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Wykaz najwazniejszych skrétow i terminéw

A549, komorki — linia komdrkowa niedrobnokomdérkowego raka ptuca (ang. Non-Small Cell
Lung Cancer Cell Line)

AC — gruczolakorak (ang. Adenocarcinoma)

ACD — przypadkowa $mier¢ komorki (ang. Accidental Cell Death)

ADP — adenozynodifosforan (ang. Adenosine Diphosphate)

AIFM1 — czynnik indukujgcy apoptoze zwigzany z mitochondriami (ang. Apoptosis Inducing
Factor Mitochondria Associated 1)

AMPA — receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (ang. a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic Acid Receptor)

AMPK — kinaza biatkowa aktywowana AMP (ang. AMP-activated Protein Kinase)

ATCC — Amerykanska Kolekcja Kultur Komérkowych (ang. American Type Culture Collection)
ATP — adenozynotrifosforan (ang. Adenosine Triphosphate)

ATR — ataksja teleangiektazja zwigzana z Rad3, (ang. Ataxia Telangiectasia and Rad3
Related)

BC — rak piersi (ang. Breast Cancer)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin)

CCNY —cyklina Y (ang. Cyclin Y)

CCNYc — izoforma cytoplazmatyczna cykliny Y (ang. cytoplasmic isoform of CCNY)

CCNYm - izoforma btonowej cykliny Y (ang. membrane distribution isoform of CCNY)
CCNYL1 — cyklina Y podobna 1 (ang. Cyclin Y-Like 1)

CDC25 — fosfataza cyklu 25, (ang. Cell Division Cycle 25)

CDK — kinaza cyklinozalezna (ang. Cyclin-Dependent Kinases)

Chk — kinaza punktu kontrolnego (ang. Checkpoint kinase)

CDKlIs — inhibitory kinaz zaleznych od cyklin (ang. Cyclin-Dependent Kinases Inhibitor)
C-myc — Protoonkogen MYC (ang. MYC Proto-Oncogene)

Cp — cisplatyna (ang. Cisplatin)

CYPD — cyklofilina D (ang. Cyclophilin D)

DAPI - 4’,6-diaminoino-2-fenylindol (ang. 4',6-Diamidino-2-Phenylindole)

DAMP — struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem (ang. Damage Associated



Molecular Patterns)

DMEM - zmodyfikowane ptynne podtoze wzrostowe (ang. Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

DRP — drobnokomérkowy rak ptuca (ang. SCLC: Small Cell Lung Cancer)

DvI2 — (ang. Dishevelled Segment Polarity Protein 2)

EMT — przejscie epitelialno-mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal transition)

E2F — rodzina gendw kodujacych czynniki transkrypcyjne (ang. a group of genes that encodes
a family of transcription factors (TF))

F-aktyna — wtékienkowa postac aktyny, ktéra powstata w wyniku polimeryzacji jej formy
globularnej (G-aktyny) (ang. F-actin)

FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum)

FDA - Federalny Urzad Zywnosci i Lekdw (ang. Food and Drug Administration)

G — przerwa (ang. Gap)

GSDMD — gazdermina D (ang. Gasdermin D)

H1299, komérki — linia przerzutu niedrobnokomorkowego raka ptuca do weztéw chtonnych
(ang. Non-Small Cell Lung Carcinoma Cell Line Derived From The Lymph Node Cell Line)
HCC - rak watrobowokomérkowy (ang. Hepatocellular Carcinoma)

HepG2, komoérki — linia komdrkowa raka watroby (ang. Hepatocellular Carcinoma Cell Line)
HIF-1a — czynnik indukowany hipoksjg — 1a (ang. Hypoxia-Inducible Factor 1a)

IBD — nieswoiste zapalenie jelit (ang. Inflammatory Bowel Disease)

IC— stezenie hamujgce wzrost komérek (ang. Inhibitory Concentraction)

Ica — ikarytyna (ang. Icaritin)

IEC — komadrki nabtonka jelit (ang. Intestial Epithelium Cells)

Int — strona integracji MMTV (ang. MMTYV integration site)

IL1B —interleukina 1B (ang. interleukin 16)

kaseta cykliny — ang. cyclin box

LCC — rak wielkokomérkowy (ang. Large-Cell Carcinoma)

LNM — przerzut do weztéw chtonnych (ang. Metastasis to Lymph Nodes)

LTP — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang. Long-Term Potentiation)

LRP6 — biatko zwigzane z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci 6 (ang. Low-Density


https://en.wikipedia.org/wiki/Non-small_cell_lung_carcinoma
https://en.wikipedia.org/wiki/Cell_line

Lipoprotein Receptor-Related Protein 6)

MAP1LC3B-I — biatko zwigzane z mikrotubulami 1 z taricuchem lekkim 3 Beta (ang.
Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3 Beta)

MLKL — mieszana linii domeny kinazy, takiej jak pseudokinaza (ang. Mixed Lineage Kinase
Domain Like Pseudokinase)

MOMP — przepuszczalnos$é zewnetrznej btony mitochondrialnej (ang. Mitochondrial Outer
Membrane Permeabilization)

MPF — czynnik promujgcy mitoze (ang. M-phase Promoting Factor)

NAD — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. Nicotinamide Adenine Dinucleotide)
NCCD — Komitet do Spraw Nazewnictwa Smierci komdrkowej (ang. Nomenclature Committee
on Cell Death)

NDRP — niedrobnokomodrkowy rak ptuca (ang. NSCLC: Non-Small Cell Lung Cancer)

PARP — inhibitory polimerazy poli (ADP-rybozy) (ang. Poly (ADP-Ribose) Polymerase)

PBS — roztwor soli w buforze fosforanowym (ang. Phosphate Buffered Saline)

PFA — paraformaldehyd (ang. Paraformaldehyde)

PIP3 — trifosforan fosfatydyloinozytolu (ang. Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate)

PI3K — (kinaza 3-fosfatydyloinozytoly, ang. Phosphoinositide 3-kinases)

PPARYy — receptor gamma aktywowany przez proliferatory peroksysoméw (ang. Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma)

pRb — biatko glejaka siatkowki (ang. Retinoblastoma protein)

PTEN — fosfataza i homolog tensyny, (ang. Phosphatase And Tensin Homolog)

p53 — czynnik transkrypcyjny o wtasnosciach supresora nowotworowego (ang. tumor protein
p53)

R — punkt kontrolny (ang. check point)

RCC - rak nerkowokomarkowy (ang. Renal Cell Carcinoma)

RCD — regulowana smieré¢ komoérki (ang. Regulated Cell Death)

RIPK — kinaza biatkowa oddziatujgca z receptorem (ang. Receptor Interacting Protein Kinase)
RPMI 1640 — ptynne medium wzrostowe (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640)

RRM2 - podjednostka reduktazy rybonukleotydowo-difosforanowej M2 (ang. Ribonucleotide

Reductase Regulatory Subunit M2)



SCC - rak ptaskonabtonkowy (ang. Squamous Cell Carcinoma)

shRNA — krétki fragment RNA o strukturze spinki do wtoséw (ang. short hairpin RNA)
TCF — czynnik transkrypcyjny (ang. The transcription factor)

tj. — zaleznie od wystepowania: ,to jest” lub ,taki(e) jak”

TNBC — potréjnie ujemny rak piersi (ang. Triple-Negative Breast Cancer)

TP53 — gen kodujacy biatko p53, (ang. Tumor Suppressor Genes)

TRAIL — ligand indukujacy apoptoze zwigzany z czynnikiem martwicy nowotworu
(ang. Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand)

ULK1 — kinaza serynowo-treoninowa (ang. Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1)
WEE - kinaza WEE (ang. WEE kinase)

WG — gen Wingless (ang. Wingless Gene)

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

gRT-PCR — reakcja tanncuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real-Time

Quantitative Reverse Transcription PCR)



Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowig powazny problem zdrowia publicznego oraz jedng z
gtéwnych przyczyn zgondéw na catym Swiecie [1]. Kancerogeneza jest procesem
wieloetapowym, w ktdrym zachodzi niekontrolowany podziat komérek prowadzacy do
zaburzen pracy pojedynczych narzadéw i (lub) uktadéw, a ostatecznie do $Smierci. Komorki juz
w poczatkowych fazach procesu nowotworzenia przestajg reagowac na czynniki hamujace
pochodzace z wewnatrz (niedotlenienie, niedobdr substancji odzywczych) i zewnatrz
(niedobdr czynnikéw wzrostu, zahamowanie kontaktowe) [2]. Wieloletnie badania sugeruja,
ze nasilona proliferacja nowotworowa zwigzana jest z nieodwracalnymi zmianami w genomie
komorki, ktére prowadzg do zaburzenia mechanizmoéw regulatorowych i naprawczych. Jedna
z gtdwnych cech komdrek nowotworowych jest niekontrolowana proliferacja, dlatego tez
nowotwory ze wzgledu na wystepujgce w nich aberracje czesto nazywane sg ,,chorobami cyklu
komodrkowego” [3]. Cykl komdrkowy regulowany jest przez szereg biatek oraz punktéw
kontrolnych majgcych za zadanie monitorowanie przebiegu poszczegélnych faz cyklu
komodrkowego oraz decydujgcych o warunkowym przejsciu do kolejnych jego etapdéw. Do
gtownej grupy regulatoréw cyklu komérkowego nalezg cykliny i kinazy cyklinozalezne (CDKs,
ang. Cyclin-Dependent Kinases). Cykliny i CDKs tworzg aktywne kompleksy, w ktérych cyklina
petni role podjednostki regulatorowej, natomiast kinaza cyklinozalezna petni funkcje
podjednostki katalitycznej. Rodzaj kinazy i cykliny decyduje o mozliwosci formowania réznych
typow kompleksdow majgcych zdolnosé aktywacji wielu biatek odpowiadajgcych za przejscie
miedzy fazami cyklu komdrkowego [4]. Deregulacja ekspresji biatek cyklu podziatowego staje
sie obecnie przedmiotem intensywnych badan, poniewaz zaburzenia w ich ekspresji i regulacji
moga przyczyniaé sie do procesu kancerogenezy. Nieprawidtowa ekspresja cyklin zostata
wykazana w wielu rodzajach nowotwordéw ztosliwych, gdzie nadmierna proliferacja komédrek
nowotworowych, zdolno$s¢ do przerzutowania, a takie zaburzone procesy smierci
komodrkowej, czy lekoopornosé zwigzane byty z ich nadekspresja. Zasadne jest zatem doktadne
poznanie mechanizmow dziatania biatek regulatorowych cyklu zyciowego komorki w aspekcie

ich znaczenia w prewencji, diagnostyce i leczeniu choréb nowotworowych [5].
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1. Wstep
1.1. Rak ptuca

