. 6 pkt 2.1).

Jednak gdy oceniano liczbg komérek: kaspazo+/PI- (komérek wezesnoapop-
tycznych) 1 kaspazo+/PI+ (pdznoapoptycznych), stwierdzono istotne réznice migdzy
linia melanotyczna 1 amelanotyczng czemiaka. W linii rodzimej komoérki kaspa-
zo+/PI- stanowily prawie 50% wszystkich komorek kaspazo+ (tab. 6 pkt 2.2); na-
tomiast w linii amelanotycznej — szybeiej rosnacej — komorek tych bylo o polowe
mniej niZz w linii rodzimej (tab. 6 pkt 2.2; p<0,025). Po 24 godzinach inkubacji nie-
wielki wzrost odsetka komorek kaspazo+/PI+ (tab. 6 pkt 2.3) obserwowano tylko
wsrod komorek linii Ab. Komérki kaspazo—/PI+, ktore mozna uzna¢ za komorki
znajdujace si¢ w koncowej fazie apoptozy (nie wykazujace juz aktywnosci kaspaz,
przy jednoczesnym uszkodzeniu blony plazmatycznej powodujacym penetracje
jodku propidyny do jadra) stanowily w obu liniach okolo 10% (tab. 6 pkt 2.3).

Zatem uzyskane wyniki wskazuja, iz komorki obu linii czeriaka przy zblizonej
liczbie komoérek z aktywnymi kaspazami r6znig si¢ liczba komoérek wezesno- 1 poz-
noapoptycznych: linia amelanotyczna — o bardziej agresywnym fenotypie — ma
obnizony odsetek komorek wcezesnoapoptycznych. Oznacza to, iz mniej komorek
linii Ab w pordéwnaniu z linia rodzima jest na etapie aktywacji kaspaz w przebiegu
apoptozy.

Aktywacja kaspaz prowadzi do zmiany w morfologii komérek przejawiajace]
si¢ m.in. zmiang w strukturze blony plazmatycznej polegajaca na przemieszczeniu
fosfatydyloseryny (PS) do zewngtrznej warstwy fosfolipidowej blony tzw. eksterna-
lizacje PS.

4.1.3. Komoérki ze zmianami w blonie komoérkowej (eksternalizacja fosfaty-
dyloseryny)

Test z uzyciem ancksyny V (wiaze si¢ z fosfatydyloseryna) i jodku propidyny
(PD) pozwolil oceni¢ apoptyczne zmiany w strukturze blony komorkowej, wyrdzni¢
komorki An+/PI- (wczesnoapoptyczne — wykazujace eksternalizacjg PS) 1 An+/Pl+
(pdznoapoptyczne — poza cksternalizacja PS wykazujace rowniez zmiany w prze-
puszczalnosci blony dla PI).

Komorki An+/PI- wsréd komorek linii Ma stanowily okolo 38%, zas w linii
amelanotycznej tylko okolo 9% (tab. 6 pkt 3.1, ryc. 4A). Komorki poéznoapoptycz-
ne: Ant+/PI+ w linii Ma stanowily po 4 godzinach 18% a po 24 godzinach 14 %
(tab. 6 pkt 3.2). Zas ich odsetek wsrod komorek linii Ab byl nieco wyzszy niz w linii
Ma i wynosil od 22 do 28% (tab. 6 pkt 3.2).

Apoptyczne zmiany w strukturze blony komdrkowej zilustrowano na zdjgciach
z mikroskopu konfokalnego przedstawionych na rycinie 4B.
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Zatem liczba komorek z wezesnoapoptycznymi zmianami w blonie komorko-
wej (Ant+/PI-), wérdd komorek linii Ma jest znamiennie wyzsza niz w linii Ab. Na-
tomiast wigcej komoérek An+/PIH zaobserwowano w linii Ab (tab. 6 pkt 3.2).
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Ryc. 4A. Zroznicowanie komdrek czerniaka melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego
(Ab) pod wzglgdem eksternalizacji fosfatydyloseryny 1 integralnosci blony komorkowe)
na komdérki wezesnoapoptyczne (An+/Pl-) oraz péznoapoptyczne (An+/PI+) po 4 godzi-
nach inkubacji w analizie cytometrycznej. Jedno z 6 wykonanych doswiadczen.
Fig. 4A. Externalization of phosphatidyiserine and plasma membrane integrity in early
apoptotic (An+/PI-) and late apoptotic (An+/PI+) melanotic (Ma) and amelanotic (Ab)
melanoma cells in spontaneous apoptosis after 4 hrs incubation in cytometric analysis.

One of 6 done experiments.
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Ryc. 4B. Obraz, w mikroskopie konfokalnym, komérek wczesno- (An+/PI-) oraz pdzno-
apoptycznych (An+/PI+) czerniaka melanotycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab) po
4 godzinach inkubacji. Skala 50 pm.

Fig. 4B. Confocal microscope analysis of early apoptotic (An+/PI-) and late apoptotic
(An+/PI+) melanotic (Ma) and amelanotic (4b) melanoma cells in spontaneous apop-
tosis after 4 hrs incubation in. Scale bar 50 ym.

4.1.4. Komorki wykazujgce peknigcia nici DNA wykrywane metodg TUNEL

Przeprowadzone oznaczenia wykazaly, ze okolo 16% komorek linii Ma 1
tylko 7% wsrod komorek linii Ab stanowily komoérki TUNEL-pozytywne
(tab. 6 pkt 4; p<0,025). Po 24 godzinach inkubacji w obu liniach wzrastal odse-
tek tych komorek, ale nadal bylo ich znamiennie wigcej w linii rodzimej
(tab. 6 pkt 4). Oznacza to, iz komorek w ktorych dochodzi do apoptycznej de-
gradacji DNA bylo rowniez wiece] w linii Ma niz w linii Ab.
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4.1.5. Komorki o obnizonej zawartosci DNA (komorki lokalizujace sie
w obszarze sub G0/G1)

W wyniku kondensacji chromatyny 1 jej cigcia na fragmenty w dalszych eta-
pach apoptozy dochodzi do rozpadu komérek na cialka apoptyczne, co przy analizie
zawartosci DNA widoczne jest jako pojawianie si¢ komorek o obnizonej zawartosci
DNA, lokalizujacych si¢ w obszarze okreslanym jako sub GO/G1.

W linii melanotycznej czemiaka okolo 12% komorek znajdowalo si¢ w ob-
szarze sub G0/G1, zas w linii Ab tylko 4%. Po kolejnych 20 godzinach inkubacji
wartosci te wzrastaly, ale nadal komoérek o obnizonej zawartosci DNA bylo wig-
cej wsrod komorek linii rodzimej (tab. 6 pkt 5), co $wiadezy 1z rowniez komorek
znajdujacych si¢ w finalnej fazie apoptozy — rozpadajacych si¢ na ciatka apop-
tyczne — wsrod komorek linii Ma jest wigcej niz w linii Ab.

Morfologicznym potwierdzeniem apoptycznych zmian w DNA opisanych po-
wyzej w punkcie 4.1.4 1 4.1.5 sa obrazy komorek obu linii czeriaka z mikroskopu
konfokalnego z widoczna kondensacja chromatyny 1 jej rozpadem na ciatka apop-
tyczne, przedstawiono naryc. 5.
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Ryc. 5. Morfologia apoptycznych komorek czerniaka melanotycznego (Ma) 1 amelano-
tycznego (Ab) w apoptozie spontanicznej barwionych oranzem akrydyny — widoczna
kondensacja chromatyny i rozpad na cialka apoptyczne (komorki oznaczone strzalka).
Skala 50 um.

Fig. 5. Morphology of the apoptotic melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma
cells during sponateous apoptosis stained by acridine orange to show chromatin con-
densation and apoptotic bodies. Arrows point of cells with chromatin condensation.

Scale bar 50 pm.
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Wiyniki oznaczen procentowe] zawartosci komorek wykazujacych cechy komo-
rek apoptycznych takich jak: obnizony potencjal transblonowy mitochondriow,
aktywagcj¢ kaspaz, eksternalizacje fosfatydyloseryny czy zmiany w DNA, wyraznie
wskazuja, 1z wérod komorek linii rodzimej — Ma jest wiecej komorek apoptycznych,
niz w powstalej z nigj linii Ab — o bardziej agresywnym fenotypie.

Wraz z wydluzaniem czasu inkubacji nie wykazano istotnych réznic w tempie
wzrostu odsetka komorek o cechach apoptycznych wsrod komorek obu linii czer-
niaka.

4.2. Ocena apoptozy indukowanej kamptotecyng (CPT) w komérkach
linii melanotycznej i amelanotycznej czerniaka

Wrazliwosé¢ komorek obu linii czemiaka na indukeje apoptozy przez CPT okre-
slano poprzez ocene procentowej zawartosci komoérek o cechach charakterystycz-
nych dla $mierci komorek droga apoptozy, tak jak przy ocenie apoptozy spontanicz-
nej. Wyniki tych oznaczen zestawiono w tabeli 7.



Tab. 7. Zawarto$¢ procentowa komoérek linii Ma 1 Ab wykazujacych cechy komérek ginacych droga apoptozy indukowanej dzialaniem kampto-
tecyny (+CPT) w poréwnaniu z apoptozg, spontaniczng, (-CPT).

Tab. 7.Percentage of Ma and Ab melanoma line cells with apopftotic features dying by spontaneous (-CPT) and CPT-induced (+CTP) apoptosis.

, . Czemiak melanotyczny Ma Czerniak amelanotyczny Ab
;ii?:}:fg;;?;;ﬂ;_o nastgpujacych cechach Melanotic melanoma Ma Amelanotic melanoma Ab
- ) ) 4 godz. 24 godz. 4 godz. 24 godz.
Percentage of cells with apoptotic features: <PT TCPT T CPT T TCPT T CPT

1. Obnizony AY
Decreased A
2. Aktywne kaspazy; komorki:
Activated caspases; cells
2.1. z calkowita aktywnoscig kaspaz kaspazot | 14,0433 13,3£1,6 | 11,3£3,5 | 10,6417 12,2458 | 22,749,1* | 142444 |55,4+19,8*
with all activated caspases

6,412.5 9,547 16,7£7.5 20,844.5 3,140.9 4,840,7* 97454 | 58,3111,6*

2.2. wezesnoapoptyczne kaspazo+/Pl- | 54+18 | 47409 | 60422 | 48413 3,142,6 | 10,2452% | 2,741,9 1,741,7
early apoptotic

2.3. péznoapoptyczne kaspazo+/PI+ | 8 5426 8,5+1,9 53414 5.8+1,5 9,050 | 124446 | 11,6443 |[53,6+18,8*
late apoptotic

24. wkonicowej fazie apoptozy kaspazo-PI+ | g 5437 | 102455 | 9,042,5 | 112433 | 102455 | 10,5455 | 112433 |40,9+21,9*
in the final stage of apoptosis
3. Eksternalizacja fosfatydyloseryny,
komorki:
Phosphatidylserine externalization; cells: | 378+64 | 40,6462 | 39,0472 | 36,0448 9,141 4 9,5£1,9 7,612,1 6,942.6
3.1. wezesnoapoptyczne An+/PI-
early apoplotic 18,4450 | 20,1434 [ 13,6435 15,6447 | 22,7442 | 264441 | 28,0+7,5 | 77,1+£7,3*
3.2. pé6znoapoptyczne An+/PI+
late apoptotic
4. Zmiany w DNA (metoda TUNEL)

DNA changes ( TUNEL method) 16247,1 | 23373 | 27,339,5 | 372469 6,8%1,6 14,543,6* | 13,750 | 73,549,6*
5. Hypodiploidalna zawartos¢ DNA .
(kombrki z obszaru sub GO/G1 11,7227 | 11,9433 17,642,8 | 21,7431 44413 51419 8,613,0 | 38,048,1

Hypodiploid DNA content sub GO/GI
Liczba wykonanych doswiadczen taka jak w Tabeli 6, * p<0,025 znamienna ré6znica w poréwnaniu z apoptoza spontaniczng .

€9
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4.2.1. Komérki o obnizonym potencjale transblonowym mitochondriow
(AY); ocena potencjalu transblonowego mitochondriow we wszyst-
kich komoérkach

Gdy do hodowli komorek dodawano CPT — induktora apoptozy komoérek wielu
nowotwordéw (w tym komorek czemiaka) to po 4 godzinach wsréd komorek linii
rodzimej Ma liczba komoérek o obnizonym AY wzrastala do okolo 10% (tab. 7
pkt 1, ryc. 6A-b), a wsrdd komorek linii Ab do 5% (tab. 7 pkt 1, ryc. 6B-h). Dla
komorek linii Ab byl to wzrost znamienny statystycznie w poréwnaniu z komoérka-
mi inkubowanymi bez kamptotecyny (p<0,025; tab.7 pkt.1).

Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma

Apoptoza spontaniczna Apoptoza indukowana CPT Inkubacja z CCCP.
Spontaneous apoptosis CPT induced apoptosis _ Incubation with CCCP.
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Ryc. 6A Zmiany zawartosci komoérek czerniaka melanotycznego (Ma) o obnizonym
A¥m (ponizej linii poziomej) w apoptozie indukowanej CPT w pordwnaniu z apoptoza
spontaniczng po 4 i 24 godzinach inkubacji. W kontroli pozytywnej redukcji AY komor-
ki inkubowano z rozprzggaczem lancucha oddechowego CCPP (100 pM). Jedno z 7-8
wykonanych do§wiadczen.

Fig. 64. Changes in the percentage of melanotic (Ma) melanoma cells. with low A¥m
(lower part of each figure) during CPT-induced apoptosis in comparison to spontaneous
apoptosis after 4 and 24 hrs incubation. As a positive control for reduction of AY CCCP
(100 uM) was used. Representative results of 7-8 done experiments.
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Czerniak amelanotyczny Ab. Amelanotic melanoma Ab.

Apoptoza spontaniczna Apoptoza indukowana CPT Inkubacja z CCCP.
Spontaneous apoptosis CPT induced apoptosis Incubation with CCCP.
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Ryc. 6B. Zmiany zawarto$ci komérek czerniaka amelanotycznego (Ab) o obnizonym
AY (ponizej linii poziomej) w apoptozie indukowanej CPT w porownaniu z apoptoza
spontaniczng po 4 i 24 godzinach inkubacji. W kontroli pozytywnej redukcji AY komor-
ki inkubowano z CCPP (100 uM). Jedno z 7-8 wykonanych doswiadczen.

Fig. 6B. Changes in the percentage of amelanotic (Ab) melanoma cells with low AY
(lower part of each figure) during CPT-induced apoptosis in comparison to spontaneous
apoptosis after 4 and 24 hrs incubation. As a positive control for reduction of AV CCCP
(100 uM) was used. Representative results of 7-8 done experiments.

Z przedstawionych na rycinach 6A 1 6B wynikéw jednego z wykonanych do-
swiadczen, wyraznie widac, iz w komdrkach obu linii czemiaka inkubowanych
z CPT, wystgpuja komoérki o obnizonym AW, ale w pordownaniu z inkubacja z
CCCP - substancja znoszaca potencjal mitochondrialny — w komoérkach badanych
czerniakdéw nigdy nie dochodzi do tak duzej utraty AY (ryc. 6A-c, f oraz 6B-i, I).
Oznacza to, ze cho¢ CPT powoduje obnizenie AW, to nie dochodzi do calkowitego
spadku wartosci AY.

We wszystkich komérkach obu linii czemiaka po 4 godzinach inkubacji z CPT
ni¢ obserwowano istotnych zmian wartosci FL1 1 FL2 (ryc. 7A) oraz stosunku
FL2/FL1 wyrazajacego wyjsciowa wartos¢ AW (ryc. 7B).
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Ryc. 7A. Zmiany flurescencji JC-1 w mitochondriach wysokospolaryzowanych (FL2)
i niskospolaryzowanych (FL1) jako przejaw zmian AY podczas apoptozy indukowangj
CPT (4 godz. CPT, 24 godz. CPT) komérek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelano-
tycznego (Ab) w poréwnaniu z apoptoza spontaniczng (4 godz., 24 godz.) tych komorek.
Wyniki pochodza z 8 (dla Ma) i 7 (dla Ab) doswiadczen.

Fig. 7A. Changes of JC-1 fluorescence in high polarized (FL2) and low polarized (FL1)
mitochondria as an indicator of AV changes in spontaneous (4 godz., 24 godz.) and
CPT-induced (4 godz. CPT, 24 godz. CPT) apoptosis among melanotic (Ma) and am-
elanotic (Ab) melanoma cells. Results are from 8 for Ma and 7 for Ab line experiments.
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Ryc. 7B. Zmiany stosunku FL2/FL1 podczas apoptozy indukowanej CPT (4 godz.CPT,
24 godz.CPT) komoérek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab)
W pordwnaniu z apoptozq spontaniczna (4 godz., 24 godz.) tych komoérek. Zielona flu-
orescencja (FL1) odzwierciedla wysokoenergetyczny, a czerwona (FL2) niskoenerge-
tyczny stan mitochondriéw w komoérkach. Stosunek czerwonej do zielonej fluorescencji
przedstawiono jako FL2/FL.1.Wyniki pochodza z 8 (dla Ma) i 7 (dla Ab) doswiadczen.
*statystycznie znamiennie p<0,025 wyzsza warto$¢ FL2/FL1 w komoérkach linii Ab
w porownaniu z komoérkami linii Ma; **statystycznie znamienne p<0,025 obnizenie
warto$ci FL2/FL1 w komérkach linii Ab w pordwnaniu ze spontaniczng $miercia.

Fig. 7B. Changes of the ratio of FL2/FL1 during spontaneous (4 godz., 24 godz) and CPT-
induced (4 godz.CPT, 24 godz.CPT) apoptosis among melanotic (Ma) and amelanotic (4b)
melanoma cells. The green fluorescence (FLI1) refers to the JC-1 monomers and the red
fluorescence (FL2) correspondence to the formation of JC-1 aggregates. The ratio of
red/green fluorescence of JC-1 is depicted as FL2/FLI1. Results are from 8 for Ma and 7 for
Ab line experiments. *statistically significant higher FL2/FLI ratio of amelanotic melanoma
cells in comparison to native — Ma line; p<0.025; **statistically significant decrease of the
FL2/FLI ratio in comparison fo spontaneous apoptosis in Ab melanoma line cells; p<0.025.

Obserwacje komorek badanych czemiakéw po 24 godzinach wykazaly, iz
wsrod komorek linii Ma inkubowanych bez kamptotecyny komorki o obnizonym
AY stanowily okolo 17%, a po dodaniu CPT liczba ich wzrastala tylko o okolo 4%
(tab. 7 pkt 1; ryc. 6A~). Towarzyszyl temu takze spadek stosunku FL2/FL.1 z 1,6 do
1,2, ale nadal jego wartos¢ wynosita powyzej 1 (ryc.7 B).

Wsréd komérek linii Ab inkubowanych z CPT przez 24 godziny, liczba komé-
rek o obnizonym AY wzrosla do prawie 60% (p<0,025; tab. 7 pkt 1, ryc. 6B-k),
a stosunek FL2/FL1 obnizyl si¢ z 1,77 do wartosci 0,3 (ryc. 7B). Wynik istotnego
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obnizenia wartosci FL2 1 wzrostu wartosci FL1 (ryc. 7A) w sposob wyrazny ilustru-
je obnizanie wartosci AY w komorkach apoptycznych czerniaka amelanotycznego
pod wplywem CPT.

4.2.2. Komorki z aktywnymi kaspazami

4.2.2.1. Zawarto$¢ procentowa komorek z aktywnymi kaspazami oceniana
metodg cytometryczng

W ciagu 24 godzin obserwacji komérek inkubowanych z CPT stwierdzono
wzrost liczby komorek z aktywnymi kaspazami, ale tylko w linii amelanotycznej
czerniaka — charakteryzujacej si¢ szybszym tempem wzrostu 1 wigksza agresyw-
noscig w porownaniu z linig melanotyczna (tab. 7 pkt 2, ryc. 8 1 9B).

W komorkach czemiaka melanotycznego inkubowanych z CPT liczba ko-
morek z aktywnymi kaspazami byla taka jak w hodowli bez CPT (tab. 7 pkt 2.1;
ryc. 8A 19A).

Natomiast w komoérkach linii amelanotycznej juz po 4 godzinach od dodania do
hodowli CPT zaobserwowano wzrost o okolo 10% komorek z aktywnymi kaspaza-
mi w porownaniu z komorkami inkubowanymi bez CPT 1 wartos¢ ta po 24 godzi-
nach wzrastala do 55%. (tab. 7 pkt 2.1; ryc. 8A). Wsrod komorek czemiaka amela-
notycznego wykazujacych aktywnos$¢ kaspaz, po 4 godzinach inkubacji z CPT
wzrasta liczba komorek wezesnoapoptycznych (kaspazo+/PI-) (ryc. 8B 1 9B-f), za$
po 24 godzinach — podznoapoptycznych (kaspazo+/PI+) (ryc. 8C 1 9B-h; tab. 7
pkt 2.3). Jednoczesnie prawie 40% komorek tego czemiaka po tym czasie nie wyka-
zywalo juz aktywnosci kaspaz, ale barwilo si¢ PL byly to komérki w koncowym
stadium apoptozy (kaspazo—/PI+; tab. 7 pkt 2.4; ryc. 8D, ryc. 9-h).
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Ryec. 8. Procentowa zawartos¢ komérek z aktywnymi kaspazami (kaspazo+; A) oraz popula-
¢ji komérek: kaspazo+/PI- (B). kaspazo+/PI+ (C); kaspazo-/PI+ (D) wsrdd komérek czermia-
ka melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) po 4 1 24 godzmnach inkubacji z CPT.
Wyniki pochodza z 4 (dla Ma) i 7 (dla Ab) doswiadczen. *statystycznie znamienny p<0,025

wzrost po inkubacji z CPT.

Fig. 8. Percentage of all cells with caspase activity (kaspazo+; A) and populations of
cells: early apoptotic (kaspazo+/PI-; B), late apoptotic (kaspazo+/PI+;C), in the final
stage of apoptosis (kaspazo-/PI - ;D) in melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma
line after 4 and 24 hrs incubation with CPT. Data are from 4 (for Ma) and 7 (for Ab)
experiments. *significant increase after incubation with CPT; p<0.0235.



70 Miroslawa Cichorek

Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
Spontaneous apoptosis. CPT induced apoptosis.
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Ryc. 9A. Oznaczenia cytometryczne komorek z aktywnymi kaspazami podczas sponta-
nicznej i indukowanej CPT apoptozy komérek czerniaka melanotycznego (Ma) po 4 i 24
godzinach inkubacji. Jedno z 4 wykonanych do§wiadczen.

Populacje komorek lokalizujace si¢ w obszarze:

dolnym lewym kaspazo-/PI- komérki zywe

dolnym prawym kaspazo+/PI- komorki wczesnoapoptyczne

gérnym prawym kaspazo+/PI+ komoérki péznoapoptyczne

gornym lewym kaspazo-/PI+ komorki w koncowym stadium apoptozy

Fig. 9A4. Flow cytometry analysis of cells with active caspases in spontaneous and CPT-
induced apoptosis of melanotic (Ma) melanoma cells after 4 and 24 hrs incubation.
Density plots of representative results for 4 experiments. Each plot is devided into iden-
tical quadrants containig:

lower left caspase-/PI- alive cells
lower right caspase+/PI- early apoptotic cells
upper right caspase+/PI+ late apoptotic cells

upper left caspase-/PI+ cells in the final stage of apoptosis
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Czerniak amelanotyczny Ab. Amelanotic melanoma Ab

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
 Spontaneous apoptosis. CPT induced apoptosis.
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Ryc. 9B. Oznaczenia cytometryczne komérek z aktywnymi kaspazami podczas sponta-
nicznej i indukowanej CPT apoptozy komoérek czerniaka amelanotycznego (Ab) po 4
i 24 godzinach inkubacji. Jedno z 7 wykonanych doswiadczen.
Populacje komorek lokalizujace si¢ w obszarze:

dolnym lewym  kaspazo-/PI- komdrki zywe

dolnym prawym  kaspazo+/PI- komoérki wezesnoapoptyczne

gornym prawym  kaspazo+/PI+ komdrki pdznoapoptyczne

gornym lewym  kaspazo-/PI+ komorki w koncowym stadium apoptozy

Fig. 9B. Flow cytometry analysis of cells with active caspases during spontaneous and
CPT-induced apoptosis of amelanotic (Ab) melanoma cells after 4 and 24 hrs incuba-
tion. Density plots of representative results for 7 experiments. Each plot is devided into
identical quadrants containig:

lower left caspase-/PI-  alive cells
lower right caspase+/PI-  early apoptotic cells
upper right caspase+/PI+  late apoptotic cells

upper left caspase-/PI+  cells in the final stage of apoptosis
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Po 24 godz. inkubacji wérdéd komédrek czemiaka amelanotycznego obserwowa-
no rowniez wyrazne obnizenie parametru FSC (okreslajacego wielkos¢ komdrek),
co swiadczy o obkurczeniu komorek (obrazy nie pokazane), zjawisku charaktery-
stycznym dla zachodzacego procesu apoptozy.

Powyzsze obserwacje z cytometru przepltywowego wskazuja, ze CPT powoduje
smier¢ komoérek czermiaka amelanotycznego droga apoptozy z udzialem kaspaz.
Natomiast w komdrkach linii rodzimej CPT nie powodowala aktywacji kaspaz.

4.2.2.2. Obraz w mikroskopie konfokalnym komérek inkubowanych z CPT

Na rycinach: 10A 1 10B przedstawiono obrazy z mikroskopu konfokalnego
komorek obu linii czerniaka po 24 godzinach inkubacji z CPT, ktore odzwierciedla-
Jja stwierdzone w cytometrze przeplywowym zrdznicowanie komorek pod wzgle-
dem aktywnosci kaspaz.

Wsrod komorek czemiaka melanotycznego widaé pojedyncze komorki z ak-
tywnymi kaspazami (ryc. 10A), a na szczegodlng uwage zasluguje obraz komorki
z wyraznymi zmianami apoptycznymi w chromatynie bez widocznej aktywacji
kaspaz (ryc. 10A 1a).

Wsrod komorek linii Ab (rye. 10B), przewazaja komorki wykazujace aktyw-
nos¢ kaspaz {chociaz sa tu komorki silniej (3a) 1 slabiej swiecace (2b, 3b)} oraz
wyrazne zmiany apoptyczne w chromatynie (3a, 3b, 2b), co wskazuje, ze s to ko-
morki kaspazo+/PI+. Mozna rowniez zobaczy¢ komorki silnie barwiace si¢ jodkiem
propidyny przy braku aktywnosci kaspaz (3c) — byly to komédrki kaspazo-/PI+.
Godna uwagi jest komorka oznaczona jako 2d, ktéra po 24 godzinach inkubacji
z CPT wykazuje aktywnos$¢ kaspaz bez oznak zmian w chromatynie — komoérka
kaspazo+/PI- Wyniki te wskazuja, iz po 24 godzinach dzialania CPT na komorki
linii amelanotycznej przewazaja komorki kaspazo+/PI+, co jest zgodne z wynikami
z cytometru przeplywowego.
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Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma.

Kaspazy

Ryc. 10A. Komoérki czerniaka melanotycznego (Ma) z aktywnymi kaspazami po 24 godzi-
nach inkubacji z CPT ogladane w mikroskopie konfokalnym. Komérki z aktywnymi kaspa-
zami (Kaspazy) oraz barwiace si¢ jodkiem propidyny (PI) zaznaczono strzatkami. Skala 50
pm. la— zmiany w chromatynie i brak aktywacji kaspaz (kaspazo-/PI+).

Fig. 104. Confocal microscope images of melanotic (Ma) melanoma cells stained for
active caspases (Kaspazy) and with propidium iodide (PI) after 24 hrs incubation with
CPT. Arrows point of cells with caspase activity (on the images named ,,Kaspazy”) or
characteristic apoptotic changes in DNA (on the images named ,, PI”). Scale bar 50 pm.
la — chromatin changes without caspases activity (caspaso-/PI+).
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Czerniak amelanotyczny Ab. Amelanotic melanoma Ab.

Kaspazy

kaspazy =]

Ryc. 10B. Komérki czerniaka amelanotycznego (Ab) z aktywnymi kaspazami po 24
godzinach inkubacji z CPT ogladane w mikroskopie konfokalnym. Komorki z aktyw-
nymi kaspazami (Kaspazy) oraz barwiace si¢ jodkiem propidyny (PI) zaznaczono strzal-
kami. Skala 50 wum. Komoérki: 2d wezesnoapoptyczne (kaspazo+/PI-); 3a-b i 2b: pdzno-
apoptyczne (kaspazo+/PI+); 3¢ w koncowej fazie apoptozy (kaspazo-/PI+).

Fig. 10B. Confocal microscope images of amelanotic (4b) melanoma cells stained for
active caspases (Kaspazy) and with propidium iodide (PI) after 24 hrs incubation with
CPT. Arrows point of cells with caspase activity (on the images named ,,Kaspazy”) or
characteristic apoptotic changes in DNA (on the images named ,,PI”). Scale bar 50 pm.

Cells: early apoptotic: 2d; late apoptotic: 3a-b, 2b; in the final stage of apoptosis: 3c.



4. Wyniki 75

4.2.3. Komoérki ze zmianami w blonie komoérkowej (eksternalizacja fosfaty-
dyloseryny)

Inkubacja komorek czerniaka melanotycznego z CPT zaréwno po 4 jak 1 24
godzinach, nie powodowala znaczacych wyzej wymienionych zmian w blonie
komérkowej w poréwnaniu z komorkami inkubowanymi bez CPT (tab. 7 pkt.3.1
132, ryc. 11A: a-d).

Natomiast w tych samych warunkach komorki czerniaka amelanotycznego
po 24 godzinach inkubacji z CPT wykazywaly znamienny wzrost (do 77%) ko-
morek An+/PI+ wykazujacych poéznoapoptyczne zmiany w blonie komérkowej
(tab.7 pkt.3.2, ryc. 11B-h), co oznacza, iz po 24 godzinach dzialania CPT, poza
cksternalizacja fosfatydyloseryny dochodzi do dalszych zmian w blonie komor-
kowej charakteryzujacych si¢ wzrostem jej przepuszczalnosci dla PL

Obraz komoérek obu linii czerniaka z populacji An+/PI- (wezesnoapoptycz-
nych) oraz An+/PIl+ (p6znoapoptycznych) w mikroskopie konfokalnym przed-
stawiony na rycinie 12 potwierdza obserwacje z cytometru przeplywowego.
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Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma.

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
Spontaneous apoptosis. CPT induced apoptosis.
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Aneksyna V (intensywnos$¢ fluorescenciji). Annexin V (fluorescence intensity).

Ryc. 11A. Zmiany zawartos$ci komoérek z eksternalizacja fosfatydyloseryny w apoptozie
indukowanej CPT w poréwnaniu z apoptoza spontaniczng po 4 i 24 godzinach inkubacji
komorek czerniaka melanotycznego (Ma) w ocenie cytometrycznej. Jedno z 6 wykona-
nych do$wiadczen.

Populacje komorek lokalizujace si¢ w obszarze:

dolnym lewym  An-/PI- komorki zywe

dolnym prawym  An+/PI- komorki wezesnoapoptyczne

gérnym prawym  Ant+/PI+ komoérki péznoapoptyczne

Fig 114. Cytometric analysis of cells with externalized phosphatidylserine among
melanotic (Ma) melanoma cells incubated with CPT for 4 and 24 hrs. One of 6 done

experiments.
Each plot is devided into identical quadrants containig:
Lower left An-/PI-  alive cells
Lower right An+/PI-  early apoptotic cells

Upper right An+/PI+  late apoptotic cells
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Czerniak amelanotyczny Ab. Amelanotic melanoma Ab..

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
. Spontaneous apoptosis. _CPT induced apoptosis.

e 20,1% f 24,6%
4 godz.

24 godz.

Pl (intensywnos¢ fluorescendji). P/ (fluorescence intensity)

10!

Aneksyna V (intensywnos$¢ fluorescenciji). Annexin V (fluorescence intensity).

Ryc. 11B. Zmiany zawartosci komdrek z eksternalizacja fosfatydyloseryny w apoptozie
indukowanej CPT w poréwnaniu z apoptoza spontaniczng po 4 i 24 godzinach inkubacji
komérek czerniaka amelanotycznego (Ab) w ocenie cytometrycznej. Jedno z 6 wykona-
nych do$wiadczen.

Populacje komorek lokalizujace si¢ w obszarze:

dolnym lewym  An-/PI- komorki zywe

dolnym prawym  An+/PI- komorki wezesnoapoptyczne

gornym prawym  An+/PI+ komoérki péznoapoptyczne

Fig. 11B. Cytometric analysis of cells with externalized phosphatidylserine among am-
elanotic (Ab) melanoma cells incubated with CPT for 4 and 24 hrs. One of 6 done ex-

periments.
Each plot is devided into identical quadrants containig:
Lower left An-/PI-  nonapoptotic cells
Lower right An+/PI-  early apoptotic cells

Upper right An+/PI+  late apoptotic cells
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A. Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma
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Ryc. 12. Komérki wczesnoapoptyczne (Ant/PI-) oraz péznoapoptyczne (An+/PI+)
wérdd komorek czerniaka melanotycznego (Ma; A) i amelanotycznego (Ab; B) w apop-
tozie indukowanej CPT po 24 godzinach inkubacji ogladane w mikroskopie konfokal-
nym. Skala 50 pm.

Fig. 12. Early apoptotic (An—+/PI-) and late apoptotic (An+/PI+) melanotic (Ma; A) and
amelanotic (Ab; B) melanoma cells in CPT — induced apoptosis after 24 hrs incubation
in the confocal microscope. Scale bar 50 pm.
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4.2.4. Komorki wykazujgce peknigcia nici DNA wykrywane metodg TUNEL

Przeprowadzone oznaczenia wykazaly, ze po 4 godzinach inkubacji z CPT
okolo 23% komorek linii Ma 1 15% wsréd komorek linii Ab stanowity komorki
TUNEL-pozytywne (tab. 7 pkt 4). Po 24 godzinach inkubacji w obu liniach
wzrasta zawartos¢ komorek TUNEL-pozytywnych, ale w linii Ma tylko do 37%,
zas w linii Ab az do 74% (tab. 7 pkt 4). Zatem, pod wplywem CPT w komor-
kach obu linii pojawiaja si¢ pgknigcia DNA uznawane za apoptyczne zmiany
w chromatynie, ale jak wida¢ dotycza one réznej liczby komorek.

4.2.5. Komorki o obnizonej zawartosci DNA (komorki lokalizujace sig¢
w obszarze sub G0/G1)

Komorki linii Ma po inkubacji z CPT nie wykazuja znaczacych zmian w
liczbie komorek z obnizona zawartoscia DNA. Natomiast w komorkach linii Ab
po 24 godzinach dziatania CPT stwierdzono wyrazny wzrost odsetka tych komo-
rek do okolo 38% (tab. 7 pkt 5).

Morfologicznym potwierdzeniem apoptycznych zmian w DNA opisanych
powyzej w punktach 4.2.4 1 4.2.5 jest obraz w mikroskopie konfokalnym komo-
rek obu linii czerniaka z widoczna kondensacja chromatyny 1 jej rozpadem na
cialka apoptyczne przedstawiony na rycinach 13.A i 13.B. Zwracaja tu uwagg
wyrazne apoptyczne zmiany w DNA komoérek linii Ab po inkubacji z CPT
W poréwnaniu z apoptoza spontaniczng (ryc. 13B).
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A. Czerniak melanotyczny Ma. Melanotic melanoma Ma.

Apoptoza spontaniczna.
Spontaneous apoptosis.

Apoptoza indukowana CPT. CPT induced apoptosis.

B. Czerniak amelanotyczny Ab. Amelanotic melanoma Ab.

Apoptoza spontaniczna.
Spontaneous apoptosis. Apoptoza indukowana CPT. CPT induced apoptosis.

Ryc. 13. Apoptyczne komorki czerniaka melanotycznego (Ma; A) i1 amelanotycznego
(Ab; B) po 24 godzinach inkubacji z CPT barwione AO — widoczna kondensacja chro-
matyny i rozpad na cialka apoptyczne (komorki oznaczone strzatkami). Skala 50 pm.
Fig. 13 Apoptotic cells of melanotic (Ma; A) and amelanotic (Ab; B) melanoma cells
after 24 hrs incubation with CPT stained by AO to show chromatin condensation and
apoptotic bodies (cells pointed of by arrows). Scale bar 50 ym.

W podsumowaniu obserwowanych zmian apoptycznych wywotywanych
przez CPT opisanych powyzej w punkcie 4.2, mozna stwierdzi¢, iz komorki
czerniaka amelanotycznego wykazuja zdecydowanie wyzsza wrazliwos¢ na
dziatanie tej substancji w porownaniu z komérkami czerniaka melanotycznego.
Juz po 4 godzinach inkubacji z CPT zaobserwowano znamienny wzrost odsetka
komorek z obnizonym potencjatem transbtonowym mitochondriéw oraz z ak-
tywnymi kaspazami, ale jeszcze bez zmian w btonie komérkowej (cechy komo-
rek we wczesnej apoptozie), przy jednoczesnym wzroscie liczby komorek
z apoptycznymi peknigciami nici DNA.
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Natomiast po wydluzeniu do 24 godzin inkubacji z CPT ponad 70% stano-
wily komérki z poéznoapoptycznymi zmianami w blonie komérkowe;j 1 peknig-
ciami DNA, ponad 50% komorki z obnizonym potencjalem transblonowym
mitochondréw 1 z aktywnymi kaspazami oraz 40% komorki nie wykazujace juz
aktywnosci kaspaz i z obnizong zawartosciag DNA.

4.3. Dynamika procesu apoptozy oznaczana poprzez zmiany zawartos$ci
wczesno- i péznoapoptycznych komorek

Wobec opisanych w poprzednim punkcie zmian, ktoére po 4 godzinach mialy
glownie charakter zmian wezesnoapoptycznych, a po 24 godzinach pdznoapoptycz-
ny, postanowiono oceni¢ dynamike apoptozy pod wplywem CPT w poréwnaniu
z apoptoza, spontaniczna w komdrkach obu linii.

Test FLICA identyfikujacy aktywne kaspazy oraz test z uzyciem ancksyny V
oceniajacy ckstemalizacje fosfatydyloseryny, przy jednoczesnym barwieniu jod-
kiem propidyny (PI; uszkodzenie blony pozwalajace przenika¢ PI do komorki) po-
zwalaja na wyrdznienie komorek:

— weczesnoapoptycznych  (kaspazo+/PI-, An+/Pl-)
— poznoapoptycznych (kaspazo+/PI+; kaspazo—/PI+; An+/PI+)

W zwiazku z powyzszym oceniajac odsetek komorek wezesno- 1 pdznoapo-
ptycznych po 4, 8, 12 i 24 godzinach inkubacji bez oraz w obecnosci CPT uzy-
skano dane dotyczace dynamiki przebiegu apoptozy w komorkach badanych
czerniakow. Wyniki wykonanych oznaczen przedstawiono na rycinach 14A
1 14B oraz w tabeli 7.