Wedtug statystyk Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health
Organization) nowotwory odpowiadajg za okoto 19.4 milionéw zachorowan rocznie (dane na
rok 2020), a do najczestszych pod wzgledem zdiagnozowanych nowych przypadkéw naleza:
rak piersi (BC, ang. Breast Cancer) (okoto 2,26 miliona), rak ptuca (2,21 miliona), rak okreznicy
i odbytnicy (1,93 miliona) oraz rak prostaty (1,41 miliona). Smiertelno$¢ wywotana chorobami
nowotworowymi ksztattuje sie na poziomie okoto 10 milionéw oséb rocznie, a do
najczestszych przyczyn zgonéw w roku 2020 zalicza sie rak ptuca (1,8 miliona zgondéw), rak
okreznicy i odbytnicy (okoto 916 tysiecy zgondw) oraz rak watroby (okoto 800 tysiecy zgondw)
[6,7]. Dla poréwnania wedtug danych GLOBOCAN szacowana liczba nowych przypadkéow
nowotwordw w roku 2040 moze wynosi¢ nawet 28,9 miliona, natomiast smieré wywotang
chorobg moze ponies$é¢ 16,2 miliona oséb [8]. Nowotwdr powstaje w wyniku transformacji
normalnych komdrek w komorki nowotworowe w wieloetapowym procesie, ktéry na ogoét
przechodzi od zmiany przedrakowej do nowotworu ztosliwego [9]. Za kluczowe czynniki
odpowiadajgce za transformacje nowotworowg uwaza sie miedzy innymi czynniki fizyczne
(promieniowanie jonizujace i ultrafioletowe), biologiczne (infekcje wywotane przez wirusy,
bakterie i grzyby) oraz chemiczne (sktadniki dymu papierosowego, azbest, zanieczyszczenia
zywnosci, a takze nadmierne spozywanie alkoholu) [10]. Zwiekszenie ryzyka zachorowania na
nowotwory ztosliwe wigze sie réwniez ze zbyt szybkim wzrostem i starzeniem sie
spoteczenstwa, a takze z nadwagg i otytoscig, ktéra uznawana jest za plage XXI wieku [11]. W
walce z chorobami nowotworowymi od lat wykorzystywato sie konwencjonalne sposoby
leczenia w zaleznosci od rodzaju nowotworu, stopnia zaawansowania choroby, a takze
umiejscowienia guza. Nalezg do nich miedzy innymi chemioterapia, radioterapia czy zabiegi
chirurgiczne. Niektdrzy pacjenci otrzymujg monoterapie, ale w wiekszosci przypadkdw stosuje
sie jednak leczenie skojarzone (na przyktad chirurgia z chemioterapig, czy chemioterapia z
radioterapig). Z biegiem lat poczyniono znaczne postepy i wprowadzono nowe metody
leczenia pacjentdw onkologicznych, takie jak terapia komdérkami macierzystymi, terapia
celowana, stosowanie naturalnych przeciwutleniaczy, terapia hemodynamiczna, a nawet

terapia ablacyjna kojarzona najczesciej z zabiegami kardiologicznymi [12,13]. Poszukiwanie
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nowych metod leczenia spowodowane jest nie tylko rozwojem medycyny, ale réwniez
opornoscig wielu rodzajow nowotwordéw na konwencjonalne metody leczenia, a takze préba
ograniczenia skutkéw ubocznych przeprowadzonej terapii [14].

Rak ptuca nalezacy do grupy najczesciej wystepujacych nowotwordéw ztosliwych,
dzielony jest na kilka typéw i podtypdw histologicznych, ktére charakteryzujg sie
zréznicowaniem fenotypowym, niejednolitg etiologig, lokalizacjg w ptucach, a takze sposobem
powstawania przerzutow czy rokowaniem [15]. Okoto 80-85% wszystkich przypadkéw raka
ptuca nalezy do grupy niedrobnokomérkowego raka ptuca (NDRP, ang. NSCLC: Non-Small Cell
Lung Cancer), natomiast pozostate 15-20% rozpoznanych nowotwordéw ptuca nalezy do typu

drobnokomorkowego raka ptuca (DRP ang. SCLC: Small Cell Lung Cancer) [12].

Rak ptuca Niedrobnokomoérkowy
rak ptuca

B Niedrobnokomdrkowy rak ptuca B Gruczolakorak B Rak ptaskonabtonkowy

M Drobnokomarkowy rak ptuca B Rak wielkokomdrkowy M Inne i nieokreslone typy

Ryc. 1. Podziat histologiczny nowotworéw ptuca [Opracowano na podstawie Schabath (2019) [12]].

Dane wskazujg, ze najczesciej diagnozowanymi podtypami histologicznym
niedrobnokomadrkowego raka ptuca sg gruczolakorak (okoto 40% wszystkich przypadkow), rak
ptaskonabtonkowy (okoto 25%) oraz rak wielkokomdrkowy (okoto 15%). Pozostate 20%
zdiagnozowanych przypadkéw niedrobnokomdrkowego raka ptuca to inne i nieokreslone typy
nowotworu, do ktérych zaliczany jest miedzy innymi miesak [16].

Rak ptuca uwazany jest za jeden z najbardziej ztosliwych typodw nowotworu ze wzgledu
na czeste wystepowanie, wysokg ilo$¢ zgondw pacjentdw wywotanych chorobg, ciezki

przebieg choroby oraz zte rokowanie. W Polsce Krajowy Rejestr Nowotworéw w roku 2019,
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otrzymat informacje o 171 tysigcach nowych przypadkéw zachorowania na nowotwory, a rak
ptuca znajdowat sie na 2 miejscu najczesciej wystepujgcych nowotwordéw zaréwno u kobiet
(10%), jak i u mezczyzn (16%). Smieré spowodowang chorobami nowotworowymi poniosto
okoto 100 tysiecy oséb, a nowotwory ptuca okazaty sie najczestszg przyczyng zgondéw bez
wzgledu na ptec¢ [17]. Do gtéwnych przyczyn tak wysokiej liczby zgondw pacjentéw, zalicza sie
miedzy innymi bezobjawowy przebieg choroby we wczesnych stadiach oraz opornosé na
standardowe leki cytostatyczne. Skuteczne leczenie nowotwordéw ptuca uniemozliwia rowniez
wiek chorych (czesto zaawansowany) i wigzgce sie z nim choroby wspétistniejgce. Prowadzi to

do faktu, iz 5-letnie przezycie chorych dotyczy okoto 15% pacjentéw [18,19].

Mezczyzni Kobiety

46%
50%

\\\
%

\ 4%

6
4% w
M rak prostaty M rak ptuca M rak okreznicy M rak piersi M rak ptuca M rak macicy
M rak pecherza m. m rak odbytnicy inne rak okreznicy & rak jajnika inne

Ryc. 2. Czestos¢ wystepowania réznych rodzajow nowotworéw w Polsce w roku 2019. [Opracowano na
podstawie Didkowska i wsp. (2022) [13]].

Najczestszym czynnikiem ryzyka wptywajagcym na zachorowanie na ten typ
nowotworu ztosliwego jest nikotynizm, ktéremu przypisuje sie okoto 90% przypadkow
zachorowania na nowotwodr ptuca u oséb palgcych i co trzeci przypadek u osdb palgcych
biernie. W XX wieku nastgpit drastyczny wzrost palenia tytoniu, co w konsekwencji
spowodowato réwniez wzrost liczby zachorowan na raka ptuca. Podczas spalania wyrobdéw
tytoniowych uwalnianych jest okoto 60 rdinych substancji kancerogennych, ktére majg
bezposredni wptyw na proces nowotworzenia. Do najbardziej szkodliwych nalezg miedzy

innymi benzopiren (organiczny zwigzek chemiczny z grupy weglowodordow aromatycznych),
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nitrozoaminy, a takze azotany [20]. Z drugiej strony palacze, ktérzy pracowali w obecnosci
azbestu, sg od 50 do 90 razy bardziej narazeni na zachorowanie niz ci, ktorzy nigdy nie byli
narazeni na kontakt z azbestem lub dymem tytoniowym. Do innych czynnikéw ryzyka
zachorowania na raka ptuca nalezg réwniez nieodpowiednia dieta, zaawansowany wiek,

nawracajgce stany zapalne, a takze zanieczyszczone powietrze [21].

1.1.1. Linia niedrobnokomoérkowego raka ptuca A549

Linia A549 to komdrki niedrobnokomérkowego raka ptuca. Komoérki te sa
gruczolakorakiem nabtonka pecherzykéw ptuc. W 1972 roku linia A549 zostata wyizolowana
przez D.J. Giard poprzez usuniecie i hodowle rakowej tkanki ptucnej pobranej od 58-letniego
mezczyzny rasy biatej [22]. W warunkach in vivo komdrki te sg ptaskonabtonkowe i
odpowiadajg za dyfuzje niektérych substancji (np. wody i elektrolitdw) w pecherzykach
ptucnych. Natomiast in vitro rosng one adherentnie jako monowarstwy. Barwig sie pozytywnie
dla keratyny, a takze zdolne sg do syntezy lecytyny dzieki szlakom cytydyny i dwufosfocholiny.
Dodatkowo majg wysoki poziom nienasyconych kwasdéw ttuszczowych, ktére sg istotne dla

utrzymania odpowiedniego stopnia fosfolipidéw w btonie komdrkowej [23].