4.3.1. Dynamika apoptozy spontanicznej

W ciagu 24 godzin obserwacji komorki wezesnoapoptyczne An+/Pl- wsrdd
komorek linii Ma stanowily ponad 30%, przy okolo 6% zawartosci komoérek kaspa-
zo+/PI- (rvc. 14A). Natomiast wérod komorek linii amelanotycznej komorki z eks-
temalizacja fosfatydyloseryny stanowily okoto 9% (z niewielkim wzrostem do oko-
lo 14% po 8 godzinach), przy prawie 3% zawartosci komorek kaspazo+/Pl-
(ryc. 14A).
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Weczesna apoptoza.  Early apopftosis.
Apoptoza spontaniczna.

4 Spont fosi ) Apoptoza indukowana CPT.

8 ponianeous apopiosis. E CPT induced apoptosis.
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Ryc. 14A. Dynamika procesu apoptozy — zmiany wczesnoapoptyczne (kaspazo+/Pl-,
Ant/PI-) w ciagu 4, 8, 12 i 24 godzin inkubacji komérek czerniaka melanotycznego
(Ma) i amelanotycznego (Ab). Wyniki pochodza z 4-6 (dla Ma) i 6-7 (dla Ab) doswiad-
czen. *statystycznie znamienne p<0,012 zmiany po inkubacji z CPT w pordwnaniu
Z apoptoza spontaniczng.

Fig. 144. Dvnamic of apoptosis — the early apoptotic changes (kaspazo+/Pl-, An+/PI-)
after 4, 8, 12 and 24 hrs of melanotic (Ma) and amelanotic(Ab) melanoma cells incuba-
tion. Results are from 4-6 (for Ma) and 6-7 (for Ab) experiments. *statisically significant
p<0.012 changes after incubation with CPT in comparison to spontaneous apoptosis.

Komoérki péznoapoptyczne An+/PI+ w linii Ma stanowily od 14 do 18% 1 nie
wykazywaly istotnych zmian zawartosci w ciagu 24 godzin inkubacji, przy od 5
do 8% zawartosci komorek kaspazo+/PI+ (rvc. 14B).

Wsrod komorek linii Ab obserwowano tendencje do wzrostu komorek An+/PI+
0 5% oraz kaspazo+/PI+ o 8% po 24 godzinach inkubacji (ryc. 14B).
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Pézna apoptoza. Lafe apoptosis.

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
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Ryc. 14B. Dynamika procesu apoptozy — zmiany poéznoapoptvczne (kaspazo+/PI+,
An+/PI+) w ciagu 4, 8, 12 1 24 godzin inkubacji komorek czerniaka melanotycznego
(Ma) 1 amelanotycznego (Ab). Wyniki pochodza z 4-6 (dla Ma) i 6-7 (dla Ab) doswiad-
czen. *statystycznie znamienne p<0,012 zmiany w porownaniu z apoptoza spontanicznag.
Fig. 14B. Dynamic of apoptosis — the late apoptotic changes (kaspazo+/PI+, An+/PI+)
after 4, 8,12 and 24 hrs of melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma cells incuba-
tion. Results are from 4-6 (for Ma) and 6-7 (for Ab) experiments. *statisically significant
p<0.012 changes afier incubation with CPT in comparison to spontaneous apoptosis.
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Zatem wsrod komorek linii Ma obserwowano znamiennie wyzszy odsetek
komoérek ze zmianami wezesnoapoptycznymi (kaspazo+/An+/PI-), w porowna-
niu z linig Ab (ryc. 14), ale w ciagu 24 godzin prowadzenia obserwacji liczba
tych komoérek w obu liniach nie zmieniala sig.

Natomiast odsetek komoérek pdznoapoptycznych (kaspazo+/An+/PI+) w obu
liniach w ciagu pierwszych 12 godzin inkubacji byl podobny, jednak po tym
czasie obserwowano tendencje do wzrostu liczby poznoapoptycznych komorek
w czerniaku amelanotycznym (ryc. 14B); moze to wskazywac, iz apoptoza spon-
taniczna (na ectapie aktywacji kaspaz 1 zmian w blonie plazmatycznej)
w komoérkach tej linii przebiega szybciej niz w komérkach linii Ma.

Komoérki znajdujace si¢ w finalnej fazie apoptozy: kaspazo—/PI+ w obu li-
niach stanowily okolo 10% i1 podczas 24 godzin obserwacji ich zawartos¢ nie
zmieniala sig.

4.3.2. Dynamika apoptozy indukowanej przez CPT

Wzrost zawartosci komorek wezesno- (kaspazo+/PI-, An+/PI-) i péZznoapo-
ptycznych (kaspazo+/PI+, kaspazo—/PI+, An+/PI+) pod wplywem CPT przed-
stawiono na rycinach: 14A 1 14B, jako indeks zmian indukowanych CPT (indeks
obliczono dzielac procent komdrek inkubowanych z CPT przez procent komd-
rek inkubowanych bez CPT).

Inkubacja komérek czerniaka melanotycznego z CPT nie zmieniala zawar-
tosci komorek wezesnoapotycznych — wartosci indeksu zmian wynosily okolo 1
(ryc. 14A). Natomiast wsrod komorek pdznoapoptycznych zauwazono tendencjg
do wzrostu liczby komorek kaspazo—/PI+ po 8, 12 i 24 godzinach inkubacji
z CPT (indeks zmian wynosil odpowiednio: 1,3; 1,6; 1,5; ryc. 14B) przy nie
zmieniajacej si¢ liczbie komorek kaspazo+/PI+ oraz An+/PI+ (ryc. 14B).

W przeciwienstwie do komorek linii Ma, wsréd komérek linii Ab juz po
4 godzinach inkubacji z CPT trzykrotnie wzrastala liczba komorek kaspazo+/Pl-
(indeks 4,1), a po 12 godzinach ponad pigciokrotnie (indeks 6,5) w poréwnaniu
z komorkami inkubowanymi bez CPT (ryc. 14A, p<0,012). Natomiast po 24
godzinach inkubacji z CPT komorek kaspazo+/PI- bylo mniej niz w apoptozie
spontaniczne] (indeks 0,6) (ryc. 14A). W tym samym czasie ni¢ obserwowano
zmian w liczbie komorek z wezesnoapoptycznymi zmianami w blonie komor-
kowej Ant/PI- (ryc. 14A).

Wartos¢ indeksu zmian dla komoérek pdznoapoptycznych — kaspazo+/Pl+
dopiero po 24 godzinach (3,7) byla zblizona do wartosci obserwowanej dla ko-
morek wezesnoapoptycznych juz po 4 godzinach (4,1).

Liczba komoérek kaspazo—/PI+, uznanych za komérki w finalnym stadium
apoptozy, wzrastala w podobnym tempie, jak komorek kaspazo+/PI+ i po 24
godzinach bylo ich ponad dwukrotnie (indeks 3,5) wigcej w pordwnaniu z apop-
toza spontaniczna (ryc. 14B).
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Wzrostowi odsetka komdrek z aktywnymi kaspazami towarzyszyl wzrost
komorek An+/PI+, ale wartosci indeksu zmian w blonie komorkowej byly niz-
sze niz dla zmian aktywacji kaspaz (ryc. 14B). Oznacza to, iz aktywacja kaspaz
wyprzedza eksternalizacje fosfatydyloseryny w czasie apoptozy komorek czer-
niaka amelanotycznego indukowanej CPT.

W podsumowaniu oceny dynamiki zmian apoptycznych indukowanych
przez CPT w komorkach linii amelanotycznej stwierdzono, iz w ciagu pierw-
szych 12 godzin CPT indukuje aktywacj¢ kaspaz 1 znamienny wzrost zawartosci
komoérek wezesnoapoptycznych: kaspazo+/PI- (indeks od 4,1 do 6,5); po 8 go-
dzinach wzrasta liczba komorek poéznoapoptycznych: kaspazo+/PI+, ktore po
24 godzinach juz dominujg wéréd komorek linii Ab. Po 24 godzinach inkubacji
z CPT wsrdd komorek linii Ab okolo 40% stanowia komérki martwe nie wyka-
zujace juz aktywnosci kaspaz (kaspazo—/PI+), pozostale ponad 50% to glownie
komorki kaspazo+/PI+. Sposrod tych komoérek okolo 80% to komorki wykazu-
jace rowniez péznoapoptyczne zmiany w blonie komérkowej An+/ PI+.

4.4. Analiza zawarto$ci komoérek w poszczegolnych fazach cyklu oraz
ocena z jakiej fazy cyklu komorkowego pochodza komorki gingce na
drodze spontanicznej i indukowanej CPT apoptozy

Opisana w punktach 4.1.4 1 4.2 4 analiza komorek TUNEL-pozytywnych wy-
kazala wyzszg ich liczbg wsrod komorek linii Ma w poréwnaniu z linia Ab oraz
znaczacy wzrost liczby tych komoérek po indukeji apoptozy przez CPT, szczegolnie
w linii Ab. W zwiazku z tymi obserwacjami postanowiono przeanalizowac z jakich
faz cyklu pochodza komorki ulegajace apoptozie spontanicznej, jak i indukowanej
kamptotecyna. W tym celu wykorzystano metode TUNEL do barwienia apoptycz-
nych peknig¢ DNA wraz z jednoczesna ocena ilosci DNA w komorkach przy po-
mocy barwienia jodkiem propidyny (PI).

4.4.1. Odsetek komérek w poszczegolnych fazach cyklu wséréd komoérek
czerniaka melanotycznego i amelanotycznego

Oceniana cytofotometrycznie zawartos¢ DNA w komoérkach linii Ma wyka-
zala, 1z laczna liczba komorek w fazach S 1 G2/M wynosila okolo 30% 1 byla
znamiennie nizsza w porownaniu z mniej zroznicowana, ale szybciej rosnaca
linig Ab, gdzie prawie 40% komorek bylo w fazach S 1 G2/M (tab. 8, p<0,025;
M3 narye. 15).

W wolniej rosnacej, bardziej zréznicowanej linii Ma 50% komorek znajdo-
walo si¢ w fazie GO/G1, za$§ w linii Ab komorki takie stanowily okolo 55%
(tab. 8, M2 naryc. 15).
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Na histogramach przedstawiajacych zawartos¢ DNA w komorkach, widocz-
ne sg rowniez komorki o obnizone] zawartosci DNA — zlokalizowane ponizej
fazy GO/G1 (ryc. 15 M1). Obszar ten okreslany jako sub GO/G1 zawiera komor-
ki apoptyczne w koncowej fazie apoptozy- na etapie rozpadu na cialka apop-
tyczne, dlatego ich zawartos¢ zostala przedstawiona w punktach 4.1.5 1 4.2.5
jako jeden z elementow oceny liczby komdrek ginacych droga apoptozy sponta-
nicznej 1 indukowanej CPT.

Diploidalne komérki kontrolne. Diploidalne komérki kontrolne.
Control diploid cells. Control diploid cells.

n Ab

128
128

1 Ma

M3
_
M2 M3

Liczba komorek. Cells number.

Liczba komoérek. Cells number.

0

o
0

ot

1023 023

Jodek propidyny (intensywnosc fluorescenciji).
Propidium iodide (fluorescence intensity).

Ryc. 15. Przykladowe histogramy oznaczen cytometrycznych ilosci DNA w celu okre-
$lenia zawarto$ci komorek w poszczegolnych fazach cyklu komoérek czerniaka melano-
tycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab). Komérki w sub GO/G1 reprezentuja m.in. ko-
morki apoptyczne wykazujace hypodiploidalna zawarto§¢ DNA (fragmentacjc DNA).
Komérki ze sledziony chomika wykorzystano jako komoérki z diploidalng zawartoscia
DNA. Jedno z 7 wykonanych doswiadczen.

M1 komoérki w sub GO/G1; M2 komérki w fazach GO/G1; M3 komérki w fazach S+G2/M

Fig. 15. Histograms of DNA content in cells to estimate the cell percentage in cycle
phases of melanotic (Ma) and amelanotic (4b) melanoma lines. Cells with lower DNA
content located below GO0/G1 phase, among which are apoptotic cells with chromatin
fragmentation. Spleen cells from hamster were used as control diploid cells. One of 7
done experiments.

M1 sub GO/G1; M2 GO/G1; M3 S+G2/M.



Tab. 8. Zawartos¢ komdrek czerniaka melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) znajdujacych si¢ w poszczegolnych
fazach cyklu komorkowego oraz komérek ginacych na drodze apoptozy w poszczegdlnych fazach cyklu (metoda TUNEL).

Tab. 8. Percentage of melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma cells in cell cycle phases and TUNEL-positive cells in

particular phases.

Odsetek komérek TUNEL-pozytywnych w fazach

Odsetek komorek w poszezegdlnych fazach cyklu cyklu
Komoérki czerniaka chomika Percentage of cells in cell cycle phases Percentage of TUNEL-positive cells from cell cycle
Hamster melanoma cells phases
GO/G1 S+ G2/M GO/G1 S+G2/M
Czas inkubacji w godz. 4 24 4 24 4 24 4 24
Incubation time in hrs
?p"pt"za spontaniczna 509467 | 60,1449 | 304449 [190727 | 50822 |1247451| 816 | 82822
pontaneous apoptosis
Ma
Apoptoza indukowana CPT |51 1150 | 539439 | 305852 | 222440 | 69923 | 143824 | 120554 | 1287441
CPT- induced apoptosis
?p"pt"za spontaniczna 549447 | 567421 | 39,0747 | 33,07°82,8 | 247108 | 4077518 | 3,77823 | 597120
pontaneous apoptosis
Ab
Apoptoza indukowana CPT | 5y ) 1 s | 3447463 | 380434 | 2597042 | 43224 |2764117 | 7554 | 207453
CPT- induced apoptosis

Wartosci pochodza z 7 doswiadczen

*znamienne statystycznie réznice w poréwnaniu z apoptoza spontaniczng na poziomie p<0,025

**znamienne statystycznie roznice mi¢dzy linia Ma i Ab na poziomie p<0,025
***znamienna rdznica wraz z wydluzaniem czasu inkubacji na poziomie p<0,025

L8
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4.4.2. Analiza spontanicznej apoptozy komorek badanych czerniakéw znaj-
dujacych sie w poszczegolnych fazach cyklu komoérkowego

Komorki apoptyczne w obu liniach pochodzily z wszystkich faz cyklu ko-
morkowego, ale liczba komorek ginacych w poszczegolnych fazach cyklu byla
rézna dla komorek badanych linii czerniaka.

Po 24 godzinach inkubacji w linii Ma nast¢gpowal wzrost do prawie 60%
komorek w fazie cyklu GO/G1 przy jednoczesnym spadku o okolo 11% komorek
w fazach S+G2/M i1 wzroscie o 6% komodrek w sub GO/G1 (tab. 8, ryc. 16A).

Wsrod komorek linii Ab po tym samym czasie obserwowano spadek o okolo
6% komorek S+G2/M 1 wzrost 0 5% komorek w sub G0/G1 (tab. 8, ryc. 17A).

Poniewaz w czasie inkubacji komoérek dochodzilo do opisanych powyzej
zmian liczby komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu, procent komorek
TUNEL-pozytywnych odniesiono do odsetka komorek w poszczegdlnych fa-
zach cyklu w danym czasie.

Tak przeliczone wartosci wykazaly, 1z wsréd komoérek linii Ma po 4 godzi-
nach 10% komoérek z faz GO/G1 1 27% z faz S+G2/M ginie droga apoptozy
(ryc. 16 B), podczas gdy w linii Ab odpowiednio 4% w fazie GO/G1 1 tylko 9%
z pozostalych faz (17B; p<0,025). Po wydluzeniu inkubacji do 24 godzin warto-
$ci te wzrastaja, ale nadal znamiennie wigcej komoérek z faz GO/G1 oraz S/G2/M
ginie w linii Ma.

Na szczegdlng uwage zastuguje obserwacja, iz w linii Ma droga apoptozy
spontaniczngj ginie trzy razy wiece] komorek z faz S+G2/M niz w linii Ab
(rvc. 16B.117B).
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A. Procentowa zawarto$¢ komérek czerniaka linii Ma w GO/G1; S+G2/M
i subG0/G1.
Percentage of melanotic melanoma cells in GO/G1; S+G2/M and subG0/G1.

Apoptoza spontaniczna.
Spontaneous apoptosis.

4 godz.

24 godz.

Apoptoza indukowana CPT.
CPT induced apoptosis.

4 godz CPT. 24 godz CPT.

B G0/G1 [@S+G2/M Osub GO/G1

B. Procent komérek TUNEL-pozytywnych czerniaka linii Ma z faz : GO/G1
i S/G2/M.
Percentage of TUNEL-positive melanotic melanoma cells in GO/G1
and S/G2/M.

Odsetek komoérek TUNEL-
pozytywnych w danej fazie cyklu

-

Apoptoza spontaniczna.
Spontaneous apoptosis.

Apoptoza indukowana CPT.
CPT induced apoptosis.

4 godz.

7 GO/G1

24 godz.

1 S+G2/M

4godz. CPT 24 godz. CPT

Ryc. 16. Ilustracja zmian procentowe]j zawartosci komoérek czerniaka melanotycznego
(Ma) w poszczegolnych fazach cyklu oraz w sub G0/G1 (A) wraz z procentem komoérek
TUNEL-pozytywnych w poszczegdlnych fazach cyklu (B).

Fig. 16. Cell cycle changes (A) and the proportion of TUNEL-positive cells in these
cycle phases (B) during spontaneous and CPT-induced death of melanotic melanoma

cells (Ma).
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A. Procentowa zawarto$¢ komdrek czerniaka linii Ab w G0O/G1; S+G2/M
i subG0/G1.
Percentage of amelanotic melanoma cells in GO/G1; S+G2/M and subG0/G1.

Apoptoza spontaniczna. Apoptoza indukowana CPT.
Spontaneous apoptosis. CPT induced apoptosis.

24 goz. 4 godz CPT. 24 godz CPT.
BEG0/G1 [HS+G2/M [Osub GO/G1 ‘

4 godz.

** istotna roznica w porownaniu z linig Ma na poziomie p<0,025
* istotna roznica w porownaniu z apoptoza spontaniczng na poziomie p<0,025

B. Procent komérek TUNEL-pozytywnych czerniaka linii Ab z faz : GO/G1

i S/IG2/M.

Percentage of TUNEL-positive amelanotic melanoma cells in GO/G1

and S/G2/M.
s of |
§ e Apoptoza indukowana CPT.
> o] CPT induced apoptosis. |
>
§ 5 6of |
l_I—I'J = o Apoptoza spontaniczna.
% _; 501 Spontaneous apoptosis. | ]
- © /
ﬁ “q:)' 40+
= O
28 s
gs
X 20+~
(] -
o 101
o 4 g i >

4godz. 24 godz. 4godz. CPT 24godz. CPT

B G0/G1 = S+G2/M

* istotna réznica w pordéwnaniu z apoptoza spontaniczng na poziomie p<0,025

Ryc. 17. Ilustracja zmian procentowej zawartosci komorek czerniaka amelanotycznego
(Ab) w poszczegolnych fazach cyklu oraz w sub GO/G1 (A) wraz z procentem komorek
TUNEL-pozytywnych w poszczegdlnych fazach cyklu (B).