Ryc. 3. Komarki linii A549. A — Zdjecie po 24 godzinach hodowli. B — Zdjecie po 48 godzinach hodowli. Zdjecia
wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamera OLYMPUS oraz aplikacji EPview™ (badania wtasne).
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1.1.2. Linia niedrobnokomoérkowego raka ptuca H1299

Linia komorkowa H1299 zostata wyizolowana przez A.F. Gazdar i J.D. Minna z materiatu
pobranego od 43-letniego biatego mezczyzny, ktdry otrzymywat wczesniej radioterapie. Jest
to przerzut niedrobnokomérkowego raka ptuca do weztéw chtonnych (ang. non-small cell lung
carcinoma cell line derived from the lymph node) [24]. Komorki linii H1299 sg komodrkami
podobnymi do nabtonka, majg homozygotyczng czesciowg delecje genu TP53 (gen kodujacy
biatko p53, ang. tumor suppressor genes), a w rezultacie brak ekspresji biatka p53 (czynnik
transkrypcyjny o wtasnosciach supresora nowotworowego, ang. tumor protein p53) [25].
Komérki linii H1299 tak samo jak komarki linii A549 rosng adherentnie w monowarstwach w
warunkach laboratoryjnych i barwia sie pozytywnie dla keratyny. Dodatkowo komérki linii
H1299 wydzielajg hormon peptydowy neuromedyne B, ale nie peptyd uwalniajgcy gastryne
[24].

Ryc. 4. Komorki linii H1299. A — Zdjecie po 24 godzinach hodowli. B — Zdjecie po 48 godzinach hodowli. Zdjecia
wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamerga OLYMPUS oraz aplikacji EPview™ (badania wtasne).

1.2. Cykl komoérkowy

Jak najdoktadniejsze poznanie podtoza molekularnego procesu nowotworzenia oraz
znalezienie markerédw utatwiajacych wczesng diagnostyke ma coraz wieksze znaczenie dla

skutecznosci  terapii  przeciwnowotworowej. Transformacja nowotworowa zostaje
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zapoczatkowana w wyniku mutacji powstatych podczas proliferacji i réznicowania komérek,
syntezy i naprawy DNA, a takze na drodze regulacji procesu apoptozy. Niezmieniony przebieg
wymienionych proceséw wyznaczany jest przez poprawny przebieg cyklu zyciowego komarki,
ktory jest bardzo uporzadkowanym i $cisle regulowanym procesem obejmujacym wiele
punktow kontrolnych. Rozregulowanie delikatnej sieci cyklu komdrkowego lezy u podstaw
procesu nowotworzenia [3,9,26].

Cykl komérkowy (cykl podziatowy, cykl mitotyczny) sktada sie interfazy, czyli faz: G1, S
i G2 oraz mitozy - fazy M, ktérych nastepstwem jest powstanie dwdch komérek potomnych o
identycznym materiale genetycznym jaki zawiera komdrka macierzysta. Do najwazniejszych
faz nalezy faza S (w czasie ktérej nastepuje replikacja materiatu genetycznego) oraz faza M
(podczas ktérej nastepuje podziat jadra komdrkowego oraz cytoplazmy). Jak wspomniano
wczesniej w cyklu zyciowym komorki wyrdznia sie rowniez fazy G1 i G2, ktoére potocznie
nazywane sg przerwami (G, ang. Gap). Pierwsza przerwa (G1), w czasie ktdrej nastepuje
odbudowa komorki po podziale znajduje sie po fazie M. W tym czasie komoérka staje sie
wrazliwa na sygnaty wewnatrz- i zewnatrzkomérkowe, a takze przeprowadza intensywna
synteze biatek regulatorowych, enzymow oraz RNA. Nastepnie komdrka moze przejs¢ do fazy
S, gdzie zsyntetyzowane enzymy wykorzystywane sg do replikacji DNA i odpowiadajg za
napedzanie cyklu albo do fazy spoczynkowej GO. W fazie GO komoérka jest nadal funkcjonalna,
ale nie ulega juz dalszym podziatom. W stanie spoczynku komoérka moze przebywaé przez
dtuzszy czas, a nastepnie pod wptywem czynnikdw fizycznych lub chemicznych powrdci¢ do
kontynuacji cyklu komérkowego. Przyktadem takich komodrek sg limfocyty, ktére ponowne
wejscie do cyklu mogg uzyskaé pod wptywem odpowiedniego antygenu. Jednakze istniejg
komorki, ktore w fazie GO rdznicujg sie terminalnie przez co nie mogg powrdci¢ do cyklu
komérkowego (na przyktad komorki nerwowe) lub takie, ktére w stan spoczynkowy nie
wchodzg w ogdle i nieskonczenie powtarzajg cykl komorkowy (na przyktad komorki
nowotworowe). Z fazy GO komdérka moze ponownie wejs¢ do fazy G1 i po przekroczeniu
punktu restrykcyjnego kontynuowad cykl komérkowy przechodzgc w faze S cyklu zyciowego
komorki lub obumrzeé. Po fazie S komorka przechodzi do fazy G2, gdzie przygotowuje sie do

wejscia w mitoze. W tej czesci cyklu komadrka nadal rosnie, syntetyzuje biatka i enzymy oraz
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reorganizuje swoje wnetrze przygotowujgc sie do mitozy. Na tym etapie mozliwe s3 jeszcze

naprawy uszkodzen powstatych we wczesniejszych etapach cyklu komérkowego [27-30].

Kariokineza — podzial jadra
komdrkowego;
Cytokineza — podziat

cytoplazmy

Przygotowanie komérki do
podziatu; wzmozona synteza
biatek wrzeciona
kariokinetycznego i

cytokinetycznego

Wizrost komérki, intensywne
procesy metaboliczne,
transkrypcja, synteza biatek
strukturalnych i
enzymatycznych

PunktR /

Synteza DNA, synteza ‘ \

histonéw, faczenie chromatyd
siostrzanych kohezyng

202 Cll g ¥ 20

Ryc. 5. Przebieg cyklu komérkowego. Procesy zachodzgce w poszczegdlnych fazach cyklu wraz ze zmiang ilosci
materiaty genetycznego w komorce.

1.2.1. Regulacja i regulatory cyklu komérkowego

Cykl zyciowy komorki jest procesem bardzo ztozonym. Jest to szereg zmian fizycznych,
chemicznych i strukturalnych komorki, ktéry kontrolowany jest przez biatka cyklu
komodrkowego oraz punkty kontrolne.

Po ukonczeniu podziatu mitotycznego komorki potomne wchodzg w faze G1. W tej
czesci cyklu komérka musi przejsé miedzy innymi przez punkt kontrolny (R), ktéry odpowiada
za monitorowanie poprawnosci struktury materiatu genetycznego. Na tym etapie nastepuje
rowniez wzmozona synteza biatek regulatorowych, takich jak cykliny oraz kinazy
cyklinozalezne (CDKs), ktére sg enzymami napedzajacymi cykl komérkowy, a takze inhibitory
kinaz zaleznych od cyklin (CDKI, ang. Cyclin-Dependent Kinases Inhibitor), ktére hamujg
aktywnos¢ CDKs. Kinazy zalezne od cyklin stajg sie aktywne dopiero w momencie utworzenia

kompleksu z odpowiednig cykling. Za poprawne przejscie komorki przez faze G1 cyklu
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podziatowego odpowiadajg kompleksy cykliny D1 z CDK4, cykliny D2 réwniez z CDK4 oraz
cykliny D3 z CDK6. Kompleksy cyklin D/CDK4 lub cykliny D/CDK6 fosforylujg i inaktywujg pRB
(biatko Retinoblastoma, ang. Retinoblastoma protein), w wyniku czego nastepuje aktywacja
czynnika transkrypcyjnego E2F (rodzina gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne, ang. a
group of genes that encodes a family of transcription factors (TF)) oraz transkrypcja cykliny A
i cykliny E. Po ukonczeniu wszystkich proceséw gtéwnie dzieki kompleksowi cyklina E/CDK2
komoérka przechodzi do fazy S cyklu komdérkowego. W tym czasie nastepuje transport cyklin
fazy S (cyklina A, E/CDK2) do jadra komdrkowego, programowana synteza DNA oraz
podwojenie genomu. W razie uszkodzenia DNA nastepuje gwattowne zahamowanie cyklu
komodrkowego przez biatko p53, w punkcie kontrolnym fazy S. Cykl zostaje zahamowany do

momentu naprawienia uszkodzer DNA.

Poziomy wigkszosci cyklin zmieniajg sig diametralnie,
podczas przejécia komérki przez cykl komdrkowy.

W przypadku wigkszosci cyklin fluktuacje te sg Scisle
skoordynowane z harmonogramem przejécia przez
réine fazy cyklu komdrkowego. Jednak w przypadku
cyklin typu D sygnaty zewnatrzkomdrkowe, zwlaszcza
te przenoszone przez czynniki wzrostu, silnie wplywajg
naich poziom.

Cyklina D Cyklina A

CDK 4/CDK B CDK 2/cDC 2

P G D

cDC 2 CDK 2 CDC 2

Cyklina B Cyklina E CyklinaB

Ryc. 6. Ekspresja cyklin w poszczegdlnych fazach cyklu komodrkowego. Miejsce taczenia cykliny z cyklem
komoérkowym odpowiada najwyzej ekspresji cykliny.

Po ukonczeniu poprawnej replikacji DNA rozpoczyna sie faza G2 cyklu podziatowego. Jest to
okres, w ktérym syntetyzowane sg biatka enzymatyczne i regulatorowe, a za przejscie przez
faze G2 oraz G2/M odpowiada cyklina B w kompleksie z CDK1. Kompleks cykliny B/CDK1
nazywany jest takze MPF (czynnik promujgcy mitoze, ang. M-phase promoting factor) i
wspotpracuje on z kinazg WEE (ang. WEE kinase) oraz fosfatazg CDC25 (fosfataza cyklu 25,

ang. Cell Division Cycle 25). Za monitorowanie powstawania zbyt matych komodrek oraz
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uszkodzern DNA na tym etapie odpowiada punkt kontrolny G2/M, ktéry wspierany jest przez
biatko p53 i kinazy Chk (kinaza punktu kontrolnego, ang. Checkpoint kinase). Ostatni etap cyklu
komérkowego sktadajgcy sie z kariokinezy i cytokinezy prowadzi do powstania dwdch

komoérek potomnych z jednej komérki - matki [4,31-33].

1.3. CyklinaY

Cykliny nalezg do grupy biatek, ktére sg niezbedne do prawidtowego przebiegu
wszystkich etapéw cyklu komérkowego [30]. Gtdwng cechg cyklin jest ich zmienne stezenie w
zaleznosci od fazy cyklu komdrkowego. Aby kontynuowac cykl komérkowy, cyklina musi
aktywowac lub inaktywowaé wiele kluczowych biatek w komdrce. Cykliny kierujg zdarzeniami
w komodrce poprzez wspotprace z rodzing enzymdw nazywang kinazami cyklinozaleznymi.
Sama CDK jest nieaktywna, ale dotaczenie cykliny umozliwia jej aktywacje, tworzac
funkcjonalny enzym, co umozliwia modyfikowanie specyficznych biatek. Cykliny dzielone sg na
dwie grupy: cykliny mitotyczne oraz grupe cyklin fazy G1. Cykliny mitotyczne obejmuja cykliny
A'i B, podczas gdy cykliny D i E mozna przypisac jako cykliny fazy G1. Z kolei do grupy mniej
znanych cyklin nalezg cykliny C, F, G, H, |, J, K, L, M, O, Ti Y [34]. Cykliny od dawna znane s3
jako regulatory cyklu komdérkowego, ale ostatnie badania wskazujg rowniez na ich wazng role
w procesie kancerogenezy. Utrzymanie prawidtowej ekspresji cyklin ma kluczowe znaczenie
nie tylko dla prawidtowej proliferacji komérek, ale takze odgrywa znaczacay role w innych
procesach komdrkowych, takich jak transkrypcja, naprawa DNA i réznicowanie komorek.
Zaktdcenie ekspresji tych biatek moze prowadzi¢ do nieprawidtowej proliferacji komodrek i
rozwoju raka [5,9]. Progresja cyklu komérkowego jest wysoce uporzgdkowanym i Scisle
regulowanym procesem obejmujgcym wiele punktéw kontrolnych, ktérego zaktécenie moze
skutkowa¢ niekontrolowanymi  podziatami komodrkowymi. Dlatego  zrozumienie
mechanizmow molekularnych nieprawidtowosci cyklu podziatu komdrek w raku moze
dostarczy¢ waznych informacji o tym, w jaki sposéb normalne komorki przechodzg
transformacje ztosliwg i czy mozna zaprojektowaé nowe strategie leczenia [9].

Cyklina Y jest wysoce konserwatywnym biatkiem z rodziny cyklin, o udowodnionej roli
w regulacji cyklu komdrkowego i procesu transkrypcji [35]. Kodowana jest przez gen CCNY

zlokalizowany na krétkim ramieniu chromosomu 10 w pozycji p11.21 [36]. Struktura cykliny Y
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roézni sie od struktury konwencjonalnych cyklin. W wiekszosci cyklin znajdujg sie dwie kasety

cykliny, podczas gdy cyklina Y ma tylko jedng kasete cykliny [37].
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Ryc. 7. Budowa kompleksu cykliny Y z kinaza cyklinozalezng 14.

Cyklina Y pierwotnie zostata zidentyfikowana jako biatko wigzace sie z CDK14/PFTK1 u
drozdzy, zwiekszajac jej aktywnos¢ i zmieniajac jej lokalizacje wewnatrzkomdérkowa. Badania
in vitro i in vivo wykazaty, ze motyw PFTAIRE w CDK14 i kasecie cykliny Y jest niezbedny do
interakcji miedzy tymi biatkami [38]. Pdzniejsze badania wykazaty, ze cyklina Y tgczy sie
réwniez z CDK16/PCTK1 tworzac aktywny kompleks zdolny do kontrolowania wielu proceséow
biologicznych. CDK16 to kinaza biatkowa, ktéra jest silnie eksprymowana w modzgu oraz
jadrach i jest aktywowana przez zwigzanie z btonowa cykling Y (CCNYm, ang. membrane
distribution isoform of CCNY) [39]. Cyklina Y moze réwniez fosforylowa¢ i aktywowadé
koreceptor LRP6 (biatko zwigzane z receptorem lipoprotein o niskiej gestosci 6, ang. low-
density lipoprotein receptor-related protein 6), ktéry jest gtdwnym regulatorem szlaku Wnt/B-
katenina [40].

Cyklina Y odgrywa wazng role w wielu procesach komodrkowych takich jak:
utrzymywanie wtasciwosci komadrek macierzystych/progenitorowych ssakéw, regulowanie
rozwoju Drosophilia, a takze w kontrolowaniu procesu adipogenezy i produkcji lipidow.
Wykazano réwniez, ze uczestniczy ona w regulacji proliferacji komdrek nowotworowych, w
tym nowotwordw ptuc i nerek, a obnizenie poziomu ekspresji cykliny Y zmniejsza proliferacje

i wzrost komérek niedrobnokomdrkowego raka ptuca czy raka krtani [37,39,41].

1.3.1. Cyklina Y w szlaku sygnatowym Wnt/B-katenina

Sygnalizacja Wnt jest ewolucyjnie zachowang sciezkg sygnalizacyjng, ktéra odgrywa

wazng role w rozwoju embrionalnym i homeostazie tkanek [42]. Nieprawidfowa regulacja
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sygnalizacji Wnt moze przyczynia¢ sie do kancerogenezy, a coraz wieksza liczba doniesien
wskazuje, ze moze takze wptywacé na odpowiedZz komdrek na leczenie. Biorgc pod uwage
kluczowa role szlaku Wnt w wielu nowotworach, staje sie on jednym z wazniejszych celéw w
poszukiwaniu nowych lekéw [43]. Opracowano kilka inhibitorow tego szlaku, ktére sa
obiecujagce w leczeniu nowotwordéw spowodowanych zaburzeniami sygnalizacji Wnt i
zmniejszaniu opornosci na terapie na etapie przedklinicznym [44]. Nazwa szlaku pochodzi od
nazw pierwszych odkrytych biatek, takich jak Wg (ang. Wingless) i Int (strona integracji MMTV,
ang. MMTV integration site). W pdzniejszych badaniach wykazano, ze biatka te s3a
homologami. Obecnie szlak Wnt podzielony jest na szlaki kanoniczne i kilka szlakéw
alternatywnych - niekanonicznych. Szlak kanoniczny jest zalezny od B-kateniny. Reguluje
aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego (TCF, ang. The transcription factor) wptywajacego na
procesy takie jak embriogeneza, réznicowanie komadrek, przezycie i proliferacja komadrek.
Natomiast dysfunkcje kanonicznego szlaku Wnt obserwowano w rdéznych typach
nowotwordéw, a takze w chorobach neurodegeneracyjnych i metabolicznych. Nieklasyczne
szlaki dziatajg niezaleznie od B-kateniny i TCF. Ich rola byta dotychczas stabo poznana, ale
niektore doniesienia literaturowe wskazujg na ich znaczenie w procesach takich jak
przegrupowanie cytoszkieletu i migracja neurondéw [44]. Stwierdzono, ze w wielu stanach
patologicznych, w tym w chorobach neurodegeneracyjnych i metabolicznych, a takie w
réznych typach nowotworéw, zwtaszcza w niedrobnokomadrkowym raku ptuca, dochodzi do
zaburzen funkcjonowania szlaku Wnt [39,45]. Dostepne pismiennictwo wskazuje, ze szlak
sygnatowy Wnt odgrywa wazng role w regulacji proceséw komérkowych, takich jak
proliferacja i przezycie komérek, embriogeneza i rdéznicowanie komadrek. Nieprawidtowy
przebieg tego szlaku moze przyczyniac sie do utrzymania populacji komdrek nowotworowych,
co moze rowniez wptywaé na ich lekoopornosc¢ [46]. Badajac sktadowe szlaku Wnt wykazano,
ze zwiekszanie lub zmniejszanie jego substratéw wigze sie z przezyciem, a takze zwiekszong
proliferacja komodrek nowotworowych, co wptywa na gorsze rokowanie pacjentow z
niedrobnokomérkowym rakiem ptuca [45]. Wyniki badan sugerujg, ze cyklina Y w kompleksie
PFKT1/CDK14 promuje niekanoniczny szlak Wnt poprzez wzmacnianie ekspresji biatek Dvl2
(ang. Dishevelled Segment Polarity Protein 2) i Nakedl, ktére sg substratami tego szlaku.

Wykazano réwniez udziat kompleksu cyklina Y/PFTK1 w aktywacji Rho GTPaz, ktére sg celami
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niekanonicznego szlaku sygnatowego Wnt, co prowadzi do polimeryzacji aktyny w komadrkach
[47]. Inne doniesienia sugerujg rowniez, ze cyklina Y w zdrowych komdrkach, razem z CDK14,
wptywa na transdukcje szlaku Wnt poprzez fosforylacje LRP6. Wykazano, ze kompleks cyklina
Y-CDK14 poprzez fosforylacje LRP6 zapobiega degradacji B-kateniny, co umozliwia sygnalizacje
szlaku Wnt. Fosforylacja i sygnalizacja receptora Wnt sg maksymalne w fazie G2/M, podobnie
jak ekspresja cykliny Y, co moze sugerowac zwigzek miedzy cyklem komdérkowym a procesem

transkrypcji [48].

B-catenin

phosphorylation cell cycle progression

positive feedback loop

Ryc. 8. Udziat kompleksu cykliny Y/CDK14 w szlaku sygnatowym Wnt. Kompleks cykliny Y/CDK14 fosforyluje
LRP6 zapobiegajac degradacji B-kateniny w wyniku czego nastepuje progresja cyklu komérkowego.

1.3.2. Cyklina Y w procesie autofagii

Autofagia, ktdra jest ewolucyjnie zachowanym procesem zachodzgacym we wszystkich
komodrkach eukariotycznych, jest aktywowana m.in. w odpowiedzi na niedobory sktadnikow
odzywczych, uszkodzenia spowodowane przez toksyny komorkowe oraz czynniki indukujgce
wzrost i réznicowanie. W warunkach fizjologicznych, wystepuje ona w niewielkim stopniu w
wiekszosci tkanek. Przyczynia sie do adaptacji komdrek do warunkdw stresowych, a tym
samym do ich przezycia [49].