Fig. 17. Cell cycle changes (A) and the proportion of TUNEL-positive cells in these
cycle phases (B) during spontaneous and CPT-induced death of amelanotic melanoma
cells (4b).
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4.4.3. Analiza apoptozy komorek z poszczegélnych faz cyklu komérkowego
po dzialaniu CPT

W wynikach opisanych w rozdziale 4.2 4. stwierdzono, iz CPT powoduje
znamienny statystycznie wzrost liczby komérek TUNEL-pozytywnych w linii
Ab, przy jednoczesnej tendencji do wzrostu liczby tych komorek w linii Ma.

Analizujac odsetek komorek w poszezegolnych fazach cyklu w linii Ma po in-
kubacji z CPT, dopiero po 24 godzinach zaobserwowano niewielki okolo 7% spa-
dek liczby komorek w fazie GO/G1 w pordwnaniu z apoptoza spontaniczng Towa-
rzyszyl temu wzrost prawie o 10% komorek w sub GO/G1 (ryc. 16A). Jednakze
zawartos¢ komérek TUNEL-pozytywnych w fazie GO/G1 po dziataniu CPT byla
podobna jak w apoptozie spontanicznej (ryc. 16B). Natomiast pomimo braku zmian
w zawartosci komorek S+G2/M obserwowano wsrdd nich wzrost liczby komorek
TUNEL-pozytywnych o ponad 10% zaréwno po 4, jak i po 24 godzinach inkubacji
z CPT w pordwnaniu z apoptoza spontaniczng (ryc. 16B).

W linii Ab po 4 godzinach inkubacji komorek z CPT, pomimo braku istot-
nych zmian w odsetkach komorek w poszczegdlnych fazach cyklu w porowna-
niu z apoptoza spontaniczng (ryc. 17A), zaobserwowano, iz 19% komorek z faz
S+G2/M to komorki wykazujace apoptyczne pegknigcia DNA (ryc. 17B,
p<0,025) i liczba ich wzrasta prawie pigciokrotnie po 24 godzinach inkubagji.
Interesujace jest to, iz po tym samym czasie liczba komdrek TUNEL-
pozytywnych w fazie GO/G1 wzrasta az jedenastokrotnie w poréwnaniu z apop-
toza spontaniczna (ryc. 17B; p<0,025). Jednoczesnie zdecydowanie obnizyla si¢
o okolo 23% liczba komorek w fazie GO/G1 i1 o okolo 7% w fazach S+G2/M
przy roéwnoczesnym wzroscie o okolo 30% komorek w sub G0/G1 w pordéwna-
niu z apoptoza spontaniczng (ryc. 17A; p<0,025). Taka analiza zmian apoptycz-
nych wskazuje, iz w ciggu pierwszych 4 godzin CPT powoduje pgknigcia nici
DNA glownie w komorkach z faz S+G2/M, ale wraz z wydluzaniem inkubacji
wzrasta liczba ginacych komorek z faz GO/G1.

Podsumowujac dzialanie apoptyczne CPT na komorki badanych czemiakow
stwierdzono, iz w linii Ma substancja ta powoduje apoptyczne zmiany w DNA
glownie w komdrkach pochodzacych z faz S+G2/M w ciagu 24 godzin obserwagji.
Natomiast w linii Ab w wyniku dzialania CPT, w poczatkowych 4 godzinach row-
niez ging glownie komorki z faz S+G2/M, lecz przy wydluzonym do 24 godzin
dzialaniu CPT, komérki te pochodza rowniez z faz GO/G1.
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4.5. Ocena udzialu elementéw drogi zewnetrznej i wewnetrznej w prze-
biegu apoptozy

4.5.1. Zawarto$¢ receptora Fas i czasteczki FasL w blonie komorkowe;j

Cytofotometryczna ocena obecnosci receptora Fas w blonie komorkowe) wy-
kazala, iz tylko od 2 do 4% wsrdéd komorek obu linii czemiaka posiadalo ten recep-
tor. Jednoczesnie ani czas inkubacji, ani obecnos¢ induktora apoptozy — CPT nie
wplywala na zmiang¢ zawartosci komorek z receptorem Fas (tab. 9).

Natomiast analiza zawartosci FasL. w blonie komoérkowej wykazala, iz po 24
godzinach w okolo 34% komorek linii Ma i tylko w okolo 12% komorek linii Ab
obecny byl FasL (tab. 9, p<0,025). Inkubacja z CPT nie zmieniala zawartosci ko-
morek FasL pozytywnych wsrdéd komorek linii Ma, ale znamiennie obnizala do 1%
zawartos$¢ tych komorek w linii Ab (tab. 9, p<0,025).

Tab. 9. Ocena obecnosci Fas 1 FasL w blonie plazmatycznej komorek czemiaka
melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) po 4 1 24 godzinach inkubagcji.
Tab. 9. Fas and FasL expression in the plasma membrane of melanotic (Ma)
and melanotic (Ab) melanoma cells after 4 and 24 hrs incubation.

Procentowa zawartosé komoérek wykazujacych obecnosé w blonie komorkowe;:

Linia
Czer- Percentage of cells with the expression of:
niaka
FasL Fas
]]\q/f}ff; 4 godz. 24 godz. 4 godz. 24 godz.
lime 1" _cpr | +cPT | -CPT +CPT | -CPT | +CPT | -CPT | +CPT

Ma | 7,044,7 [ 1,7£1,534,24£7,1% | 26,1+14,5% [ 3,1£1,3 | 2,840,7 | 2,1£0,9 | 1,640,6

Ab  [2,4£2,0(2,242,1 | 11,644,7 | 1,120, 7%* | 4,6x1,6 |4,1£1,5|5,243,3 | 3,642,4

Wartosci pochodza z 4 (dla Ma ) i 6 (dla Ab) doswiadczen.

*statystycznie znamiennie p<0,025 wyzsza zawarto$¢ komodrek z FasL. wérdd komoérek
linii Ma w poréwnaniu z linia

**statystycznie znamienne p<0,025 obnizenie zawartosci FasL. w komoérkach linii Ab
po inkubacji z CPT
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4.5.2. Obecno$¢ prokaspazy 8 i prokaspazy 9 oraz fragmentéow powstaja-
cych w czasie aktywacji tych kaspaz w badanych komérkach

Wyniki wykonanych oznaczen metoda Western blot wykazaly, iz w komor-
kach obu linii czerniaka prokaspaza 8 wystepuje w sladowych ilosciach, a widocz-
ne produkty proteolizy $wiadczyly o aktywacji tej kaspazy tylko w apoptozie spon-
tanicznej, gdyz w komorkach nie stwierdzono wzrostu zawartosci tych produktow
po inkubagcji z CPT (ryc. 18 A).

W przeciwienstwie do prokaspazy 8, prokaspaza 9 byla wyraznie obecna,
ale nie zaobserwowano istotnych réznic w jej zawartosci migdzy komorkami
czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego. Charakterystyczne produkty
proteolizy prokaspazy 9 swiadczyly o jej aktywacji w trakcie apoptozy sponta-
nicznej komoérek obu linii czerniaka (ryc. 18A). Natomiast w apoptozie indu-
kowanej CPT stwierdzono wyrazny wzrost zawartosci tych fragmentdéw tylko
w komérkach linii Ab (ryc. 18A).

4.5.3. Uwalnianie cytochromu c z mitochondriéw do cytosolu

W czasie inkubacji komorek obu linii czemiaka bez CPT, jak i w obecnosci
CPT dochodzilo do uwalniania cytochromu ¢ z mitochondridéw do cytosolu
(ryc. 18B).

Smierci komérek linii melanotycznej towarzyszy uwalnianie cytochromu c, ale
nie zauwazono wyraznych réznic migdzy zawartoscia cytochromu ¢ w cytosolu
komorek inkubowanych bez CPT 1 z CPT (ryc. 18B). Oznacza to, iz CPT w tych
komorkach nie zwicksza uwalniania cytochromu ¢, a wige nie dochodzi do aktywa-
¢ji drogi wewngtrznej.

Natomiast w komorkach linii amelanotycznej obserwowano wyrazny wzrost
uwalniania cytochromu ¢ do cytosolu komérek widoczny juz po 4 godzinach inku-
bacji z CPT (ryc. 18B), co swiadczy o aktywacji drogi wewngtrznej apoptozy
1 permabilizacji blony mitochondrialne;j.

4.5.4. Proteoliza PARP jako przejaw aktywacji kaspaz efektorowych

Ocena zawartosci fragmentu PARP o m.cz. 89, powstajacego w wyniku
proteolizy tej polimerazy przez kaspazy efektorowe, w lizatach komorek czer-
niaka melanotycznego nie wykazala znaczacych réznic po inkubacji z CPT
w poréwnaniu z inkubacja bez CPT (ryc. 18C).

Natomiast w komorkach linii amelanotycznej nastapil wyrazny wzrost za-
wartosci tego fragmentu juz po 4 godznach inkubacji z CPT, co $wiadczy
o aktywnosci kaspaz efektorowych i koreluje ze wzrastajaca ogdlna zawartoscia
komorek z aktywnymi kaspazami, o ktorej pisano w rozdziale 4.2.2.1.
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W wykonanych oznaczeniach poza fragmentem p89 stwierdzano obecnosé
formy niezdegradowanej] PARP o m. cz. 115 kDa w komoérkach obu linii. Przy
czym wraz z wydluzaniem inkubacji komoérek z CPT zawartos¢ PARP
o m.cz. 115 kDa malala, ale tylko w komorkach czemiaka amelanotycznego 1 po 24
godzinach formy natywnej PARP nie obserwowano, co swiadczy o catkowite] pro-
teolizie PARP przez zaktywowane kaspazy efektorowe w komorkach tej linii czer-
niaka (ryc. 18C).

Niewielka ekspresja receptora Fas, sladowa zawartos¢ prokaspazy 8 oraz
fragmentdéw $wiadczacych o jej aktywacji, wydaja si¢ swiadczy¢, iz droga ze-
wnetrzna z udziatem ukladu Fas/FasL w apoptozie spontanicznej, jak 1 induko-
wanej CPT nie odgrywa istotngj roli. Natomiast uwalnianie cytochromu ¢ z
mitochondriow do cytosolu, aktywacja prokaspazy 9, wskazuja, iz droga we-
wnetrzna apoptozy jest aktywna w komoérkach obu linii czerniaka w trakcie
apoptozy spontaniczngj. Natomiast po dzialaniu CPT droga ta ulega jeszcze
wigkszej aktywacji, ale tylko w komoérkach linii Ab, o czym swiadczy wzrost
uwalniania cytochromu ¢ do cytosolu, wyrazna aktywacja prokaspazy 9 w po-
réwnaniu z komdrkami inkubowanymi bez CPT.

Obserwowana proteoliza PARP $wiadczy o aktywnosci kaspaz efektoro-
wych w komorkach obu linii czerniaka.
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Ryc. 18. Udziat kaspazy 8 1 9 (A), cytochromu ¢ (B), kaspaz efektorowych (proteoliza PARP; C) w apoptozie spontanicznej (CPT-) i indukowa-
nej CPT (CPTH) po 4 1 24 godzinach inkubacji komérek czerniaka melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab). Komérki Jurkat pozytywna

kontrola apoptozy indukowanej CPT. CHO (cells hamster ovary) pozytywna kontrola swoistosci gatunkowej przeciwcial.

Fig. 18. Caspase 8 and 9 (4), cytochrome ¢ (B), effector caspases (PARP proteolysis; C) in spontaneous (CPT-) and CPT-induced (CPT+)
apoptosis after 4 and 24 hours melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma cells. Jurkat cells were used as positive control for CPT-induced

death. CHO (cells hamster ovarian) were used as a species control for antibodies.
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4.6. Ocena udzialu wybranych bialek regulujacych przebieg apoptozy:
bialka Bcl-2, surwiwiny, bialka pS3 w apoptozie badanych komérek

Aby okresli¢ rolg bialek antyapoptycznych w apoptozie spontanicznej 1 in-
dukowanej CPT w komorkach czemiaka melanotycznego i amelanotycznego
oceniano zawartos¢ bialka Bcl-2 oraz surwiwiny w lizatach tych komorek.

CPT jest czynnikiem uszkadzajacym DNA, a zatem w komédrkach wrazli-
wych na jej dzialanie mozna si¢ spodziewa¢ udzialu biatka p53, ktore po akty-
wagji hamuje cykl komérkowy i uruchamia apoptozg. W zwiazku z powyzszym
oceniano zawartos¢ biatka p53 w lizatach komorek obu linii czerniaka.

Zawarto$¢ badanych bialek wyrazono w jednostkach umownych w przeli-
czeniu na zawartos¢ aktyny.

Natomiast zmiany w zawartosci tych bialek pod wplywem CPT okreslano
jako indeks zmian indukowanych CPT, czyli warto§¢ chemiluminescencji po
inkubacji z CPT do wartosci chemiluminescencji bez CPT mierzonej densyto-
metrycznie.

4.6.1. Apoptoza spontaniczna

4.6.1.1. Bialko Bcl-2

Komoérki obu linii czerniaka wykazuja podobng zawartos¢ antyapoptyczne-
go biatka Bcl-2, przy jednoczesnie stwierdzanej wraz z wydluzaniem czasu in-
kubagcji tendencji do wzrostu zawartosci tego bialka, ale tylko w komorkach
czerniaka amelanotycznego (tab. 10, ryc. 19A).

4.6.1.2. Surwiwina

Podobnie jak w przypadku opisywanej powyzej zawartosci Bel-2, rownieZ nie
wykazano roéznic w zawartosci kolejnego bialka antyapoptycznego — surwiwiny
migdzy komdrkami czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego. Jednakze wraz
z wydluzaniem inkubagji obserwowano tendencj¢ do wzrostu surwiwiny: juz po 12
godzinach w komorkach czemiaka melanotycznego, a po 24 godzinach rowniez
w komdrkach czemiaka amelanotycznego (tab. 10, ryc. 19B).
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4.6.1.3. Bialko p53

W badanych lizatach komorek czemiaka melanotycznego 1 amelanotycznego
metoda Western blot obserwowano tylko sladowa zawarto$¢ bialka p33, przy wy-
raznej pozytywnej reakcji w lizatach komorek sledziony chomika i z rekombinowa-
nym bialkiem p53 (kontrola pozytywna, ryc. 19C).

Jednakze w komoérkach obu linii czerniaka stwierdzono obecnos¢ formy zde-
gradowanej o masie czasteczkowej okolo 37 kDa. W linii melanotycznej bylo jedno
bialko o takiej masie czasteczkowej zas w linii amelanotycznej oprocz bialka
o m.cz. 37 kDa byly fragmenty o mniejszej masie czasteczkowej, co moze $wiad-
czy¢ o roznych sposobach degradacji tego bialka w komorkach badanych linii czer-
niaka (ryc. 19C).

Tab. 10. Zawartos¢ bialka Bcl-2 i surwiwiny w komoérkach czeriaka melanotycz-
nego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) po 4, 12 1 24 godzinach inkubacji wyrazona jako
stosunck do zawartosci aktyny.

Tab. 10. The content of Bel-2 and survivin in melanotic (Ma) and amelanotic
(Ab) melanoma afier 4, 12 and 24 hrs incubation devided by the content of actin.

Linia Czas inkubacji w godzinach
czermiaka Bialko Incubation time in hours
Melanoma Protein
line 4 12 24
Ma Bcl-2 0,461+0,21 0,4610,26 0,3340,04
Surwiwina 1,80+1.,48 2,77+2.03 2,65+2.36
Ab Bcl-2 0,48+0,22 0,45+0.26 0,9610,74
Surwiwina 1,72+1.89 1,71+0,98 3,6242.61

Wartosci pochodza z 3 do$wiadczen.
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Ma Ab
A 4godz. 12godz. 24 godz. 4godz. 12godz. 24 godz.
CPT- + - + - 4+ -+ -+ - 4
025 — N - — ?""-’" i.-‘
Bcl-2 — . i
KLY NG o— — — — — — - — —— —
Bel-2/akiyna 9 70 0,77 0,68 0,39 0,38 0,13 0,72 049 064 047 051 2,37
B 4 godz. 12godz. 24 godz. 4godz. 12godz. 24 godz.
cpr T e g O v-g+ SR THY
p21_hf‘§uh.“ L - uung“‘g
Sur- § - : " B
v:/r:v;/ aktyna , P— - Molt4
1,09 0,68 0,47 0,40 0,89 1,73 0,42 0,82 1,07 1,43 2,12 2,93
4 godz. 24 godz. 4godz. 24 godz.
c CPT - + - + =+ -+
- e s “q—- -
p5O— P | .7
Sledziona pss
chomika

Ryc. 19. Zawartos¢ biatka Bcl-2 (A), surwiwiny (B) oraz biatka p53 (C) w komérkach
czerniaka melanotycznego (Ma) i amelanotycznego (Ab) po 4 i 24 godzinach inkubacji
bez CPT (CPT-) oraz w obecnosci tego induktora apoptozy (CPT+). Molt4 kontrola
pozytywna obecnosci surwiwiny; p53 rekombinowane ludzkie biatko p53; sledziona

chomika jako kontrola pozytywna obecnosci biatka p53 w komérkach chomika.

Fig. 19. The content of proteins: Bcl-2 (4), survivin (B), p53 (C) in melanotic (Ma) and
amelanotic (Ab) melanoma cells after 4 and 24 hrs incubation without (CPT-) and with

CPT (CPT+). Molt4 positive control for survivin, p53 human recombinant protein p53;
hamster spleen was used as positive control for protein p53 presence.
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4.6.2. Apoptoza indukowana CPT

4.6.2.1. Bialko Bcl-2

W apoptozie indukowanej CPT stwierdzono, wraz z wydluzaniem czasu in-
kubagji, tendencj¢ do wzrostu zawartosci bialka Bcl-2, ale tylko w komorkach
czerniaka amelanotycznego (tab. 11, ryc. 19A)).

Wiadomo, iz biologiczny efekt antyapoptycznego dzialania polega na wbu-
dowaniu Bcl-2 w blong mitochondrialna i blokowaniu uwalniania cytochromu ¢.

Zatem postanowiono jeszcze przyjrzec si¢, co dzieje si¢ z Bel-2 w cytosolu
1 czy wzrasta jego zawarto$¢ we frakcji mitochondrialnej.

Rycina 20 przedstawiajaca wyniki immunoblotingu wskazuje, iz w cytosolu
komorek obu linii czerniaka znajduje si¢ forma zdegradowana Bcl-2 o masie cza-
steczkowej okolo 15 kDa (ryc. 20B). W komdrkach linii Ma, po inkubacji z CPT,
stosunek zawartosci natywnego biatka Bcl-2 do formy zdegradowanej tego bialka
nie zmienia si¢ istotnie. Podczas gdy w komorkach linii Ab stwierdzono wyrazny
wzrost zawartosci zdegradowanego biatka Bel-2 po inkubacji z CPT (ryc. 20B).

Poza wzrostem proteolizy Bcl-2 w apoptozie indukowanej CPT, czgs¢ tego
biatka wbudowuje si¢ w blong mitochondrialna, co przejawia si¢ wzrostem chemi-
luminescencji we frakcji mitochondrialnej po 12 1 24 godzinach (ryc. 20C).

4.6.2.2. Surwiwina

W trakcie inkubacji z CPT tendencj¢ do wzrostu zawartosci surwiwiny ob-
serwowano wczesniej, bo juz po 12 godzinach, w komédrkach czerniaka amela-
notycznego (indeks zmian 1,4) (tab. 11, ryc. 19B). Podczas gdy w komérkach
czerniaka melanotycznego tendencja ta uwidaczniala si¢ dopiero po 24 godzi-
nach.