Istniejg dowody na to, ze proces ten jest powigzany ze stanami chorobowymi.
Zwiekszone poziomy autofagii odnotowano w neurodegeneracyjnej chorobie Parkinsona. Z
drugiej strony udowodniono zmniejszenie intensywnosci tego procesu w chorobach serca

(choroba Danone'a). Autofagia odgrywa rowniez role w kancerogenezie. Moze zaréwno
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wptywac na supresje guza, a takze na promocje nowotworu. Proces ten reguluje wtasciwosci
nowotworowych komdrek macierzystych, indukcje nawrét nowotworu i opornos¢ na czynniki
przeciwnowotworowe. Chociaz niektére modulatory autofagii, takie jak rapamycyna i
chlorochina, sg stosowane do regulacji autofagii w terapii przeciwnowotworowej. Doktadny
mechanizm autofagii w raku wymaga dalszych badan [50]. Kompleks cyklina Y/CDK16 jest
substratem AMPK (kinazy biatkowej aktywowanej AMP, ang. AMP-activated Protein Kinase) i
efektorem autofagii. Cyklina Y/CDK16 indukuje autofagie, ktéra jest zalezna od fosforylacji
$326 i wymaga ULK1 (ang. Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1) i Bekliny 1, ktore sg
niezbedne do indukcji makroautofagii. AMPK aktywuje cykline Y/CDK16, aby zainicjowac
pierwszy etap tworzenia autofagosoméw. Potencjalny zwigzek z autofagig sugeruje ponadto

funkcja CDK16 w transporcie pecherzykowym organizacji cytoszkieletu aktynowego [51-53].
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Ryc. 9. Cyklina Y odgrywa wazing role w wielu procesach komérkowych takich jak kontrola progresji cyklu
komoérkowego, autofagia i rearanzacja cytoszkieletu komarki.
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1.3.3. Cyklina Y w funkcji neuronalnej

Ekspresje cykliny Y i jej znaczgcy wptyw na funkcje neuronalng opisano w niedzielgcych
sie komodrkach neuronalnych — komdrkach hipokampu. Cho i wsp. w swoich badaniach
wykazali, ze cyklina Y wystepuje nie tylko w hipokampie, ale takze w domenach
presynaptycznych kolcéw dendrytycznych. Wykazano, ze cyklina Y moze hamowac ruch
receptora AMPA (receptor kwasu a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego,
ang. a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic Acid Receptor) w kierunku synaps i
hamowaé jego egzocytoze, a tym samym blokowaé LTP (dtugotrwate wzmocnienie
synaptyczne, ang. Long-term potentiation). Ponadto obnizenie ekspresji cykliny Y powoduje
wzrost LTP w skrawkach hipokampu [37]. Hwang i wsp. w odniesieniu do badan i roli cykliny Y
w komoérkach hipokampu wykazali, ze cyklina Y wigze sie z fibrylarng postacig aktyny (F-aktyna,
ang. F-actin) i zaktéca polimeryzacje aktyny indukowanej przez LTP. Cyklina Y wptywa na
czynnik depolimeryzacji aktyny, blokujac aktywacje kofiliny. W efekcie prowadzi to do
strukturalnego uposledzenia LTP i zmniejszenia liczby kolcéw dendrytycznych. Przedstawione
dane sugeruja, ze cyklina Y hamuje LTP funkcjonalnie i strukturalnie poprzez szlak kofilina-
aktyna [54]. Rok pdzniej Joe i wsp. poprzez badanie sekwencji RNA, analize transkryptéw i gRT-
PCR (reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym, ang. Real-Time Quantitative
Reverse Transcription PCR), wykazali, ze cyklina Y wptywa na wiele funkcji i sciezek w
komadrkach neuronalnych. Rearanzacja cytoszkieletu aktynowego, plastycznos¢ synaptyczna,
adhezja ogniskowa, apoptoza, szlak sygnalizacji chemokin, interakcje miedzy macierza
zewnatrzkomérkowsa, a receptorem oraz uczenie sie nalezg do proceséw, na ktére wptywa
ekspresja cykliny Y [40].

Cyklina Y w kompleksie z CDK14 reguluje specyficzne funkcje neuronalne. Wysoka
ekspresje CDK14 wykryto w postmitotycznych komérkach mézgu, kompleks cyklina Y/CDK14
odgrywa kluczowg role w spolaryzowanym ruchu pecherzykdw presynaptycznych i eliminacji

synaps podczas przewodzenia nerwowego [55].

1.3.4. Cyklina Y w procesie spermatogenezy

Na koncowe etapy rdznicowania spermatogenezy wptywa réwniez cyklina Y, a

doktadniej kompleks cyklina Y/CDK16. Mikolcevic i wsp. wykazali, ze myszy pozbawione CDK16
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byty zywotne, a niedobdr kinazy nie wptywat na mejoze, chociaz CDK16 byt wymagany w
koricowych etapach réznicowania w spermatogenezie. Testowane myszy z nokautem CDK16
posiadaty wszystkie komodrki w swoich jgdrach na réinych etapach spermatogenezy. Po
doktadnym zbadaniu plemnikéw stwierdzono wiele nieprawidtowosci w ich budowie i
funkcjonowaniu. Miedzy innymi wystgpity aberracje w budowie pierscienia plemnika (miedzy
innymi wydtuzenie i zwezenie regionu pierscienia), dyskineza, czyli defekt w budowie
plemnikéw, znieksztatcenia w gtéwce plemnikéw, a takze wystepowat nadmiar resztkowej
cytoplazmy w komérkach. Wady te uposledzaty funkcje plemnikéw i przyczyniaty sie do
nieptodnosci [39].

Role cykliny Y w procesie spermatogenezy badali réwniez Zi i wsp. Porédwnali oni
cykline Y z bardzo podobng cykling Y-Likel (CCNY-L1) w sekwencji biatkowej, ktora jest stabo
scharakteryzowanym biatkiem o najwyzszym poziomie ekspresji w jagdrach myszy. Autorzy
wykazali, ze myszy z nokautem CCNY-L1 byly bezptodne, a badanie plemnikéw wykazato
uposledzenie ruchliwosci plemnikdw, pochylong gtéwke i aberracje w strukturze pierscienia

[45].

1.3.5. Cyklina Y w procesie adipogenezy i produkgji lipidow

Jak wspomniano wczesniej, cyklina Y w kompleksie z CDK14 bierze udziat w regulacji
sygnalizacji szlaku Wnt poprzez fosforylacje biatka LRP6 [48]. Co wazne, doniesiono, ze szlak
sygnatowy Wnt odgrywa wazng role w sterowaniu procesem adipogenezy [56,57] .

W badaniach, w ktérych poddano ocenie myszy typu dzikiego i myszy z nokautem
CCNY, a takze pierwotne hepatocyty i linie komdrkowa HepG2 (linia komdrkowa raka watroby
ang. Hepatocellular Carcinoma Cell Line). Zaobserwowano, ze myszy z nokautem CCNY, w
przeciwienstwie do myszy typu dzikiego, wykazywaty zarowno nizszg mase ciafa, jak i
zmniejszong zawartosc ttuszczu w ciele. Stwierdzono réwniez szybszy metabolizm, wieksze
zapotrzebowanie na pokarm oraz wrazliwos¢ gryzoni na ograniczenie spozycia kalorii. Z drugiej
strony komdrki HepG2 i hepatocyty o obnizonej ekspresji cykliny Y staty sie niewrazliwe na
insuline [46]. Sugeruje to, ze cyklina Y bierze udziat w regulacji szlaku sygnatowego insuliny w

watrobie.
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1.3.6. Cyklina Y w innych procesach

Martinotti i wsp. zbadali role cykliny Y w nieswoistym zapaleniu jelit (IBD, ang. Irritable
Bowel Syndrome). Materiatami uzytymi w badaniach byty myszy i linie komérkowe: HTC116,
HEK209T, SW48 i PC-3. Naukowcy poczgtkowo sugerowali, ze cyklina Y moze by¢ niezbedna
do utrzymania prawidtowej homeostazy komdrek nabtonka jelit (IEC, ang. Intestial Epithelium
Cells) poprzez promowanie autofagii i szlaku sygnatowego Wnt/B-katenina, w ktory jest
zaangazowana. Nastepnie badali oni stopien regeneracji btony sluzowej oraz odpowiedz na
uszkodzenie nabtonka jelitowego u myszy z nokautem CCNY i myszy typu dzikiego. Analiza
wynikéw wykazata, ze nie byto réznic miedzy dwoma typami myszy pod wzgledem proliferacji
komorek i aktywnosci choroby. W modelu IEC zmniejszenie ekspresji cykliny Y réwniez nie
wptyneto na proliferacje komoérek, szlak sygnatowy Wnt i autofagie. Autorzy doszli zatem do
whniosku, ze cyklina Y nie przyczynia sie do utrzymania prawidtowej homeostazy nabtonka
jelitowego i nie bierze udziatu w IBD [58].

Kyselova i wsp. zbadali mozliwg ekspresje cykliny Y i jej prawdopodobng role w
ptytkach krwi. Badania potwierdzity obecnos¢ cykliny Y w ptytkach krwi, a takze wykazaty, ze
wyzsza ekspresja cykliny Y wystepowata we krwi zdrowych pacjentéw, niz we krwi pacjentéw
z cukrzyca. Badania na myszach dostarczyty wielu informacji na temat wptywu ekspresji cykliny
Y na ptytki krwi i powigzane z nimi procesy. U myszy z nokautem CCNY wykazano zmniejszong
liczbe ptytek krwi i zmiany w ich biogenezie, a takze zmniejszong krzepliwos¢ i dtuzszy czas
krwawienia. Wykazano réwniez, ze ptytki krwi tworzg filopodia, a nie lamelliopodia, a ich
zdolno$¢ do rozprzestrzeniania sie byfta ostabiona. Ponadto myszy typu dzikiego
charakteryzowaty sie mono-ubikwitynacjg cykliny Y i jej translokacjg do btony plazmatycznej,
gdzie regulowata ona fosforylacje integryny B 3-tyrozyny i zewnetrzng sygnalizacje za pomoca

trombiny w pordwnaniu z myszami z nokautem CCNY [59].

1.3.7. Cyklina Y w procesie kancerogenezy

Z roku na rok odnotowuje sie coraz wieksze zainteresowanie badaczy cykling Y w
kontekscie inicjacji i progresji choréb nowotworowych. Cyklina Y jest biatkiem z rodziny cyklin,
ktore nie tylko bierze udziat w procesach komorkowych w przypadku komaorek prawidtowych,

ale wystepuje réwniez w wielu typach nowotwordéw. Analiza dostepnej literatury dowodzi, ze
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najczesciej nadekspresja biatka regulatorowego prowadzi do wzmozonej migracji, proliferacji
i inwazji komdérek nowotworowych, a obnizony poziom ekspresji skutkuje zahamowaniem
wyzej wymienionych proceséow [41,60]. Najnowsze dane literaturowe wskazuja, ze
nadekspresja cyklina Y jest zwigzana ze ztym rokowaniem, ktére skutkuje zwiekszong
proliferacjg nieprawidtowych komorek, co sugeruje, ze cyklina Y jest zaangazowana w rozwdj
masy guza i przerzutowanie nowotworow. Zwigzek pomiedzy wysoka ekspresjg cykliny Y, a
zwiekszong aktywnoscia proliferacyjng komorek obserwuje sie w wielu typach nowotworéw,
w tym w raku watroby, raku ptuca, piersi, nerki, krtani i jelita grubego, ale takze wsrdd
komorek glejaka [41,61-64].

W przypadku raka watroby badania przeprowadzone na liniach komérkowych
wskazujg na istotnie zwiekszong proliferacje komoérek nowotworowych, migracje celowang i
zmniejszony odsetek apoptozy. Wyniki badan oparte na oznaczeniu aktywnosci metabolicznej
komodrek, analizie Smierci komdrkowej oraz ocenie poziomu ekspresji biatek wskazuja, ze
przyczyng wyzej wymienionych zjawisk jest wyzszy poziom ekspresji cykliny Y w poréwnaniu z
prawidtowymi komdérkami watroby. Wysoki poziom cykliny Y w komérkach nowotworowych
koreluje z obnizonym poziomem ekspresji biatka Bax zwigzanego z Bcl-2 (ang. BCL-2-
associated X protein), ktérego ekspresja powinna przyspiesza¢ proces apoptozy poprzez
tworzenie porédw w zewnetrznej btonie mitochondriéw, zwiekszajagc tym samym jej
przepuszczalnos¢. Odwrotny efekt zaobserwowano w przypadku biatek antyapoptotycznych,
gdzie szczegdlng uwage zwrdcono na znaczny wzrost Bcl-2 w komérkach, przy jednoczesnym
wzroscie ekspresji cykliny Y. Z danych literaturowych wynika réwniez, ze progresja HCC (rak
watrobowokomaorkowy, ang. Hepatocellular Carcinoma) moze byé rédwniez zwigzana z
tworzeniem kompleksow cykliny Y z PFTK1 (CDK14), ktére wzmacniajg kluczowe punkty szlaku
sygnatowego Wnt [65]. Wyniki te sg zbiezne z rezultatami uzyskanymi na materiale pobranym
od pacjentow z HCC, gdzie wykazano wysoki wspotczynnik korelacji ekspresji cykliny Y z
wielkoscig guza, stopniem inwazji, przerzutami do weztéw chtonnych oraz stopniem
ztosliwosci histologicznej [41].

Podobny zwigzek silnej nadekspresji cykliny Y korelujgcej ze stopniem agresywnosci
nowotwordw obserwuje sie w komédrkach raka ptuca. W tym przypadku zaréwno badania

przeprowadzone na liniach komodrkowych, jak i analiza danych klinicznych jednogtosnie
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wskazata na zwiekszong proliferacje komdrek nowotworowych w odpowiedzi na podwyzszony
poziom cykliny Y [66]. Podobnie jak w przypadku wczesniej opisanego HCC, zaréwno badania
prowadzone na liniach komorkowych, jak i analiza materiatu klinicznego wskazujg na zwigzek
miedzy nadekspresjg cykliny Y, a rozwojem nowotworu, agresywnym przebiegiem i ztym
rokowaniem NSCLC. Ponadto zaobserwowano, ze nadekspresja cykliny Y przy obnizonych
poziomach CDKI zapewnia przewage wzrostu w komdrkach nowotworowych. Na podstawie
analizy materiatu klinicznego obserwuje sie zwigzek nadekspresji cykliny Y z podtypem
histologicznym i wielkoscig guza. Wysoki poziom tego biatka nie koreluje jednak z czestoscig
przerzutéw do weztéw chtonnych i stopniem zaawansowania klinicznego nowotworu. Zatem
poziom ekspresji cykliny Y moze miec istotne znaczenie, przede wszystkim na etapie inicjacji
NSCLC. Histologicznie NSCLC obejmuje trzy najczestsze typy o podobnych cechach, w tym raka
ptaskonabtonkowego (SCC, ang. Squamous Cell Carcinoma), gruczolakoraka (AC, ang.
Adenocarcinoma) i raka wielkokomérkowego (LCC, ang. Large-Cell Carcinoma), a nadekspresja
cykliny Y w gruczolakoraku moze skutkowac znacznie wyzszym potencjatem przerzutowym, w
poréwnaniu z rakiem ptaskonabtonkowym [67].

Ponadto w komodrkach raka jajnika obserwuje sie réwniez znacznie zwiekszong
ekspresje cykliny Y. Nadekspresja omawianego biatka wskazuje na zwigzek z wysokim
poziomem biatek takich jak: c-myc, cyklina D1, PFTK1, jak réwniez nadekspresjg
kolokalizowanej B-kateniny w jadrze komérkowym przy jednoczesnym obnizeniu poziomu
tego biatka w cytoplazmie. Jak wczesniej wspomniano, wysoka ekspresja cykliny Y jest
zwigzana z niekanonicznym szlakiem Wnt, ktdry angazuje aktywnos¢ biatka PFTK1 i GTPazy
Rho, ktére przyczyniajg sie do polimeryzacji aktyny, co wptywa na ruchliwos$¢ i migracje
komorek raka jajnika. Dodatkowo zaobserwowano istotny zwigzek miedzy nadekspresijg
cykliny Y, a stadium kliniczno-patologicznym i przerzutami do weztéw chtonnych. W badaniach
stwierdzono powigzany wzrost ekspresji cykliny Y z Il i IV stopniem zaawansowania
nowotworu oraz przerzutami do weztéw chtonnych, co koreluje ze ztym rokowaniem
pacjentéw w przebiegu raka jajnika [68].

Najmniej dowodéw na zwigzek miedzy wysoka ekspresjg cykliny Y, a progresja
nowotworu odnalezé mozna w przypadku raka piersi. Na przykfad jeden z projektow

badawczych koncentruje sie na zrozumieniu zwigzku miedzy wysokg ekspresjg cykliny Y, a
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zwiekszong proliferacjag komoérek nowotworowych w oparciu o linie komérkowe raka piersi.
Na podstawie wynikdw testéw jednoznacznie stwierdzono, ze immunohistochemiczna
ekspresja cykliny Y jest silniejsza w tkankach nowotworowych niz w tkankach prawidtowych.
Réwniez wszystkie linie komdrkowe raka piersi wykazaty wysoki poziom badanego biatka.
Zmniejszenie ekspresji cykliny Y w liniach komdrkowych (przy zastosowaniu lentiwirusa)
spowodowato zmniejszenie zdolnosci do tworzenia kolonii i znaczne zmniejszenie proliferacji
komorek. Dodatkowo analizujgc cykl komérkowy komoérek tych linii zauwazono, ze obnizenie
ekspresji cykliny Y powoduje zatrzymanie komdrek w fazie GO/G1 i hamowanie wzrostu
komodrek. Na podstawie przedstawionych badan naukowcy doszli do wniosku, ze inhibicja
cykliny Y poprzez wprowadzenie lentiwirusa zawierajgcego shRNA (krotki fragment RNA o
strukturze spinki do wtoséw, ang. short hairpin RNA) moze by¢ opcjg terapeutyczng w raku
piersi. Inni naukowcy wykazali wptyw ekspresji CDK16 aktywowanej przez cykline Y na
potrdjnie ujemnego raka piersi (TNBC, ang. Triple-negative breast cancer). Analiza wynikdéw
wykazata, ze CDK16 ulega silnej ekspresji w TNBC. Podwyzszony poziom badanego biatka
zwiekszat proliferacje i migracje komérek nowotworowych, sprzyjat wzrostowi guza i byt
skorelowany ze ztym rokowaniem pacjentéw. Z drugiej strony obnizenie poziomu ekspres;ji
CDK16 znaczaco hamowato progresje nowotworu [69].

Podsumowujgc, wyniki przedstawionych badan wskazujg, na istotny zwigzek miedzy
zwiekszong ekspresjg cykliny Y, a progresja nowotworu. Dotychczasowa analiza badan
wskazuje na podobny mechanizm dziatania cykliny Y w réznych typach nowotwordéw, oparty
na szlaku sygnatowym Wnt, indukujagcym wzmozong proliferacje i migracje komodrek
nowotworowych. Dalsze badania tego biatka prawdopodobnie pomogg w szerszym
zrozumieniu mechanizmu molekularnego lezgcego u podstaw dziatania cykliny Y na
maszynerie cyklu komdrkowego oraz procesu $mierci komérki, co mogtoby pozwolié na

wykorzystanie badania poziomu cykliny Y jako potencjalnego biomarkera w diagnostyce raka.

1.4. Rodzaje smierci komarki

W ludzkim organizmie smier¢ komdrkowa jest procesem niezbednym do utrzymania
prawidtowej homeostazy tkanek oraz eliminacji szkodliwych komérek, do ktorych nalezg

miedzy innymi komorki nowotworowe. Jedng z gtdwnych cech nowotwordw jest

29



niekontrolowana proliferacja komoérek, ktdra jest wynikiem zaburzen cyklu podziatowego lub
procesu smierci komodrkowej [70]. Do niedawna apoptoza uwazana byta za gtéwny rodzaj
Smierci komdrkowej, ale z biegiem lat prowadzone badania dostarczyty nam informacji o
wiekszej ilosci typdw smierci. Instytucjg zajmujgca sie usystematyzowaniem aktualnej wiedzy
na temat $mierci komérkowej jest Komitet do Spraw Nazewnictwa Smierci Komérkowej
(NCCD, ang. Nomenclature Committee on Cell Death). W 2005 roku NCCD po raz pierwszy
sformutowat definicje oraz wytyczne interpretacji Smierci komoérki z perspektywy
biochemicznej, morfologicznej i funkcjonalnej, ktére w roku 2009 zostaty wydane jako
rekomendacje dla autoréw, recenzentéw oraz redaktoréw czasopism naukowych. Gtéwnym
zatozeniem byto sformutowanie morfologicznych lub molekularnych kryteriéw definiowania
martwych komoérek. Wedtug NCCD komérka martwa to taka, ktéra spetnia jedno z
wymienionych kryteriéw tj. komodrka utracita integralnos¢ btony plazmatycznej, komodrka oraz
jej jadro komérkowe ulegto catkowitej fragmentacji lub martwa komérka i/lub jej pozostatosci
zostaty pochtoniete przez sgsiadujagce komdrki. Na podstawie wyzej wymienionych
wytycznych sklasyfikowano gtéwne rodzaje smierci komérki, do ktérych nalezg: apoptoza,

autofagia, rogowacenie oraz martwica [71].