4.6.2.3. Bialko p53

Brak wzrostu zawartosci biatka p53 po dzialaniu CPT wydaje si¢ wskazywaé na
brak akumulacji tego biatka w komorkach badanych linii czemiaka w odpowiedzi
na dzialanie CPT. Po inkubacji z CPT, w komorkach linii Ma nie zaobserwowano
zmian w zawartosci zdegradowanego bialka p53, natomiast w komoérkach linii Ab
zaznacza si¢ tendencja do obnizania jego zawartosci (ryc. 19C).
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Ryc. 20. Zawartos$¢ bialka Bcl-2 w lizatach z calych komérek (A), we frakcji cytosolo-
wej (B) oraz mitochondrialnej (C) komérek czerniaka melanotycznego (Ma) i amelano-
tycznego (Ab) po 4, 12 i 24 godzinach inkubacji bez CPT (CPT-) oraz w obecnosci tego
induktora apoptozy (CPT+). Ilo$¢ bialka na $ciezke w A i B 40 pg, aw C 20 pg.

Fig. 20. The content of protein Bcl-2 in lysates from whole cells (4), cytosolic fraction of
cells (B) and mitochondrial fraction (C) of melanotic (Ma) and amelanotic (4b) mela-
noma cells after 4, 12 and 24 hrs incubation without (CPT-) and with CPT (CPT+).

InA and B 40 ug,; in C 20 ug of proteins were used.
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Tab. 11. Zmiany zawartosci biatka Bcl-2 1 surwiwiny w komorkach czerniaka
melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) po 4, 12 1 24 godzinach inkubacji
z CPT wyrazone jako indeks zmian indukowanych CPT.

Tab. 11. Changes in the protein Bcl-2 and survivin content in melanotic (Ma)
and amelanotic (Ab) melanoma cells after 4, 12, 24 hrs incubation with CPT as
index of CP1-induced changes.

Linia Czas inkubacji w godzinach
czermiaka Bialko Incubation time in hours
Melanoma Protein
line 4 12 24
Ma Bcl-2 0,9240,24 1,1340,77 0,9440,37
Surwiwina 1,14+0.35 1,16+0.42 1,49+40,24
Ab Bcl-2 1,1240,12 0,9440,42 1,8740.68
Surwiwina 1,27+0.47 1,40+0,29 1,42+40,92

Wartosci pochodza z 4 (dla Bel-2) i 5 (dla surwiwiny) do$wiadczen.

Podsumowujac oceng udzialu wyzej opisanych bialek w apoptozie komorek
czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego, mozna powiedzie¢, iz komorki
obu linii nie réznig si¢ znaczaco wyjsciowa zawartoscia antyapoptycznych bia-
Iek: Bel-2, surwiwiny. Jednakze w trakcie apoptozy spontaniczne] wzrasta za-
wartos¢ surwiwiny w komorkach obu linii czerniaka, a w komdrkach linii Ab
dochodzi jeszcze do wzrostu biatka Bcel-2. W apoptozie indukowanej CPT row-
niez obserwowano w komorkach linii Ma nieznaczny wzrost surwiwiny, zas
w komorkach linii Ab wzrastala surwiwina i Bcl-2.

Jednoczesnie nie obserwowano akumulacji bialka p53 w badanych komor-
kach w trakcie apoptozy spontanicznej, jak 1 indukowanegj CPT.
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4.7. Ocena udzialu AIF - czynnika pozakaspazowej drogi apoptozy — w
$mierci badanych komoérek czerniaka

Komorki linii Ma pod wplywem CPT wykazywaly peknigcia nici DNA wy-
krywane metoda TUNEL, przy jednoczesnym braku aktywacji kapaz, dlatego po-
stanowiono rownieZ oceni¢ uwalnianie z mitochondriéw do cytosolu AIF- czynni-
ka, ktory indukuje apoptyczne zmiany w komorce bez aktywacji kaspaz tzw. droga
pozakaspazowa apoptozy. Zawartos¢ AIF we frakcji cytosolowej oceniano metoda
Westem blot.

4.7.1. AIF w apoptozie spontanicznej

AlF znajdowat si¢ glownie we frakcji mitochondrialnej, a tylko pewna jego
czg$¢ byla uwalniana do cytosolu (ryc. 21). W komorkach czemiaka amelanotycz-
nego stwierdzono wyzsza zawartos¢ AIF w cytosolu w porownaniu z komoérkami
czemiaka melanotycznego, ale wraz z wydluzaniem inkubagcji réznica ta zanikala
(tab. 12).

4.7.2. AIF w apoptozie indukowanej CPT

W komorkach linii Ma inkubowanych z CPT zawartos¢ AIF nie ulegala zmia-
nie (tab. 12, ryc. 21).

Natomiast obserwowana po 4 godzinach inkubagcji z CPT w komorkach linii Ab
nizsza zawarto$¢ AIF w cytosolu, w porownaniu z komorkami inkubowanymi
bez CPT (indeks zmian 0,79), moze odzwierciedla¢ translokacje AIF z cytoplazmy
do jadra, gdzie czynnik ten bierze udzial w degradacji DNA. Po 24 godzinach inku-
bacji z CPT obserwowano wsrdd komorek linii amelanotycznej wzrost zawartosci
AIF (indeks zmian 1,1) (tab. 12, ryc. 21).
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Tab. 12. Zawartos¢ AIF we frakeji cytosolowej komorek.
Tab. 12. The content of AII" in cytosolic fraction of cells.
Linia Czas inkubacji w godzinach
czerniaka Incubation time in hours.
el ATF
eianoma
line 4 12 24
Zawartos¢ w przeli-
czeniu na aktyne 0,50+ 0,12 0,97 £0,49 0,86 + 0,65
AlFyactin
Ma Indeks zmian indu-
kowanych CPT.
1,21+ 0,66 0,92 £0,01 1,12+ 0,38
Index CPT-induced
changes
Zawartos¢ w przeli-
czeniu na aktyne 1,02+ 0,28 0,95+0,56 0,80+ 0,20
AlF/actin
Ab Indeks zmian indu-
kowanych CPT.
0,79+ 0,09 0,84 £0,12 1,13+ 0,31
Index CPT-induced
changes
Wartosci pochodza z 3 do$wiadczen.
Ca’fe’ ] Ma Ca’fe’ . Ab
'JV%”;?;"' 4 godz. 12 godz. 24 godz. m;gk' . 4 godz. 12 godz. 24 godz.
_cells mito -+ - + - + cells mito - + - + - +
S = TIES SEER SRy - s G~ e —— e
aktyna aktyna

0,54 0,37 0,98 0,80 0,54 0,61

1,12 1,04 1,59 0,76 1,00 0,99

Ryc. 21. Obecnos¢ AIF we frakcji cytosolowej komorek czerniaka melanotycznego
(Ma) i amelanotycznego (Ab) w apoptozie spontanicznej (-) i indukowanej CPT (+)
(w przeliczeniu na zawarto$¢ aktyny) w obrazach uzyskanych metoda Western blot.
Sciezka ,,cale komorki” lizat z calych komérek. Sciezka ,,mito” lizat z frakcji mitochon-

drialngj.

Fig. 21. One of representative Western blots of AIF in the cytosolic fraction of melanotic
(Ma) and amelanotic (4b) melanoma cells in spontaneous (-) and CPT-induced (+)
apoptosis (content of AIF/ content of actin).” whole cells” — lysate from whole cells
,mito” — lysate from mitochondrial fraction.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Wiyniki obecnych badan dotyczacych zdolnosci do apoptozy spontanicznej ko-
morek dwoch linii czemiaka przeszczepialnego potwierdzily poprzednie sugestie
[175], iz wyraznie wyZszy odsetek komdrek o cechach charakterystycznych dla
apoptozy takich jak: obnizony potencjal transblonowy mitochondriow, aktywne
kaspazy, eksternalizacja fosfatydyloseryny i zmiany w DNA, wykazuje linia rodzi-
ma w poréwnaniu z komoérkami linii amelanotycznej. Wskazuje to, iz spontanicznej
przemianie linii melanotyczne] w linig charakteryzujaca si¢ szybszym tempem
wzrostu, mniejszym zroznicowaniem komérkowym, towarzyszy obnizenie zdolno-
sci do apoptozy.

W komorkach czemiaka u czlowieka nicktorzy autorzy opisywali ich niskg
zdolnos¢ do apoptozy spontanicznej [141, 261, 294]. Jednakze jak dotad brak in-
formagcji czy 1 jak zmienia si¢ ta wlasciwos¢ komorek czemiaka, wtedy gdy zmie-
niaja si¢ cechy fenotypowe nowotworu, wtedy gdy staje si¢ on bardziej agresywny.
Brak takich informacji sprawia, ze cho¢ wynikow obecnych badan nie mozna kon-
frontowa¢ z innymi, to jednak mogg one sugerowac, ze zdolnos¢ do apoptozy zmie-
nia si¢ wraz z nabywaniem przez czemiaka nowych cech biologicznych.

Omawiajac szczegolowo wyniki $wiadczace o roznej podatnosci komodrek
dwoch linii czerniaka na apoptoze nalezy zwrdci¢ uwagg na uzyskane dane doty-
czace mitochondriow, z uwagi na podkreslana wazna, rolg tych organelli w procesie
apoptozy [107, 109, 178, 225, 244].

Na uwagg zasluguja stwierdzone w obecnej pracy roznice w liczbie komorek
z obnizonym potencjalem transblonowym mitochondridw, wyjsciowe] wartosci
potencjalu transblonowego 1 zwigzanego z tym stanu energetycznego komorek,
wystgpujace migdzy komodrkami dwoch badanych linii czerniaka. Obnizenie AW,
uwazane jest bowiem za wezesny 1 prawdopodobnie nicodwracalny etap w przebie-
gu apoptozy [339], prowadzacy do depolaryzacji mitochondridw, przerwania oddy-
chania oraz uwolnienia z przestrzeni mi¢dzyblonowej mitochondriow wielu czynni-
kéw apoptogennych [49, 203, 244, 293]. Zaobserwowany zatem w obecnych bada-
niach wyzszy odsetek komoérek o obnizonym AW, wsréd komdrek linii melanotycz-
nej, wydaje si¢ odzwierciedla¢ takze intensywniejsza apoptozg spontaniczng tych
komorek w pordwnaniu z komérkami czerniaka amelanotycznego.

Natomiast trudno wyjasni¢ stwierdzong nizsza wyjsciowa wartos¢ wskaznika
potencjalu transblonowego mitochondriow 1 ich stanu energetycznego (FL2/FL1)
w komorkach czerniaka melanotycznego, w porownaniu z linig amelanotyczng.
Nieliczni autorzy poruszajacy problem wartosci potencjatu transblonowego mito-
chondriow w roznych komdrkach podkreslaja, iz wartos$¢ tego parametru wydaje sig
by¢ cecha swoista danych komoérek [74, 91] 1 w gléwnej mierze zalezy od inten-
sywnosci syntezy ATP 1 reaktywnych pochodnych tlenu [153, 154].
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Mitochondria komoérki zuzywajacej ATP maja niska wartos¢ AW, poniewaz
w odpowiedzi na spadek ATP aktywnie musza go syntetyzowac, co zgodnie z teoria,
chemiosmotyczna wiaze si¢ z wpompowywaniem jonow wodorowych (element
decydujacy o wartosci AY) przez syntaz¢ ATP do wngtrza mitochondridow. Zatem
nizsza wartos¢ FL2/FL1, bgdaca wykladnikiem wartosci AW, swiadczaca o niskiej
zawartosci ATP [35] w komorkach czemiaka melanotycznego moglaby wynikaé ze
zuzywania energii w trakcie zachodzacej melanogenezy .

Natomiast wyniki pracy Scistlowskiego 1 wsp. stwierdzajace wyZszy poziom
glikolizy tlenowej 1 beztlenowej (dostarczajacej substratu do syntezy ATP w mito-
chondriach) w komoérkach linii amelanotycznej [265], mogloby réwniez czgsciowo
wyjasnia¢ wyzsza wartos¢ AW tych komorek w porownaniu z komérkami linii me-
lanotycznej.

Nalezy dodaé, iz obserwowane roznice wartosci FL2/FL1 w komdrkach obu
badanych linii czerniaka nie zalezaly od masy mitochondriow, co jest zgodne z ob-
serwacja Kluzy 1 wsp. [164].

Wartos¢ AY 1 zwigzany z tym stan energetyczny mitochondriow w komor-
ce, moga mie¢ wplyw na indukcj¢ 1 przebieg apoptozy, szczegodlnie wobec opinii
wskazujacych, iz od stanu energetycznego komdrki moze zaleze¢ wybor drogi
jej smierci [33, 36, 69, 74, 109].

Tak wigc, w badanych liniach czerniaka, komorki czerniaka amelanotyczne-
g0, wyzszym wyjsciowym AW mitochondridéw, w mnigjszym stopniu ulegaja
apoptozie spontaniczne] niz komoérki czerniaka melanotycznego, charakteryzu-
jace si¢ nizszg wartoscig AW,

Istotng rolg w apoptozie pelnia jak wiadomo kaspazy, dlatego ocena ich ak-
tywnosci dostarczyla nowych danych wskazujacych na istotne roznice w zdol-
nosci do apoptozy komdrek linii melanotycznej 1 amelanotyczne;.

O tym, iz w apoptozie komdrek czerniaka biorg udzial kaspazy wiadomo od
dawna, ale zawarto$¢ tych proteaz w komdrkach czerniaka jest malo poznana;
Fink 1 wsp. zaobserwowali w komdrkach tego nowotworu wyzszy poziom pro-
kaspaz: 7, 10 1 8 w poréwnaniu z melanocytami [88], a Svingen 1 wsp. stwierdzi-
li bardzo niska zawartos¢ kaspazy 6 w komorkach badanych czerniakéow,
w poréownaniu z komoérkami innych nowotworow [295]. Wiadomo réwniez, iz
komorki czerniakow poprzez obnizong ckspresj¢ Apaf-1 [284] 1 podwyzszona
zawartos¢ bialek z rodziny IAP moga regulowaé aktywnos¢ kaspaz w swoich
komoérkach [112]. Jednakze jak dotad brakuje oceny udzialu tych enzymoéw
w apoptozie komoérek czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego.

Wyniki obecnej pracy stwierdzajace, iz przy zblizonej ogdlnej zawartosci
komorek z aktywnymi kaspazami w obu liniach czemiaka, okolo 50% tych ko-
morek w czermiaku melanotycznym 1 tylko 20% z komorek w czemiaku amela-
notycznym stanowia komorki wezesnoapoptyczne (tzn. z aktywnymi kaspazami
1 ni¢ uszkodzong blong komorkowsq — kaspazo+/PI-), moga wskazywac, iz liczba
komoérek wcehodzacych na droge apoptozy, w linii rodzimej jest ponad dwukrot-
nie wyzsza w poréwnaniu z linia amelanotyczna.
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Poza tym podobna zawartos¢ komoérek z aktywnymi kaspazami w komor-
kach linii amelanotycznej, przy stwierdzonej we wezesniejszych badaniach trzy-
krotnie wyzsze] aktywnosci kaspaz efektorowych w tych komérkach, w porow-
naniu z komérkami linii melanotycznej [175], moze sugerowaé, iz komorki linii
amelanotyczne] wyksztalcily mechanizmy hamujace zaktywowane kaspazy, jak
to sugerujq inni autorzy w obserwacjach dotyczacych komorek czerniaka czlo-
wieka [112]. Mozna zatem przypuszczaé, iz kaspazy w komoérkach tej linii biorg
udzial w innych niz apoptoza procesach [1, 337].

Zdaniem Yanga i wsp. niewiclka aktywacja kaspaz w komoérkach Hela 1 ko-
morkach niedrobnokomorkowego raka pluc moze, zamiast uruchamia¢ ich apopto-
z¢, aktywowac drogi przezycia np. poprzez proteoliz¢ nicktorych bialek np. Ras
[337].

Aktywacja kaspaz i zachodzace przemieszczanie si¢ fosfatydyloseryny z we-
wngtrzng] do zewngtrznej warstwy lipidowej blony komorkowej, uwazane sa za
wezesnoapoptyczne zmiany w koméree. Zdecydowanie nizsza zawartos¢ komorek
o wyzej wymienionych cechach wsérdd komérek czemiaka amelanotycznego, wska-
zuje rowniez na obnizenie liczby komorek spontanicznie wchodzacych na drogg
apoptozy w tej linii.

Natomiast wsrod komorek linii rodzimej, wysoka zawartos¢ komorek wyka-
zujacych eksternalizacjg fosfatydyloseryny, w poréwnaniu z nizszym odsetkiem
komoérek wykazujacych takze inne badane cechy apoptyczne, wydaje sig wska-
zywag, iz obserwowane zmiany w blonie komorkowej, oprdcz zmian apoptycz-
nych moga odzwierciedla¢ inne zmiany w funkcjach komoérek. Niektorzy auto-
rzy podkreslaja, ze przejscie fosfatydyloseryny na zewngtrzna strong blony ko-
morkowej towarzyszy wielu procesom fizjologicznym takim jak np. interakcje
mi¢dzy komoérkami, endocytoza, egzocytoza [347]. Nalezy zwrdci¢ rdéwniez
uwagg, iz w czemniaku amelanotycznym przy nizszym odsetku komorek apop-
tycznych tempo przyrostu liczby komorek apoptycznych wraz z wydluzaniem
czasu inkubacji bylo podobne jak w linii rodzimej, co wydaje si¢ wskazywag, iz
w przypadku komorek tej linii sygnal o rozpoczeciu apoptozy dociera do mnie;j-
szej liczby tych komorek.

Trudno wskaza¢ czynnik odpowiedzialny za wyzsza liczbe komorek apop-
tycznych wsrdd komorek linii melanotycznej. Jednak wobec zachodzace) mela-
nogenezy w komorkach tej linii 1 braku tego procesu w komérkach linii amela-
notycznegj, mozna bra¢ pod uwage ewentualny udzial w apoptozie spontanicznej
komorek linii melanotycznej — substancji cytotoksycznych powstajacych w pro-
cesie melanogenezy [205, 278, 279]. Jest to prawdopodobne, szczegdlnie wobec
obserwacji, iz melanogeneza w komorkach czemiaka w poréwnaniu z melano-
geneza zachodzaca w melanocytach wykazuje szereg zmian np. dotyczacych
budowy melanosomdw [251, 279]. Wobec stwierdzen tych autoréw, nieprawi-
dlowo przebiegajaca melanogenez¢ moznaby traktowac jako jeden z czynnikdw
zwigkszajacych podatnos¢ komorek czemiaka linii melanotyczne] na apoptozg
spontaniczng.
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Wryniki obecnych badan poréwnujacych reaktywnos¢ komdrek dwodch linii
czerniaka na dzialanie induktora apoptozy — kamptotecyny, wyraznie wskazuja,
1z wrazliwe na to dzialanie sa tylko komorki linii amelanotycznej. Indukowane
zmiany w komorkach czerniaka amelanotycznego, wystgpuja juz po 4 godzi-
nach, wykazujac charakter zmian wczesnoapoptycznych (obnizenie AW, akty-
wacja kaspaz), by juz po 24 godzinach inkubacji, az u 70% komorek mozna bylo
zaobserwowac zmiany poznoapoptyczne (zmiany w strukturze blony komorko-
wej, degradacja DNA).

Autorzy badajacy dzialanie kamptotecyny na komorki czerniaka czlowicka
wskazuja na apoptozg jako gldéwny sposob niszczenia komorek tego nowotworu
przez kamptotecyne [188, 229].