APOPTOZA AUTOFAGIA ROGOWACENIE MARTWICA

¢ zaokraglenie ¢ brak kondensacji e eliminacja ® obrzek komorki
komorki chromatyny organelli oraz organelli
® zmniejszenie e wakuolizacja cytozolowych ¢ pekniecie btony
objetosci komorki cytolpazmy * modyfikacja btony plazmatycznej
* niewielkie e akumulacja komorkowej e umiarkowana
modyfikacje wakuoli e akumulacja kondensacja
organelli autofagalnych lipidow chromatyny
e fragmentacja ¢ niewielki wychwyt e ztuszczanie
jadra przez komorki poprzez aktywacje
 wytwarzanie fagocytarne proteaz
pecherzykdéw z
btony

plazmatycznej,
ktére pochataniane
zostajg przez
fagocyty

Tab. 1. Charakterystyczne cechy morfologii komérek w wybranych rodzajach smierci komorki [Opracowano na
podstawie ,Classification of cell death recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death

2009”].
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NCCD w swoim raporcie uwzglednia réwniez wstepne definicje nietypowych
wariantéw smierci komorki. Nalezg do nich: katastrofa mitotyczna (wystepujgca podczas lub
krétko po nieprawidtowym przebiegu mitozy, charakteryzujgca sie mikronukleacjg i
wielojadrowoscig), anoikis (apoptotyczna sSmier¢ komodrki wywotana utratg przyczepnosci
komoérki do substratu lub komdrek sasiadujgcych), ekscytotoksycznosé (wystepujgca w
neuronach uszkadzanych lub zabijanych miedzy innymi przez glutaminian), zwyrodnienie
Wallera (majgce miejsce wskutek przerwania ciggtosci wtékna nerwowego), paraptoza (czesto
wywotywana przez ekspresje receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu i zwigzana z
rozlegtg wakuolizacja cytoplazmy oraz obrzekiem mitochondriéw), pyroptoza (obejmujaca
aktywacje kaspazy 1) oraz entoza (definiowana jako forma ,kanibalizmu komdrkowego”, w
ktorej jedna komédrka pochtania jedng komérke sasiadujaca) [71].

Ze wzgledu na ciggty rozwdj i ujawnianie nowych mechanizméw $mierci komérki NCCD
w 2018 roku zaproponowat zaktualizowang klasyfikacje tych proceséw. Rodzaje $mierci
komorki zostaty podzielone na dwie grupy, do ktérych nalezg regulowana smier¢ komoérki
(RCD, ang. regulated cell death) oraz przypadkowa sSmier¢ komérki (ACD, ang. Accidental Cell
Death). RCD opiera sie na dedykowanej maszynerii molekularnej, co sugeruje, ze moze by¢
modulowana (tj. opdzniona lub przyspieszona) przez interwencje farmakologiczne lub
genetyczne. Natomiast ACD definiowana jest jako natychmiastowa i katastrofalna smier¢
komorki, ktéra narazona jest na dziatanie czynnikéw natury fizycznej (np. wysokie cisnienie,
temperatura lub sity osmotyczne), chemicznej (np. ekstremalne wahania pH) lub
mechanicznej (np. sity $cinajace). Oprdocz wymienionych grup NCCD zwraca rowniez uwage na
procesy nieletalne, w ktdrych udziat bierze maszyneria molekularna RCD. Nalezg do nich
miedzy innymi starzenie komoérek, katastrofa mitotyczna oraz wiele przypadkow koricowego
réznicowania komorek [72].

Rozregulowanie procesow smierci komdrkowej jest wysoce istotne dla procesu
nowotworzenia oraz patogenezy wielu choréb, tj. choroby ukfadu sercowo-naczyniowego,
choroby autoimmunologiczne oraz réinego typu zwyrodnienia powstajgce w organizmie
cztowieka. Zwigzek miedzy procesem sSmierci komorki, a rakiem jest bardzo ztozony, a
ztozonosc te przypisuje sie kilku czynnikom. Nalezg do nich wystepowanie wiecej niz jednego

rodzaju endogennej smierci komorki (ktdra zaangazowana jest w chorobe nowotworowg) oraz
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fakt, iz niektdre rodzaje smierci komodrki majg podwadijny lub przeciwstawny wptyw na proces

kancerogenezy.

Przyktadem takiej

Smierci komorki

moze by¢ apoptoza.

Komorki

nowotworowe mogg z jednej strony unikng¢ apoptozy poprzez obnizenie lub zablokowanie

szlakéw apoptotycznych, natomiast z drugiej strony proces apoptozy moze napedzac

proliferacje komérek jako rekompensate ich utraty [72,73].

GtOWNE RODZAJE REGULOWANEJ SMIERCI KOMORKI

Typ $mierci

Cechy morfologiczne

Cechy biochemiczne

Szlak wewnetrzny apoptozy

Szlak zewnetrzny apoptozy

Zaokraglenie komoérek;
kondensacja chromatyny;
wytwarzanie pecherzykéw btony
plazmatycznej;
tworzenie ciatek apoptotycznych

Wyznaczany przez MOMP;
zalezny od kaspaz (gtéwnie
kaspazy 3)

Wykrywany przez receptory btony
komorkowej;
aktywowany przez kaspaze 8

Obrzek komorek;

Aktywacja RIPK1, RIPK3 i MLKL;

Nekroza pekniecie btony komdérkowej; tworzenie nekrosomow
umiarkowana kondensacja chromatyny cytozolowych
o . . .. Akumulacja zelaza;
Zmniejszenie mitochondriow; o
. . L peroksydacja lipidow;
zwiekszenie gestosci bton .
. . konwersja MAP1LC3B-I do
Ferroptoza mitochondrialnych;
) R o MAP1LC3B-Il;
zwiekszenie ilosci peknie¢ btony L
. . : glutaminoliza;
mitochondrialnej . .
niezalezna od kaspaz
Aktywacja Kaspazy 1, Kaspazy 3 i
Brak obrzeku komorek; ywac] pazy . p, Y
L . GSDMD; tworzenie poréw
Pyroptoza pekniecie btony plazmatycznej; .
. . indukowane przez GSDMD;
umiarkowana kondensacja chromatyny .
wytwarzanie IL13
. Nadmierna aktywacja PARP1;
Kondensacja chromatyny; . .
. . niezalezny od kaspaz;
duza fragmentacja DNA; . )
. wyczerpanie NAD+ i ATP;
Partanatoza brak ciatek apoptotycznych; utrata

ciggtosci btony komérkowej;
brak obrzeku komorek

akumulacja polimeréw poli-ADP-
rybozy (PAR); Uwalnianie AIFM1 z
mitochondriéw do jadra
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Entotyczna Smier¢ komaorki

Struktura komorki w komaorce

Aktywacja biatek adhezyjnych;
fagocytoza zwigzana z MAP1LC3;
niezalezna od kaspaz

NETotyczna $mier¢ komorki

Pekniecie btony plazmatycznej;
zapadniecie sie btony jadrowej;
uwalnianie wtdkien chromatyny

uwalnianie i translokacja
enzymoéw;
cytrulinacja histonow

Smier¢ komérki zalezna od
lizosomow

Pekniecie lizosomu i btony
plazmatycznej

Zwiekszenie przepuszczalnosci
btony lizosomalnej;
uwalnianie lizosomalnych
enzymow hydrolitycznych;

lizosomalne uszkodzenie
oksydacyjne wywotane zelazem

Konwersja MAP1LC3B-I do
MAP1LC3B-II;
zwiekszona aktywnos¢

Smier¢ komérki zalezna od o
. Autofagalna wakuolizacja
autofagii

lizosomalna

Lo Morfologia podobna do apoptozy z .
Immunogenna Smierc . L Aktywacja DAMP;
Lo zachowaniem integralnosci btony .
komaorki Zalezna od kaspaz;

komorkowej

Morfologia podobna do nekrozy;
utrata przepuszczalnosci wewnetrznej
Nekroza sterowana MPT btony mitochondrialnej; Opiera sie na CYPD
rozpad osmotyczny obu bton

mitochondrialnych

Tab. 2. Rodzaje regulowanej smierci komoérki [Opracowano na podstawie ,,Molecular mechanisms of cell
death: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2018.”].

Proces Smierci komarki (gtdwnie apoptozy) mozna indukowaé poprzez zastosowanie
lekdw cytostatycznych réznego typu. Wiekszos¢ lekdw przeciwnowotworowych stosowanych
obecnie w onkologii klinicznej wykorzystuje nienaruszone apoptotyczne szlaki sygnatowe do
wywotania $mierci komdérek nowotworowych. Metody przepisywania chemioterapii opieraja
sie na roznych elementach, w tym rodzaju i stadium nowotworu, wieku pacjenta, ogdlnym

stanie zdrowia pacjenta, innych wspdtistniejacych problemach zdrowotnych i historii
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otrzymywania chemioterapii. Poniewaz leki chemioterapeutyczne nie mogg odrdznié
prawidtowych komoérek od komérek nowotworowych, przepisana dawka jest kolejnym

kluczowym aspektem dla osiggniecia najlepszej mozliwej odpowiedzi [74,75].