W obecnych badaniach, po inkubacji komorek czemiaka amelanotycznego
z kamptotecyna wystgpujacy wzrost liczby komoérek z aktywnymi kaspazami
oraz proteoliza PARP, wraz ze wczesniej opisanym wzrostem aktywnosci ka-
spazy 3 [175] sugeruja, ze stwierdzony wzrost odsetka komorek z aktywnymi
kaspazami odzwierciedla gtownie aktywacj¢ kaspaz efektorowych, w tym akty-
wacj¢ kaspazy 3.

Zmiany w mitochondriach (spadek AY, uwalnianie cytochromu c¢) oraz akty-
wagcja kaspaz (w tym aktywacja kaspazy 9) po inkubagcji z kamptotecyna, wskazuja,
iz substancja ta powoduje smier¢ apoptyczng komorek czemiaka amelanotycznego
poprzez indukcjg¢ drogi wewngtrznej apoptozy 1 aktywacj¢ kaspaz z nig zwigzanych.

Przeprowadzone badania dynamiki wystgpowania zmian apoptycznych pod
wplywem kamptotecyny wykazaly, ze juz w w ciagu 12 godzin substancja ta indu-
kuje wzrost aktywnosci kaspaz w komorkach czemiaka amelanotycznego.
Obserwacje Teodori 1 wsp [305] 1 Smolewskiego 1 wsp.[281] wskazuja, iz w ko-
morkach bialaczki HL60 aktywacja kaspaz zachodzila juz po 8 godzinach dzialania
kamptotecyny; natomiast z doniesienia Rodriqueza 1 wsp. wynika, iz komorki
H460- niedrobnokomorkowego raka pluc, reaguja wzrostem aktywnosci kaspaz
pod wplywem kamptotecyny dopiero po 48 godzinach [252].

Zatem wyniki obecnych i1 przytoczonych powyzej badan wskazuja, iz reak-
tywnos$¢ komorek rdznego typu nowotworow na ten sam czynnik indukujacy
apoptozg jest dla nich swoista. I cho¢ na razie nie znane sa mechanizmy tej swo-
istosci wydaje si¢, ze obserwacje opisywane w obecnej pracy oznaczaja, iz w
trakcie rozwoju nowotworu wraz ze zmianami fenotypu moze takze dochodzi¢
do zmian wrazliwosci jego komorek na dziatanie czynnikow zewnetrznych pro-
wadzacych do zniszczenia tych komorek.

Wyniki powyzsze zatem wydaja si¢ stanowi¢ niezmiernie istotny element
budowania nowego spojrzenia na zindywidualizowane terapeutyczne dzialania
wobec réznego typu nowotwordw, nawet wtedy kiedy bedzie to dotyczylo indu-
kowania tego samego procesu w komorkach nowotworowych — jak np. apopto-
zy.

Interpretujac wyniki uzyskane w obecnych badaniach, dotyczacych wigkszej
podatnosci na proapoptyczne dzialanie kamptotecyny wobec komorek linii ame-
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lanotycznej, moznaby probowacé wyjasnia¢ wysoka liczba komorek dzielacych
si¢, ktore sa wedlug niektorych autorow [229, 235, 275, 336] szczegodlnie wraz-
liwe na kamptotecyng, gdyby nie fakt, ze z tych samych badan wynika, iz ko-
morki tej linii czerniaka znajdujace si¢ w fazach S/G2/M ging gléwnie w ciagu
pierwszych godzin, a w ciagu 24 godzin inkubacji z kamptotecyna zachodzi
sukcesywny wzrost liczby komorek apoptycznych rowniez z fazy GO/G1. Moze
to zatem oznaczac, ze nie tylko komdrki dzielace si¢ sa wrazliwe na dzialanie
kamptotecyny indukujace apoptozg, co sugeruja réwniez wyniki prac innych
autoréw [39, 62, 81, 235].

Ostatnio podkresla si¢, iz kamptotecyna dziala efektywniej proapoptycznie
przy obnizonym pH [2, 103], co w zestawieniu z obserwacjami, iz komorki
czerniaka amelanotycznego wykazuja zdolnos¢ do zakwaszania otaczajacego
srodowiska [ 122] moze réwniez w jakiejs mierze wyjasnia¢ wigksza wrazliwosc
tych komorek na dzialanie kamptotecyny.

Wobec doniesienia Follstad 1 wsp., iz 0 wrazliwosci na dzialanie chemiote-
rapeutykéw moze decydowaé wartos¢ potencjatu transblonowego mitochon-
driéw w trakcie dzialania leku [91], obserwowane réznice w wartosci FL2/FL1
mi¢dzy linia melanotyczng i amelanotyczng czemiaka, moglyby réwniez wply-
wac na stwierdzong rézna wrazliwos¢ na apoptyczne dziatanie kamptotecyny.
Pommier i wsp. zwracaja poza tym uwage, iz o wrazliwosci na dzialanie kamp-
totecyny moga decydowac rdéwniez zmiany w systemach naprawczych DNA
komorek nowotworowych [235].

Wyzsza wrazliwos¢ komoérek czerniaka amelanotycznegoh na gimatekan-
pochodna kamptotecyny, w porownaniu z komérkami czerniaka melanotyczne-
go u czlowicka zaobserwowali rowniez De Cesare 1 wsp. [70].

Natomiast wyniki obecnych badan $wiadczace o niskiej wrazliwosci komd-
rek linii rodzimej — melanotycznej na indukujacy apoptoze wplyw kamptotecyny
sa trudne do interpretacji. Cho¢ pozostaja one w zgodzie z sugestia, iz rodzaj
nowotworu 1 jego cechy fenotypowe moga determinowaé wrazliwos¢ komdrek
na indukcj¢ apoptozy, to jednak trudno wyjasni¢ dlaczego w komdrkach podat-
niejszych na spontaniczng apoptozg trudniej ten proces zaindukowaé kamptote-
cyna.

Mozna przypuszczaé, ze tak jak donosza Xu i wsp. w komoérkach czerniaka
melanotycznego funkcjonuja mechanizmy odpowiadajace za ich opornos¢ na
proapoptyczne dzialanie kamptotecyny np. wypompowywanie kamptotecyny
z komorki przez glikoproteing P, obniZzona zawartos¢ topoizomerazy I (enzymu
docelowego dla kamptotecyny) lub zmiany w strukturze tego enzymu bedace
efektem mutacji genu dla topoizomerazy 1 [336].

Obecnos¢ glikoproteiny P w wigkszosci komorek czerniaka melanotyczne-
g0, W poréwnaniu ze znacznie nizszym odsetkiem komorek linii amelanotycznej
wykazujacych obecnos¢ tej makroczasteczki [174, 328] moglaby by¢ jedna
z przyczyn braku wrazliwosci tych komorek na kamptotecyne.
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Brak wrazliwosci komorek czerniaka melanotycznego na apoptyczne dzia-
lanie kamptotecyny mozna réwniez wigza¢ z aktywnymi w tych komoérkach
mechanizmami chronigcymi je przed powstajacymi w procesic melanogenezy
substancjami toksycznymi np. nadtlenkiem wodoru, co sugeruja nicktérzy bada-
cze |51, 277], a takze z mozliwosciag adsorpcji kamptotecyny przez melaning, co
wykazano dla niektérych lekow [37].

Jednakze pomimo powyzszych prob wyjasnienia obserwowanego zjawiska,
jego biologiczny sens pozostaje nadal trudny do wytlumaczenia. Zaobserwowa-
na w obecnych badaniach r6zna zdolnos¢ do apoptozy spontanicznej i induko-
wanej komorek czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego raz jeszcze, wy-
daje si¢ wskazywac, iz konieczne jest uwzglednianie cech biologicznych komo-
rek czerniaka, gdy wykorzystuje si¢ je do testowania potencjalnych lekdw prze-
ciwnowotworowych.

Jak juz podkreslano wczesnigj, przeprowadzone w obecnej pracy badania
wykazaly wyraznie wyzszy odsetck komdrek apoptycznych wsrod komorek
czerniaka melanotycznego w poroéwnaniu z liniig amelanotyczng — charakteryzu-
jaca sie szybszym tempem wzrostu 1 komoérkami o mnigjszym stopniu zréznico-
wania.

Z drugiej strony wiadomo, iz komorki nowotworowe wykazuja zwigkszona
zdolno$¢ do proliferacji migdzy innymi dzigki autokrynnej produkcji czynnikdw
wzrostu, podwyzszongj ekspresji receptorow dla tych czynnikow [56, 123, 261]
oraz zmianom w przekazywaniu do komorki sygnaléw o proliferacji — glownie
dotyczacych jej zahamowania [125]. Pomimo wielu dowodow na istnienie po-
wigzan migdzy cyklem komérkowym a apoptoza [42, 97, 123, 198, 315], cha-
rakter tych zaleznosci takze nie jest poznany.

Ciagle nie rozstrzygnigty pozostaje problem, ktéry z procesow: proliferacja
czy apotoza, przewaza 1 decyduje o wzroscie poszczegdlnych nowotworow [42,
72, 106, 134, 210, 301] oraz w jakiej fazie cyklu zyciowego komoérki nowotwo-
rowe ging najlatwiej. Dotyczy to rowniez czemiaka, gdzie nie wykazano jedno-
znacznej zaleznosci miedzy zdolnoscia komorek do proliferacji 1 apoptozy,
a progresja tego nowotworu [274, 294|, przy jednoczesnym wskazywaniu na
liczbg komérek dzielacych si¢ w tym nowotworze jako ewentualnym czynniku
prognostycznym w ocenie czasu przezycia osoby chorej [19, 93].

Wyniki obecnej pracy wskazujace na wyzsza liczb¢ komorek linii amelano-
tycznej (o szybszym tempie wzrostu), znajdujacych si¢ w fazach S+G2/M,
w poroéwaniu z wolniej rosnaca linig melanotyczna, sa zgodne z doniesieniami
wykazujacymi, iz wzrost nowotworu zalezy od liczby komdrek dzielacych sig
[135] a tempo wzrostu jest wyzsze w mnigj zréznicowanych nowotworach [ 134,
210], do ktorych nalezy czermniak amelanotyczny. Wigksza liczba komorek
w fazach zwiazanych z proliferacja w linii amelanotycznej odzwierciedla row-
niez bardziej agresywny charakter wzrostu komorek tej linii w porownaniu
z linig melanotyczna, co obserwowali rowniez inni autorzy w czerniaku u czlo-
wieka [21, 181].
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Wryniki przeprowadzonych badan wykazaly ponadto, iz apoptozie sponta-
nicznej ulegaja w obu liniach gléwnie komorki z faz S/G2/M z tym, ze w linii
melanotycznej ginie ich zdecydowanie wigcej niz w linii amelanotyczne;j.

Powyzszych obserwacji niec mozna odnie$¢ do spostrzezen innych autorow,
bo w dostgpne;j literaturze nie znaleziono doniesien wskazujacych z jakich faz
cyklu pochodza komoérki nowotworowe ulegajace apoptozie spontanicznej, przy
jednoczesnie istniejacej duzej liczbie informacji dotyczacych zmian zawartosci
komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu pod wplywem dzialania roznych che-
micznych substancji [42, 53, 66,188, 311].

Stwierdzony w obecnych badaniach stosunck komérek czerniaka melano-
tycznego znajdujacych si¢ w fazie S 1 G2M do komorek apoptycznych (ze zmia-
nami w chromatynie wykrywanymi metoda TUNEL) wynoszacy 2:1 oraz fakt,
1z okolo 27% komorek dzielacych si¢ (tzn. znajdujacych si¢ w fazach S 1 G2/M)
ulega apoptozie moga $wiadczy¢ o tym, iz wolnigjszy wzrost formy rodzime;j
czerniaka jest wynikiem mnigjszej aktywnosci proliferacyjnej 1 wigkszej zdolno-
sci do apoptozy spontanicznej komorek tej linii nowotworu.

Natomiast liczba komorek proliferujacych w linii amelanotycznej czemiaka
w wyniku samorzutne] przemiany wyzsza tylko o okolo 9% oraz fakt, iz na dro-
dze apoptozy ginie ich prawie o 20% mniej w porownaniu z komérkami linii
rodzimej, pozwala przypuszczaé, iz ekspansywnos¢ wzrostu linii amelanotycz-
nej czerniaka, zalezy gléwnie od obnizenia zdolnos$ci komoérek do samoistne;
apoptozy, w tym szczegdlnie komorek dzielacych sig.

Gdyby obserwacja o szybszym tempie wzrostu czerniaka amelanotycznego
chomika w wyniku obnizenia zdolnosci do apoptozy komorek dzielacych sig,
znalazla potwierdzenie réwniez w czerniaku u czlowieka, to stymulacja apopto-
zy w komorkach dzielacych si¢ moglaby by¢ szczegolnie obiecujaca droga
w poszukiwaniach skutecznej terapii czerniaka amelanotycznego.

Wyniki badan innych autoréw postulujace istnienie zaleznosci migdzy
wzrostem nowotworu a proliferacja komoérek 1 ich spontaniczna apoptoza sa
kontrowersyjne; od wykazujacych, iz wzrost nowotworu zalezy gléwnie od pro-
liferacji komorek [42, 210], poprzez obserwacje, iz wraz z nasileniem tempa
proliferacji wrasta rowniez zdolnos¢ do apoptozy [72, 106, 301], az do stwier-
dzenia, ze zwigkszona proliferacja wraz z obnizong apoptoza prowadza do pro-
gresji nowotworu [72, 134].

W czemiaku u czlowicka obserwowano bardzo niska zdolno$¢ komorek
do apoptozy spontanicznej [141, 215], przy jednoczesnie wysokiej aktywnosci
proliferacyjnej tych komorek; okolo 20-40% komérek czemiaka stanowia ko-
morki dzielace sie [188, 220, 294], jednak jak dotad brak bylo poréwnania tych
dwodch waznych procesow, jak zdolnos¢ do apoptozy 1 proliferacji w czerniaku
w zaleznosci od jego zréznicowania i progresji, co stalo sie¢ m. in. celem obec-
nych badan.

Nieliczne prace poruszajace problem zaleznosci wzrostu czerniaka 1 proliferacji
podkreslaja, iz za wzrost czerniaka melanotycznego czlowicka odpowiada gtownie
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aktywnos¢ proliferacyjna komorek [215, 274], co nie jest do konca zgodne z wyni-
kami obecnej pracy dotyczacymi czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego
chomika, ktore wykazaly, iz nie tylko liczba komorek dzielacych sig, ale 1 liczba
komorek ginacych droga apoptozy, moze wplywac na wzrost czerniaka, szczeg6lnie
w linii amelanotycznej — charakteryzujacej si¢ bardziej agresywnym fenotypem.

O ile apoptozie spontanicznej ulegaly komérki badanych linii czemiaka bgdace
w fazach S/G2/M cyklu, to po indukcji kamptotecyna, poza komédrkami z tych faz,
ginely rowniez komorki z faz GO/G1, ale przy liczbowej przewadze komorek zwia-
zanych z proliferacja

Wrazliwo$¢ na dzialanie kamptotecyny komoérek czerniaka linii BRO oraz
innych nowotwordw znajdujacych si¢ w fazie S zostala opisana rowniez przez
innych autorow [229, 275].

Kamptotecyna w komorkach linii melanotycznej powodowala wzrost liczby
komorek z faz S/G2/M wykazujacych pgknigcia DNA wykrywane metoda
TUNEL dopicro po 24 godzinach, zas w linii amelanotycznej juz po 4 godzi-
nach, co potwierdza szczegdlng wrazliwos¢ tych komorek na dziatanie apop-
tyczne tej substancji.

Jednakze wraz z wydluzaniem czasu inkubacji komorek czemiaka amelano-
tycznego z kamptotecyna wzrasta liczba komdrek apoptycznych z faz GO/G1, co
potwierdza obserwacje innych autorow, iz nie tylko komorki w fazie S sa wraz-
liwe na dzialanie kamptotecyny, chociaz mechanizm dzialania kamptotecyny w
tych komdrkach nadal pozostaje niewyjasniony [39, 62, 81, 235].

Wydaje si¢ zatem, ze przemianie linii melanotyczne) w amelanotyczng to-
warzyszy obnizenie zdolnosci do apoptozy spontanicznej przede wszystkim
komorek dzielacych sig, co moze wplywaé na szybszy wzrost czerniaka amela-
notycznego. Jednakze komorki te jednoczesnie staja si¢ bardziej wrazliwe na
dzialanie kamptotecyny, co na razie jest trudne do wytlumaczenia, na co zwra-
cano uwagg powyzej.

Nalezy przy tym doda¢, iz utrata barwnika przez komorki czerniaka u czlo-
wicka uwazana jest za przejaw obnizenia zréznicowania tych komorek i prowa-
dzi do szybszego wzrostu czerniaka amelanotycznego w poréwnaniu z forma
melanotyczng [61]. Jednak, tak jak wspominano we wstgpie, niec ma zgodnosci
w kwestii czy ocena stopnia melanizacji komorek czerniaka powinna by¢ ele-
mentem prognostycznym w ocenie rozwoju czerniaka oraz wyborze terapii,
pomimo powszechnie panujacej opinii o wigkszej agresywnosci formy amelano-
tycznej. Niektdrzy autorzy wskazuja, ze zahamowanie melanogenezy mogloby
uwrazliwia¢ komorki czerniaka na dzialanie chemioterapeutykow [277].

Prowadzone przez prof. Kozlowska 1 wsp. od trzydziestu lat badania poréw-
nawcze komorek czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego, jak juz opisywano
we wstepie, wykazaly liczne rdznice w ultrastrukturze tych komérek, budowie blo-
ny komorkowej, aktywnosci wielu enzymow [168-175, 321, 346], ale wyniki obec-
nej pracy wykazaly istnienie innych cech wskazujacych na wigksza heterogennose
komorek linii rodzimej, a wige wigksze ich zroznicowanie.
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O wyzszym zréznicowaniu komoérek czemiaka melanotycznego, poza weze-
$niej opisanymi, $wiadcza takze zaobserwowane w obecnych badaniach rdznice
w masie mitochondriow komorek tej linii, w porownaniu z jednakowa masa tych
organelli w komorkach linii amelanotycznej. Zwazywszy na udzial mitochon-
driow w przebiegu apoptozy, mozna przypuszczac iz masa tych organelli mo-
glaby mie¢ znaczenie w wyjasnieniu obserwowanych réznic w podatnosci na
apoptoze komorek linii melanotycznej 1 amelanotycznej, jednakze aktualnie
trudno okresli¢, ktore komorki: czy te z mniejsza liczba mitochondridw, czy te
z wigksza liczba mitochondridéw tatwiej wchodza na drogg apoptozy.

Wysoka zawarto$¢ komorek wykazujacych zmiany w blonie komoérkowej
przejawiajace si¢ przemieszczeniem fosfatydyloseryny do zewngtrzne] warstwy
fosfolipidowej, wsrod komorek linii melanotycznej, moze by¢ kolejnym elemen-
tem ilustrujacym opisywane we wcezesniejszych pracach réznice w budowie
blony komorkowej w komorkach obu linii czerniaka (tab. 1). Wysoki odsetek
komorek czerniaka melanotycznego z obecna po stronie zewngtrznej blony ko-
morkowej fosfatydyloseryna moze rowniez by¢ zwiazany z obserwowana egzo-
cytoza melanosoméw z komorek czerniaka do otaczajacego srodowiska [25,
182, 312], gdyz na cksternalizacj¢ fosfatydyloseryny w procesach egzocytozy
zwracajg uwage inni autorzy [347].

Wyniki obecnej pracy wskazujace, iz liczba komoérek z aktywnymi kaspa-
zami w obu liniach jest podobna wraz z wczesniejsza obserwacja 0 wWyzszej
aktywnosci kaspazy 3 w komorkach linii amelanotycznej [175], moga wskazy-
wac na znaczenie te] kaspazy w przemianie formy melanotycznej w amelano-
tyczna np. poprzez wplyw na zahamowanie procesu melanogenezy. Wydaje si¢
to prawdopodobne wobec obserwacji Woenckaus 1 wsp. wykazujacej zaleznose
mi¢dzy aktywacja kaspazy 3, a obnizeniem ekspresji receptora c-Kit [329], co
uwazane jest za przejaw progresji czerniaka [44] 1 moze prowadzi¢ do zahamo-
wania syntezy melaniny w komorkach, gdyz ligandem dla tego receptora jest
SCF (stem cell factor) stymulujacy m.in. melanogenezg w melanocytach [5].
O tym, iz utrata receptora c-Kit moze mie¢ znaczenie przy przemianic formy
melanotyczne] w amelanotyczna $wiadczy obserwacja Potti 1 wsp. wskazujaca,
iz komorki w ponad 95% przerzutach czerniaka amelanotycznego wykazuja
brak ckspresji receptora c-Kit [236]. Jednakze wobec braku w pismiennictwie
danych na temat udzialu kaspaz w procesie melanogenezy, na podstawie prze-
stanek wynikajacych z rezultatdéw obecnej pracy mozna tylko domniemywac, iz
kaspazy moglyby odgrywac rol¢ w procesie odroznicowania komoérek czerniaka.

Jak juz wspominano, na udzial kaspaz nie tylko w apoptozie, ale i w rozni-
cowaniu komorek prawidlowych wskazuja coraz liczniejsze prace, chociaz me-
chanizm dzialania kaspaz w regulacji tych procesdéw jest jeszcze malo poznany
[1, 183, 337, 342].

W zwiazku z ogélnie przyjmowanym schematem przebiegu drogi we-
wngetrznej apoptozy [203, 293], zaobserwowane w obecnych badaniach obnize-
nie potencjatu transblonowego mitochondriéw w komorkach obu linii czerniaka
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wraz z uwalnianiem cytochromu ¢ z mitochondriéw do cytoplazmy i aktywacja
kaspazy 9, wskazuja, iz w apoptozie spontanicznej zardéwno komoérek linii mela-
notyczngj, jak i amelanotycznej dochodzi do aktywacji drogi wewngtrzngj, co
przy jednoczesnie wigkszej liczbie komorek apoptycznych w czemiaku melano-
tycznym moze wskazywaé, iz w komorkach tej linii latwiej dochodzi do uru-
chamiania tej drogi apoptozy. Moze to oznaczaé, iz komorki czerniaka melano-
tycznego sa wrazliwe na jakis czynnik indukujacy apoptoze spontaniczng zwia-
zany z zachodzaca tam melanogeneza, o czym pisano juz wezesniej.

Po indukcji apoptozy kamptotecyna réwniez droga wewngtrzna ulega wy-
raznej aktywacji, ale tylko w komorkach czerniaka amelanotycznego, o czym
swiadczy wzrost liczby komorek z obniZzonym potencjalem transblonowym mi-
tochondridw, wzrost zawartosci cytochromu ¢ w cytosolu oraz wzrost zawarto-
sci fragmentow kaspazy 9 $wiadczacych o jej aktywacji, w porownaniu z ko-
moérkami czerniaka amelanotycznego inkubowanymi bez kamptotecyny.

Na drogg wewngtrzna w przebiegu apoptozy wywolanej dzialaniem kampto-
tecyny wskazuja obserwacje innych autorow badajacych mechanizm apoptycz-
nego dzialania tej substancji w komorkach réznych nowotworow [188, 235, 252,
275], wtym i w czerniaku [188].

Analiza obecnosci wybranych zasadniczych elementdéw drogi wewngtrznej:
cytochromu ¢, kaspazy 9 nie wykazala istotnych réznic w udziale tych czynni-
kéw w apoptozie spontaniczne] komoérek czerniaka melanotycznego 1 amelano-
tycznego, jednakze ta droga ulegala wzmocnieniu w komoérkach linii amelano-
tycznej pod wplywem kamptotecyny, przy braku wzrostu jej aktywacji w ko-
morkach czerniaka melanotycznego.

Poza droga wewngtrzna, w ktorej glowna role pelnia mitochondria, w in-
dukcji apoptozy biorg udzial receptory blonowe zwiazane ze $miercig komorki
np. receptor Fas, ktory po polaczeniu z ligandem — FasL aktywuje kaspaze 8.
Stwierdzona w obecnej pracy w komdrkach obu badanych linii czerniaka niska
zawartos¢ prokaspazy 8 wraz z opisang wczesniej na tych komorkach niska eks-
presja receptora Fas [346], wydaje sie swiadczy¢ o niewielkim udziale drogi
receptorowe] w apoptozie komorek obu badanych linii czerniaka przeszczepial-
nego 1 jest to zgodne z doniesieniami o wylaczeniu tej drogi apoptozy w komor-
kach czemiaka u czlowicka jako elementu obrony tych komorek przed czynni-
kami wydzielanymi przez komoérki ukladu immunologicznego [79, 141].

W pismiennictwie zwraca si¢ uwagge, iz za wylaczenie drogi zewng¢trznej apop-
tozy w komorkach czerniaka u czZlowicka moze odpowiadaé obserwowana wysoka
ckspresja biatka FLIP uniemozliwiajacego aktywacj¢ prokaspazy 8 [147].

Wzrost ekspresji czasteczki FasL wraz z wydluzaniem inkubacji komorek czer-
niaka melanotycznego, wobec braku réznic w zawartosci kaspazy 8 1 produktow jej
aktywagji, rowniez nie wydaje si¢ by¢ zwigzany z istotnymi zmianami w apoptozie
tych komorek, a racze] moglby by¢ wyrazem opisywanego udzialu tej czasteczki
w eliminacji limfocytéw cytotoksycznych [148, 284].
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Spontaniczna » [Linia Ma ++ Linia Ab +
DROGA
WEWNETRZNA
APOPTOZY
» | Linia Ma - Linia Ab +++
Indukowana CPT

Ryc. 22. TNustracja réznic w nasileniu drogi wewngtrznej apoptozy w komorkach czer-
niaka melanotycznego (Ma) 1 amelanotycznego (Ab) w trakcie apoptozy spontanicznej
1 indukowanej CPT.

Fig 22 The intensity of intrinsic way of spontaneous and CPT-induced apoptosis in
melanotic (Ma) and amelanotic (Ab) melanoma cells.

Wobec nie stwierdzenia roznic dotyczacych obecnosci zasadniczych ele-
mentéw drogi wewnetrznej apoptozy w komorkach czerniaka melanotycznego
1 amelanotycznego, podjeto probg okreslenia udzialu wybranych czynnikow
regulujacych przebieg apoptozy, co mogloby wyjasni¢ obserwowana rdzng
zdolnos¢ do apoptozy komorek czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego
(ryc. 22).

Wielokrotnie juz w tej pracy wspominano, iz za regulacje apoptozy w ko-
moérkach odpowiadaja bialka rodziny Bel-2, wsrdd ktorych sg bialka dzialajace
pro- jak 1 antyapoptycznie |3, 247]. Bialka Bax 1 Bak uwazane za glowne czyn-
niki proapoptvczne rodziny bialek Bcl-2 biora udzial w tworzeniu poréw w blo-
nie mitochondrialnej (co prowadzi do uwalniania znajdujacych sie tam czynni-
kéw apoptogennych), ale proces ten moze by¢ hamowany przez biatko Bcel-2, od
ktorego pochodzi nazwa calej rodziny [48, 247]. Powszechnie uwaza sig, iz
wzrost zawartosci bialka Bcl-2 przedluza zycie komorki poprzez blokowanie
apoptozy indukowanej przez roézne czynniki [3].

Badane w obecnej pracy komorki czermiaka melanotycznego i amelanotyczne-
g0, roznigce sie zdolnoscia do apoptozy spontanicznej, wykazywaly jednak podobna
zawartos¢ bialka antyapoptycznego Bel-2, co mogtoby sugerowac, iz obserwowana
nizsza zdolno$¢ do apoptozy spontanicznej komérek czerniaka amelanotycznego nie
zalezy od ilosci biatka Bcl-2. Nalezy jednak pamietac. iz aktywnos$¢ bialka Bcl-2
w komorce jest regulowana poprzez np. fosforylacje [78, 191], zatem ilos¢ bialka
nie musi odzwierciedla¢ jego aktywnosci biologicznej. Doniesienia na temat roli
biatka Bcl-2 w apoptozie komérek czerniaka 1 rozwoju tego nowotworu sg nigjed-
noznaczne [184, 223, 241, 267, 302, 317]. Trzeba tu réwniez dodac, 17 bialko Bel-2
wspoldziala z innymi biatkami rodziny, do ktorej nalezy, a ostateczny efekt w po-
staci zahamowania apoptozy jest wynikiem skomplikowanych 1 jeszcze nie do kon-
ca poznanvch oddzialywan [ 166, 167, 247, 256, 310].
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Brak wzrostu zawartosci antyapoptycznego biatka Bcl-2 w komorkach czer-
niaka melanotycznego pod wplywem kamptotecyny moze wskazywac, iz biatko
to nie odpowiada za obserwowany brak aktywacji drogi wewngtrznej w tych
komorkach.

Natomiast stwierdzony, ale dopiero po 24 godzinach inkubacji z kamptote-
cyna, wzrost zawartosci Bcl-2 w komorkach linii amelanotycznej — przy prawie
60% komorek wykazujacych cechy pdznej apoptozy — moze sugerowac, iz bial-
ko Bcl-2 nie hamuje skutecznie apoptozy indukowanej kamptotecyna. Wydaje
si¢, ze istotne znaczenie dla wyjasnienia braku efektywnego hamowania apopto-
zy przez bialko Bel-2 w komoérkach czeriaka amelanotycznego inkubowanych
z kamptotecyna, moze mie¢ obserwowana przez innych autorow proteoliza tego
biatka w czasie apoptozy indukowanej przez rdézne substancje [71, 163, 341]
w tym 1 przez kamptotecyng [191]. Powstajacy w wyniku proteolizy Bel-2 frag-
ment o m.cz. okolo 20 kDa ma wlasciwosci proapoptyczne podobne do Bax
1 powoduje zwickszenie uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriow [71, 163].
Zatem wysoka zawartos¢ Bcel-2 nie zawsze musi by¢ zwiazana z hamowaniem
apoptozy, a wrecz moze jej sprzyjac jezeli w wyniku proteolizy z udzialem ka-
spaz pojawia si¢ fragmenty o dzialaniu proapoptycznym [71].

Wryniki obecnej pracy stwierdzajace zachodzenie proteolizy Bel-2, przy ob-
serwowane] jednoczesnie aktywacji kaspazy 3 1 9 1 wzros$cie uwalniania cyto-
chromu ¢, moga wskazywac, 1z kamptotecyna w komorkach czerniaka amelano-
tycznego chomika powoduje proteolizg Bcel-2 z udzialem kaspaz, o czym dono-
sza rowniez inni autorzy [163, 307, 341]. Wydaje si¢ zatem, iz sugestia, ze
w komorkach czemiaka amelanotycznego bialko Bel-2 nie hamuje skutecznie
apoptozy indukowanej kamptotecyna, a raczej ja wzmacnia, wspomagajac pro-
ces niszczenia komorek, w terapii tego nowotworu moglaby stanowi¢ wskazdw-
ke przy indukowaniu apoptozy kamptotecyna.

Wobec podkreslanej roli surwiwiny w regulacji apoptozy 1 proliferacji [6,
185, 227] (a intensywnoscia tych procesow, jak juz podkreslano, rdznia sig ba-
dane linie czerniaka), stwierdzona podobna zawartos¢ tego biatka w komorkach
czerniaka melanotycznego 1 amelanotycznego, wydaje si¢ sugerowac, iz nie
decyduje ono o obserwowanych réznicach w tempie wzrostu 1 zdolnosci do apo-
ptozy spontanicznej tych komérek. Chociaz inni autorzy wykazali, ze obnizanie
zawartosci surwiwiny w komorkach nowotworowych in vitro np. poprzez zablo-
kowanie jego transkrypcji, podwyzsza wrazliwos¢ komorek r6éznych nowotwo-
réw, w tym 1 czerniaka, na dzialanie niektérych chemioterapeutykéw [113, 145,
227, 345], w tym pochodnej kamptotecyny — topotekanu [230].

Podwyzszong, zawartos¢ surwiwiny w komorkach czemiaka u czlowieka w po-
rownaniu z melanocytami wykazano juz wezesniej [105, 112], ale brak bylto w pi-
smiennictwie do tej pory porownania zawartosci tego bialka w komorkach czemiaka
melanotycznego 1 amelanotycznego. Nalezaloby jednak dodac, ze obserwowana
tendencja do wzrostu zawartosci surwiwiny w trakcie wydluzania czasu inkubacji
komorek badanych czemiakow moglaby sugerowaé, iz komdrki obu linii czerniaka
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odpowiadaja wzrostem zawartosci surwiwiny — ale pomimo to apoptoza jest konty-
nuowana. Wyjasnienie tego zagadnienia jest bardzo trudne na tym ectapie badan,
poniewaz wiadomo juz z wynikéw prac innych autoréw, iz surwiwina wystgpuje
w komdree w réznych formach, wykazujac r6zng lokalizacjg, co moze prowadzi¢ do
réznych efektéw biologicznych np. surwiwna zlokalizowana w mitochondriach
dziala antyapoptycznie, zas inna forma okreslana jako surwiwina 2B — proapoptycz-
nic [41, 187]. Lokalizacj¢ surwiwiny w jadrze uwaza si¢ obecnie za negatywny
czynnik w prognozowaniu przebiegu choroby nowotworowej [186], a w czemiaku
wraz z progresja, surwiwina lokalizuje si¢ glownie w jadrze [75]. Poza tym nawet
pojedyncza mutacja w genie moze zmieni¢ wlasciwoscl antyapoptyczne w proapop-
tyczne surwiwiny [285]. W obecnej pracy nie oceniano wystepowania réznych form
surwiwiny, zatem nie wiadomo ktéra je¢j forma pojawia si¢ w komorkach
w apoptozie spontanicznej, a ktora w indukowanej kamptotecyna.

Przedstawione powyzej dane z pismiennictwa dotyczacego surwiwiny
wskazuja, 1z niewatpliwie surwiwina jest bialkiem zaangazowanym w regulacj¢
apoptozy komorek nowotworowych, to jednak pomimo prawie dziesigciu lat
badan nad tym bialkiem nadal mechanizm antyapoptycznego dzialania jest nie
wyjasniony.

Na uwagg jednak w komorkach czerniaka amelanotycznego chomika zastu-
guje obserwowana tendencja wzrostu surwiwiny w trakcie inkubagcji tych komo-
rek z kamptotecyna, co wraz ze stwierdzonym wyraznym wzrostem zawartosci
komorek z aktywnymi kaspazami moze sugerowaé nieskuteczng blokade akty-
wagji kaspaz przez surwiwing, za co zgodnie z obserwacjami innych autoréw
mogloby odpowiada¢ uwalnianie z mitochondriéw bialko Smac/Diablo hamuja-
ce antyapoptyczne dzialanie bialek IAP do ktorych nalezy surwiwina [185, 207].

Biorac pod uwagg obserwacje innych autorow stwierdzajace obecnosc¢ su-
rwiwiny glownie w komdrkach znajdujacych si¢ w fazach cyklu G2/M [6, 8, 92,
185], moznaby obserwowane w obecnej pracy obnizenie apoptozy komorek
z faz S/G2/M czemiaka amelanotycznego probowac wyjasni¢ dzialaniem tego
biatka. By¢ moze, ze pomimo podobnej zawartosci surwiwiny w komoérkach obu
linii czerniaka, w linii amelanotycznej, o wigkszej liczbie komérek dzielacych
sig, surwiwina znajduje wigcej komorek docelowych dla swojego antyapoptycz-
nego dzialania. Na antyapoptyczng rolg surwiwiny wobec dzielacych si¢ komo-
rek czerniaka amelanotycznego moglaby wskazywa¢ rdéwniez obserwacja
o wzroscie zawartosci tego bialka w trakcie inkubacji z kamptotecyna 1 wzrasta-
jacej liczbie komorek apoptycznych pochodzacych z faz GO/G1.

W swietle powyzszych rozwazan nad rola surwiwiny w apoptozie komorek
wykonane w obecnej pracy oznaczenia wskazuja, ze nie ilo$¢ tego bialka decy-
duje o réznym nasileniu apoptozy w komoérkach obu badanych linii czerniaka.

Waznym czynnikiem zwigzanym z uruchamianiem apoptozy, szczegdlnie
w przypadku uszkodzenia DNA — jest gen p33 zwany ,,straznikiem genomu™ 1 jego
produkt biatko — p53 [253, 264]. Wyniki obecnych badan z zastosowaniem metody
Western blot, nic wykazaly obecnosci biatka p53 w lizatach komédrek czerniaka
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przeszezepialnego chomika, co moze wskazywac, iz zarowno w apoptozie sponta-
niczngj, jak 1 indukowanej kamptotecyna, nie dochodzi do akumulacji tego biatka
w cytoplazmie. Za przyczyne obserwowanego braku akumulacji biatka p53 w nie-
ktorych liniach czemiaka czlowieka, uwaza si¢ mutacje w genie INK4A (charakte-
rystycza mutacja zachodzaca w formie rodzinnej czemiaka), ktorego produkt — zmu-
towane biatko pl4 zwicksza degradacj¢ biatka p53 w proteasomie [260]. Publiko-
wane wyniki wielu badan nad rola bialka p53 w smierci komorek czerniaka indu-
kowanej r6znymi chemioterapeutykami, sa bardzo zréznicowane i nie pozwalaja na
jednoznaczne okreslenie jego roli w apoptozie komdrek tego nowotworu [77, 126,
142, 160, 208, 260].

W obecnych badaniach, przy braku akumulacji biatka p53, wykryto frag-
menty tego biatka o masic czasteczkowej okolo 37 kDa, ktore wydaja si¢ wska-
zywag, iz w komorkach obu badanych linii czerniaka zamiast akumulacji moze
dochodzi¢ do degradacji biatka p33.

W ostatnim czasie pojawilo si¢ doniesienie o proteolizie bialka p33 przy
udziale kaspaz, glownie kaspazy 3, w trakcie apoptozy, innych niz czemniak,
komoérek nowotworowych [263]. W wyniku tej proteolizy nicktore fragmenty
(m.in. o m.cz. 37 kDa — a taki obserwowano w naszych badaniach) przemiesz-
czaja si¢ do mitochondriow 1 indukuja spadek potencjalu transblonowego mito-
chondriéw [263]. Obserwacja ta jest szczegdlnie interesujaca wobec stwierdza-
nego w obecnej pracy wzrostu liczby komoérek z obniZzonym potencjalem
transblonowym mitochondridéw w apoptozie spontanicznej i indukowane] czer-
niaka melanotycznego 1 amelanotycznego.

Aby wyjasni¢ obserwowana $mier¢ komoérek czerniaka melanotycznego
(wzrost liczby komorek z pgknigciami DNA wykrywanymi metoda TUNEL)
przy jednoczesnym braku wzrostu aktywacji kaspaz, oceniano w cytoplazmie
komorek badanych linii czerniaka zawartos¢ bialka AIF — uwazanego za glowne
biatko powodujace $mier¢ apoptyczna komoérek bez koniecznosci aktywacji
kaspaz tzw. droga mitochondrialng niezalezna od kaspaz [43, 197], o czym pisa-
no wezesniej. Wyniki ninigjszej pracy stwierdzajace obecnos¢ AIF w cytopla-
zmie zaréwno komoérek czerniaka melanotycznego i amelanotycznego wskazy-
waly na mozliwos¢ udzialu tego czynnika w apoptozie spontanicznej badanych
komorek, co byloby zgodne z obserwacja Loefflera i wsp. o udziale AIF
w spontaniczngj apoptozie komoérek linii COS 1 Ratl wykazujacych wysoka
zawartos¢ AIF [195].

Jednak wyzsza zawartos¢ AIF w komorkach linii amelanotycznej, charakte-
ryzujacej si¢ nizsza apoptoza spontaniczng, w porownaniu z linia melanotyczna,
wydaje si¢ $wiadczy¢, iz czynnik ten nie odgrywa decydujacej roli w apoptozie
spontaniczne] badanych komorek czerniaka, poniewaz komoérki te ging glownie
droga apoptozy z udzialem kaspaz.

Natomiast obnizenie zawartosci AIF w cytosolu komorek czerniaka amela-
notycznego, po inkubacji z kamptotecyna, w poréwnaniu z komérkami inkubo-
wanymi bez kamptotecyny, mozna probowaé wyjasni¢ przemieszczaniem si¢
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AIF z mitochondriow, poprzez cytoplazmg, do jadra — miejsca proapoptycznego
dzialania tego czynnika jako endonuklezy, na co wskazujg inni autorzy [67, 214,
293]. Obserwowana tendencja do wzrostu zawartosci AIF w czasie inkubacji
komorek linii amelanotycznej z kamptotecyna, moze swiadczy¢, 1Z poza wyraz-
na aktywacja drogi mitochondrialnej z udzialem kaspaz, dochodzi w tych ko-
morkach takze do aktywacji drogi niezaleznej od kaspaz przebiegajacej z udzia-
lem AIF, na co wskazuja istnicjace doniesienia o udziale AIF w apoptozie in-
nych komoérek nowotworowych [64, 95, 252].

Natomiast wobec braku wzrostu zawartosci AIF w cytoplazmie komorek linii
melanotycznej inkubowanych z kamptotecyna, obserwowany wzrost komorek wy-
kazujacych pgknigcia DNA wykrywane metoda TUNEL przy jednoczesnym braku
aktywagcji kaspaz, nie wydaje si¢ by¢ efektem dzialania AIF. Moze to oznaczag, iz
wzrost liczby komorek z wyzej opisanymi zmianami w DNA w linii melanotycznej
pod wplywem kamptotecyny moze by¢ efektem dzialania innego niz AIF czynnika
uwalnianego z mitochondriow w trakcie apoptozy np. endonukleazy G [190, 197,
325].

Biorac pod uwage sugerowany przez innych autorow udzial AIF (ma ak-
tywnos¢ oksydoreduktazy i lokalizuje si¢ w lancuchu oddechowym mitochon-
driow) w produkeji ATP w mitochondriach [214], nie mozna wykluczy¢, iz ob-
serwowana wyzsza zawartos¢ AIF w komorkach czerniaka amelanotycznego
moze wiazac si¢ ze stwierdzong rowniez w tej pracy wyzsza wartoscig FL2/FL1
w porownaniu z komdrkami czerniaka melanotycznego. Mogloby to sugerowac,
iz AIF w komorkach czemiaka amelanotycznego bierze rowniez udzial w proce-
sach zwiazanych z produkcja energii w mitochondriach.
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Wraz ze spontaniczng przemiang czerniaka melanotycznego w forme
amelanotyczng, o bardziej agresywnym fenotypie, nastgpuje obnize-
nie zdolnosci do apoptozy spontanicznej komoérek tego nowotworu.

Wyniki wskazujace, ze najbardziej wrazliwe na apoptozg byly ko-
morki dzielace sig (z faz S/G2/M) 1 dotyczylo to glownie linii melano-
tycznej, upowazniaja do stwierdzenia, iz $mier¢ komoérek obu linii
czerniaka zachodzaca droga apoptozy zalezy od fazy cyklu w jakiej
komorki si¢ znajduja oraz od typu czeriaka.

Cho¢ stopien zréznicowania komorek czerniaka nie wplywa na zmia-
n¢, w zakresie elementow badanych w obecnej pracy, drogi przebiegu
apoptozy zarowno spontanicznej jak i indukowanej oraz w niewiel-
kim tylko zakresie wplywa na zmiang pod wplywem kamptotecyny
udzialu badanych czynnikow regulujacych ten proces, to jednak
w komorkach slabiej zréznicowanych nastgpuje wyrazna aktywacja
drogi wewngtrzne;j.

Przemiana linii melanotycznej w amelanotyczng forme czeriaka zde-
cydowanie zwigcksza reaktywnos¢ komorek tego nowotworu na in-
dukcje apoptozy przez kamptotecyng, co zasluguje na szczegélne
podkreslenie wobec niezgodnosci pogladow czy stopien zrdéznicowa-
nia komédrek czerniaka powinien by¢ brany pod uwagg przy wyborze
terapii 1 upowaznia do wyciagnigcia nastgpnego wniosku, ze:

Cechy biologiczne czerniaka powinny by¢ brane pod uwagg jesli tera-
pia tego nowotworu prowadzona przez indukcj¢ apoptozy ma byé
w pelni efektywna.
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7. STRESZCZENIE

Czemiak jest jednym z nowotworow wykazujacych ciagla tendencje do
wzrostu wskaznika zachorowalnosci, przy jednoczesnie malo poznanej biologii
komorek 1 przyczynach powstawania tego nowotworu. W zwiazku z niepowo-
dzeniami terapeutycznymi trwaja intensywne badania nad poznaniem biologii
czerniaka, aby wykry¢ cele molekularne, ktére stanowilyby pomoc w wyborze
terapii dla danego pacjenta 1 pozwalaly na monitorowanie jej skutecznosci.

Jedna z form czeriaka najmniej poznang jest czerniak amelanotyczny cha-
rakteryzujacy si¢ brakiem melaniny, co wigze si¢ z mniejszym zrdéznicowaniem
komorek tego nowotworu 1 szybszym tempem wzrostu, a takze wicksza zlosli-
woscig 1 gorszym rokowaniem, w poréwnaniu z forma melanotyczng czerniaka.
Z powodu jednak braku systematycznych badan nad biologia czerniaka amela-
notycznego powstaje pytanie jakie znaczenie dla biologii czemiaka ma utrata
barwnika, w aspekcie klinicznym, dla wyboru sposobu leczenia, prognozy.

Jednym z zagadnien w biologii nowotworéw bardzo intensywnie badanym
w ostatnich latach jest smier¢ komoérek nowotworowych, zachodzaca droga apo-
ptozy. Wobec nickwestionowanej roli apoptozy w rozwoju nowotworow celowe
wydaje si¢ poréwnanie parametrow charakteryzujacych ten proces w komorkach
czeriaka melanotycznego 1 amelanotycznego 1 okreslenie czy obserwowane
wraz z rozwojem czerniaka zmiany jego cech biologicznych takich jak np. tem-
po wzrostu, stopien zroznicowania komérek moga by¢ zwigzane ze zmianami
zdolnosci do apoptozy komorek nowotworowych.

Zagadnienie to ze wzgledow terapeutycznych jest bardzo wazne, poniewaz
czeriak charakteryzuje si¢ szczegodlng opornoscia na chemioterapie, ktora jak
wiadomo indukuje apoptozg w komoérkach.

Zatem wykorzystane w obecnych badaniach dwie linie: melanotyczna
1 amelanotyczna (powstala w wyniku spontanicznej przemiany z linii melano-
tycznej) czemiaka przeszczepialnego chomika umozliwily przeprowadzenie
badan poréwnawczych nad biologia tych dwdch form czerniaka, rézniacych sig
cechami biologicznymi.

Badania nad rozwojem nowotwordéw aktualnie wydaja si¢ wskazywac, iz ich
wzrost jest wypadkowa zdolnosci komorek nowotworowych do proliferacji
1 $mierci, ale nadal pozostaje kwestia sporna, ktéry z tych proceséw przewaza
1 decyduje o rozwoju poszczegdlnych nowotworow, dotyczy to rowniez czernia-
ka.

Dotychczas brak bylo prob powigzania zmian zdolnosci do apoptozy z ce-
chami biologicznymi badanych form czemiaka.

Zagadnienie to wydaje si¢ szczegolnie istotne jezeli wezmie si¢ pod uwagg,
iz amelanizacja komorek czerniaka melanotycznego towarzyszy progresji tego
nowotworu u cztowicka, czego przejawem mogg byC obserwowane przerzuty
amelanotyczne.
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W celu okreslenia zdolnosci do apoptozy komdrek badanych linii czerniaka
wybrano oceng zmian potencjalu transblonowego mitochondriéw (barwienie JC-1)
1 zmian w strukturze blony komorkowej polegajacych na przemieszczaniu si¢ fosfa-
tydyloseryny do zewngtrznej warstwy fosfolipidowe) (tzw. eksternalizacja PS; test
wiazania Ancksyny V) oraz oceng aktywacji kaspaz (metoda FLICA) i1 degradacje
DNA (ocena pgknigc nici DNA wykrywana metoda TUNEL). Badania te dotyczyly
apoptozy spontanicznej 1 indukowanegj kamptotecyna,.

Poza ocena zdolnosci do apoptozy komoérek czerniaka melanotycznego
1 amelanotycznego, oceniano dynamikg przebiegu apoptozy, okreslano z jakich
faz cyklu komorkowego pochodza komoérki gingce droga apoptozy, oceniano
udzial elementow wewngtrznej 1 zewngtrznej drogi apoptozy oraz udzial wybra-
nych bialek antyapoptycznych 1 proapoptycznych w apoptozie tych komorek.

Wyniki oznaczen procentowe] zawartosci komorek wykazujacych cechy
komorek apoptycznych wyraznie wykazaly, iz wérod komorek linii melanotycz-
nej jest wigcej komorek apoptycznych, niz w powstalej z niej linii amelanotycz-
nej — bardziej agresywnej. Jednoczesnie komorki czerniaka amelanotycznego
wykazywaly zdecydowanie wyzsza reaktywnos¢ na indukcj¢ apoptozy przez
kamptotecyng, a ginace komorki pochodzily w poczatkowych godzinach z faz
S/G2/M, a potem rowniez z faz GO/G1.

Na szczegdlng uwage zastuguje obserwacja, iz w linii Ma droga apoptozy
spontaniczngj ginie trzy razy wiece] dzielacych si¢ komorek (z faz S/G2/M) niz
w linii Ab.

Niewielka ekspresja receptora Fas, sladowa zawartos¢ prokaspazy-8 oraz
fragmentéw $wiadczacych o jej aktywacji, wydaja si¢ $wiadczy¢, iz droga ze-
wngetrzna z udzialem ukladu Fas/FasL w apoptozie spontanicznej, jak 1 induko-
wangej kamptotecyna nie odgrywa istotnej roli.

Natomiast uwalnianie cytochromu ¢ z mitochondriow do cytosolu oraz ak-
tywacja prokaspazy 9, wskazuja, iz droga wewngtrzna apoptozy jest aktywna
w komorkach obu linii czerniaka w trakcie apoptozy spontanicznej. Natomiast
po dziataniu kamptotecyny droga ta ulega jeszcze wigkszej aktywacji, ale tylko
w komorkach linii Ab, o czym $wiadczy wzrost uwalniania cytochromu ¢ do
cytosolu, wyrazna aktywacja prokaspazy 9 w poréwnaniu z komorkami inkubo-
wanymi bez tego induktora.

Obserwowana proteoliza polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP) swiadczy
o aktywnosci kaspaz efektorowych w komorkach badanych linii czerniaka.

Komérki obu linii nie rdznig si¢ znaczaco zawartoscia antyapoptycznych
bialek: Bel-2, surwiwiny. Jednakze w trakcie apoptozy spontanicznej 1 induko-
wane] wzrasta zawartos¢ surwiwiny w komorkach obu linii czerniaka, a w ko-
morkach linii Ab dochodzi jeszcze do wzrostu bialka Bel-2.

Jednoczesnie nie obserwowano akumulacji biatka p53 w badanych komor-
kach w trakcie apoptozy spontanicznej, jak 1 indukowanej kamptotecyna.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan poréwnawczych mozna
stwierdzi¢, z¢ wraz ze spontaniczng przemiang czerniaka melanotycznego
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w formg amelanotyczna, o bardziej agresywnym fenotypie, nastgpuje obnizenie
zdolnosci do apoptozy spontanicznej komorek tego nowotworu, przy jednocze-
snie zdecydowanie wyzsze] reaktywnosci komoérek tego nowotworu na indukejg
apoptozy przez kamptotecyng, co wydaje si¢ szczegolnie cenng obserwacja wo-
bec braku zgodnosci czy melanizacja komorek czerniaka, a wige stopien ich
zréznicowania, powinna by¢ brana pod uwagg przy wyborze terapii.

Obserwacja iz, najbardziej wrazliwe na apoptozg byly komorki dzielace sig
(z faz S/G2/M) i fakt, ze zdecydowanie wigce] tych komorek ginglto w linii me-
lanotycznej, upowaznia do stwierdzenia, iz $§mier¢ komoérek obu linii czerniaka
zachodzaca droga apoptozy zalezy od fazy cyklu, w jakiej te komorki sig¢ znaj-
duja oraz od typu czerniaka.

Zas gléwna droga apoptozy spontanicznej w komorkach czemiaka jest dro-
ga wewnetrzna i1 nie ulega ona zmianom (w zakresie elementéw badanych
w obecnej pracy) wraz z nabywaniem nowych cech biologicznych przez komor-
ki czerniaka. Jednakze w komorkach czerniaka amelanotycznego dochodzi do
wyrazne] aktywagji tej drogi pod wplywem kamptotecyny.

Regulacja apoptozy przez czynniki badane w niniejszej pracy (biatko Bel-2,
surwiwing, bialko p33) w nieznacznym stopniu zmieniala si¢ w wraz z nabywa-
niem nowych cech biologicznych przez komorki czemiaka.

W swietle wynikéw uzyskanych w obecnej pracy wydaje sig, iz cechy bio-
logiczne czerniaka powinny by¢ brane pod uwagg, jesli terapia tego nowotworu
prowadzona przez indukcjg apoptozy ma by¢ w pelni efektywna.
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8. SUMMARY

Melanotic melanoma is a tumor about whose development and biology we
still little know, although we observe an increasing number of people with mela-
noma. Because of ineffective tumor therapies intensive investigations are carried
out concerning the biology of this tumor, to establish the molecular targets for
individual therapies and ways of monitoring the effectiveness of them.

Amelanotic melanoma is one of the less known forms of melanoma which is
characterized by a lack of melanin, indicating a lower level of differentiation of
the cells of this tumor and a higher growth rate, higher malignancy and worse
prognosis than in the case of melanotic melanoma.

Since there have not been any systematic investigations on the biology of
amelanotic melanoma the question arises, as to whether the lack of melanin
should be taken into account during the choosing of therapy or estimating
the prognosis.

Tumor cell death by apoptosis is one of the very intensively investigated
problems in tumor biology. The decreased ability of tumor cells to undergo
apoptosis is well documented. But it seems to be of some purpose to determine
the parameters of the apoptosis of melanotic and amelanotic melanoma cells and
establish if the changes of the biological features (the growth rate, cell differen-
tiation) observed during melanoma progression could be connected with
a changed ability of tumor cells to undergo apoptosis.

This problem is very important in melanoma therapy because of the special
insensitivity of melanoma cells to chemiotherapy, in which apoptosis is the main
way of tumor cell death.

Thus two lines: melanotic and amelanotic (developed by a spontancous al-
teration from melanotic ling) of hamster translantable melanoma seem to be
a good model for comparative investigations into the biology of these melanoma
lines.

Investigations on tumor development indicate that tumor growth is the result
of tumor cells” ability to proliferate and die, but we do not know yet which of
these processes determines tumor development. This also applies to melanoma.

There were no works trying to find some interrelationship between changes
in the ability to undergo apoptosis and the biological features of melanoma.

This problem seems to be very important, especially in the context of
the observation that amelanization of melanotic melanoma cells is connected
with this tumor progression during metastatic phase.

Melanoma cells’ ability to undergo apoptosis has been determined by esti-
mating changes in mitochondrial transmembrane potential (JC-1 staining),
changes in the plasma membrane structure (phosphatidylserine serine externali-
zation determined by Annexin V binding); percent of cells with activated cas-
pases (FLICA method) and DNA degradation (TUNEL method). Spontaneous
and camptothecin induced apoptosis of melanoma cells was examined. Apart
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from the ability to undergo apoptosis, the dynamics of this process and cell cycle
phases at which cells died were investigated. Elements of extrinsic and intrinsic
ways of apoptosis, as chosen proapoptotic and antiapoptotic regulators of this
process, were also examined.

The results clearly showed that the percentage of apoptotic cells was higher
among melanotic than among amelanotic melanoma cells. But simultaneously,
this amelanotic — more malignant melanoma line was more sensitive to campto-
thecin-induced apoptosis. At the beginning of the experiment dying cells came
mainly from S/G2/M phases, but with extended time cells also came from
GO0/G1 phase.

Very interesting is the observation that in the melanotic melanoma line three
times more cells from S/G2/M phases die by apoptosis than in the faster growing
amelanotic melanoma line.

The low expression of Fas receptor and only a trace of procaspase 8 seem to
indicate that the with Fas/Fal system extrinsic way of apoptosis does not play
a significant role in spontaneous or camptothecin induced apoptosis of the mela-
noma cells examined.

Cytochrome c release from mitochondria into cytosol and procaspase 9 acti-
vation, indicate that intrinsic way plays the main role in the spontaneous apop-
tosis of melanotic and amelanotic melanoma cells. The observed increase in
cytochrome ¢ release and activation of procaspase 9 in amelanotic melanoma
cells, under the influence of camptothecin, show that this way is overactivated in
comparison to spontancous apoptosis.

In both melanoma cells the content of antiapoptotic protein Bcl-2 and sur-
vivin was similar, but during spontancous and camptothecin-induced apoptosis
survivin increased in both lines, and, additionally, B¢l-2 increased in amelanotic
melanoma.

No accumulation of protein p33 has been observed during spontaneous and
camptothecin-induced apoptosis of both melanoma lines examined.

The results from these comparative investigations show that with a sponta-
neous alteration of melanotic melanoma into a more malignant amelanotic form,
the ability to undergo spontancous apoptosis of this tumor decreases simultane-
ously with the increased reactivity to camptothecin-induced apoptosis.

In view of the controversy whether melanoma cell melanization should be
taken into consideration when choosing therapy, this observation is worth notice.

The observations that mainly proliferating cells (from phases S/G2/M) were
sensitive to apoptosis and that less proliferating cells died in amelanotic mela-
noma, indicate that the process of apoptosis depends on the cell cycle phase and
type of melanoma cells.

Melanotic and amelanotic melanoma spontancously died mainly by intrinsic
way of apoptosis, and this way seemed not to change (according to examined
clements) with a spontancous alteration of melanotic into amelanotic melanoma
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cells. The intrinsic way is also the way of amelanotic melanoma cell death, in-
duced by camptothecin.
The content of apoptosis regulators (protein Bcl-2, survivine, protein p53)
does not change significantly with new biological features of melanoma cells.
The results of this work seem to indicate that the biological features of
melanoma cells should be taken into consideration during the therapy of this
tumor, to improve its effectiveness.
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