1.5. Cisplatyna

Standardem leczenia nowotwordw jest farmakoterapia, ktérej jednym z elementéw
jest czesto terapia skojarzona. Do lekéw stosowanych w leczeniu nowotworéw zaliczamy
przede wszystkim hormony, przeciwciata monoklonalne, srodki immunostymulujgce oraz leki
cytostatyczne. Zazwyczaj podczas chemioterapii stosuje sie kilka lekéw z réznych grup
cytostatykéw. Leki cytostatyczne stanowig grupe substancji syntetycznych i naturalnych, ktére
wykorzystywane sg w leczeniu nowotwordw réznego typu. Mechanizm dziatania cytostatykéw
opiera sie gtéwnie na wywotywaniu zaburzen cyklu komérkowego komérek nowotworowych,
co w ostatecznosci prowadzi do s$mierci komoérki. Jednym z lekéw stosowanych w
chemioterapii nowotwordéw jest cisplatyna.

Cisplatyna (Cl2HeN2Pt) nalezy do grupy nieorganicznych zwigzkéw chemicznych o
wysokiej toksycznosci. Jest metalicznym zwigzkiem koordynacyjnym o kwadratowej geometrii

ptaskiej, a jej masa czgsteczkowa wynosi 301,1 g/mol, natomiast gesto$é 3,74 g/cm3[76].

‘\N A .
Y / - Ryc. 10. Struktura chemiczna cisplatyny.
[Cisplatyna | CI2H6N2Pt - PubChem
(nih.gov)]
! S
. .N.-’...-

Po raz pierwszy zsyntetyzowana zostata w 1844 roku przez M. Peyrone, a pod koniec
lat 70-tych XX wieku zostata dopuszczona do uzytku medycznego przez FDA (Federalny Urzad
Zywnosci i Lekéw, ang. Food and Drug Administration) jako pierwszy zwigzek platyny
stosowany w leczeniu zaawansowanego raka pecherza moczowego, raka jgder oraz raka

jajnika [77,78] Z biegiem lat klinicysci zaczeli réwniez stosowac cisplatyne w leczeniu innych
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rodzajéw nowotwordw ztosliwych, takich jak nowotwory gtowy i szyi, rak przewodu
pokarmowego, czy rak ptuca, gdzie korzysci z leczenia przewyzszajg ryzyko wystgpienia
niepozgdanych skutkéw ubocznych leku. Pierwsze badania nad wtasciwosciami
cytostatycznymi cisplatyny przeprowadzone zostaty w 1960 roku przez B. Rosenberga.
Wykazat on, ze dziatanie elektrod platynowych wptywa na zmniejszenie proliferacji bakterii w
zawiesinie. Opracowanie wynikéw tych badan rozpoczeto zainteresowanie nad wptywem
cisplatyny na komérki i w konsekwencji pozwolito na odniesienie sukcesu cisplatyny w sferze
klinicznej [79]. Proces oddziatywania cisplatyny z materiatem genetycznym w komorce
rozpoczyna sie od aktywacji zwigzku platynowego na drodze reakcji hydrolizy, w wyniku ktoérej
powstaje aktywny metabolit (w przypadku cisplatyny jest to cis-diaminadihydroksyplatyna
(1)) [80]. W wyniku wypierania jonéw chlorkowych przez czgsteczki wody powstaje silny
elektrofil o fadunku dodatnim, ktéry poprzez wigzanie kowalencyjne wigze sie z dowolnym
nukleofilem. W badaniach in vitro traktujgc DNA plemnikéw tososia wykazano, ze najczesciej
wystepujaca reakcjg jest wewnatrzniciowe wigzanie krzyzowe aktywnej cisplatyny z resztkami
purynowymi. Potwierdzenie tych wynikdw uzyskano w badaniach in vivo, gdzie analizowanym
materiatem byly biate krwinki pobrane od pacjentéw z nowotworem [76,81,82]. Mechanizm
dziatania cisplatyny w komérkach nowotworowych polega na wywieraniu cytotoksycznosci
zwigzku w celu tworzenia adduktow DNA, gtéwnie sieciujgcych adduktédw wewnatrzniciowych,
ktore aktywuja kilka szlakow transdukcji sygnatu, w tym te obejmujace biatka takie jak ATR
(ataksja teleangiektazja zwigzana z Rad3, ang. Ataxia Telangiectasia and Rad3 related), p53,
p73 oraz MAPK. Wynikiem tego procesu jest zatrzymanie cyklu komérkowego komodrek
nowotworowych, w celu naprawy uszkodzern DNA. Niepowodzenie w naprawie DNA prowadzi
do nieprawidtowej mitozy komodrek, a ostatecznie do indukcji procesu apoptozy [83],[84].

Chociaz cisplatyna ma szeroko udowodnione dziatanie przeciwnowotworowe nalezy
pamieta¢, ze leczenie wigze sie z opornoscig komdrek nowotworowych na ten rodzaj platyny,
a takze z wystepowaniem stosunkowo powaznych skutkéw ubocznych. Za opornos$é komorek
na dziatanie zwigzku cytotoksycznego odpowiada miedzy innymi inaktywacja aktywnej juz
postaci cisplatyny. Cytoplazma komodrek zawiera metalotioneine oraz glutation, ktére sg
bogate w cysteine i metionine, czyli aminokwasy zawierajace siarke. W komadrkach cisplatyna

wigze sie z siarkg, w wyniku czego zostaje ona dezaktywowana. Innymi mechanizmami
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opornosci jest wzmozone wydalanie cisplatyny z komorek przez eksportery miedzi (ATP7A,
ATP7B), rozregulowanie szlakdw apoptotycznych oraz wzmozona naprawa DNA przez komérki
[85]. Natomiast do najczesciej wystepujgcych skutkdéw ubocznych podczas leczenia cisplatyng
nalezg: ostra niewydolnos¢ nerek, uszkodzenie watroby, ototoksyczno$¢ oraz

gastrotoksycznosé, ktérej skutkiem sg nudnosci i wymioty [86].

1.6. Ikarytyna

Pomimo znaczacego postepu w odkrywaniu i opracowywaniu nowatorskich lekéow
przeciwnowotworowych, rak pozostaje najczestszg przyczyng zgondw na swiecie. Od wielu lat
zwigzki pochodzace z roslin znajdujg sie w czotdwce jako wazne Zrddto terapii
przeciwnowotworowych i odgrywajg istotng role w profilaktyce i leczeniu nowotwordéw ze
wzgledu na ich dostepnosé i stosunkowo niskg toksycznosé¢ w poréwnaniu z chemioterapia.
Ponad 3000 gatunkdéw roslin zostato zgtoszonych w leczeniu raka, a okoto trzydziestu
zwigzkéw pochodzenia roslinnego zostato wyizolowanych i przetestowanych w badaniach
klinicznych. Mechanizmy dziatania roslinnych lekéw przeciwnowotworowych s3g liczne i
wiekszos$¢ z nich indukuje apoptotyczng Smieré komadrek.

Ikarytyna (C21H2006) jest hydrolitycznym produktem ikariiny, ktéra jest organicznym
zwigzkiem z grupy flawonoiddw. lkarytyna pochodzenia naturalnego wystepuje w Epimedium
Genus, ktéry nalezy do roslin z rodziny berberysowatych [87]. Masa czgsteczkowa ikarytyny

wynosi 368,38 g/mol [88].

Ryc. 11. Struktura chemiczna ikarytyny.
[Ikarytyna | C21H2006 - PubChem

-0 (nih.gov)]

Ikarytyna wykazuje szereg funkcji farmakologicznych i biologicznych zaréwno w

chorobach nienowotworowych, jak i w samych nowotworach, gdzie wykazuje dziatanie
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antykancerogenne poprzez indukowanie zatrzymania cyklu komérkowego, udziat w procesie
apoptozy, a takie hamowanie migracji i inwazji komodrek [89,90]. W komdrkach
niezmienionych nowotworowo  wykazuje  dziatanie = immunoregulacyjne [91],
neuroprotekcyjne [92], kardioprotekcyjne [93], a takze zapobiega osteoporozie [94].

W ostatnich latach ikarytyna przycigga coraz wiekszg uwage naukowcéw. Mechanizmy
przeciwnowotworowe zwigzku pochodzenia naturalnego wykazywane sg w coraz szerszym
zakresie. Dane literaturowe dowodzg, ze ikarytyna skutecznie reguluje ekspresje wielu biatek
cyklu komérkowego (p16, p21, p27,) a dodatkowo hamuje cykline D1 oraz CDK4 skutkujgc
zatrzymaniem cyklu komérkowego w fazie G1 [95]. Zatrzymanie cyklu w fazie S wywotane jest
poprzez wptyw flawonoidu na ekspresje cykliny A i CDK2 [96], w fazie G1/S hamujac dziatanie
cykliny A, cykliny E oraz cykliny D1 [97], a w fazie G2/M poprzez zmniejszenie ekspresji CDC25,
CDC2 i cykliny B [98]. Natomiast promowanie szlakéw apoptotycznych przez ikarytyne
zwigzane miedzy innymi z ligandem indukujgcym apoptoze zwigzanym z TNF (TRAIL, ang.
Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand) lub kaspazami wykazano w
réoznych rodzajach nowotwordw, tj. glejak, rak watroby, kostniakomiesak oraz rak jajnika
[99,100]. Ikarytyna indukuje rowniez proces apoptozy poprzez ttumienie szlaku Akt/mTor oraz
aktywacje biatka p53 [101].

W przeciwienstwie do cisplatyny, ktéra stosowana jest jako lek chemioterapeutyczny,
ikarytyna wykazuje znacznie mniejsze dziatanie toksyczne dla organizmu. Przeprowadzone
badania nad wptywem ikarytyny na raka watroby zaréwno in vitro, jak i in vivo dowiodty, ze
ikarytyna prawie tak samo skutecznie jak cisplatyna hamuje progresje tego typu nowotworu,
zachowujgc jednoczesnie mniejszg toksycznos$é dla komoérek prawidtowych watroby [102].
Natomiast wyniki badan Zhu i wsp. dostarczajg informacji, iz ikarytyna nie powodowata
supresji szpiku kostnego u badanych myszy [103].

Analiza danych dostepnych w bazie PubChem, dostarcza informacji o prowadzonych
lub ukonczonych badaniach klinicznych nad wptywem ikarytyny na choroby nowotworowe.
Pierwsze badania kliniczne odbyty sie dekade temu nad rakiem piersi, ktdre niestety
zakonczone zostaty juz w pierwszej fazie bez powodzenia. Kolejne badania z uzyciem ikarytyny
w raku watroby znajdujg sie juz w Il fazie badan klinicznych [88].

Dostepne informacje na temat wptywu ikarytyny na komorki zdrowe i zmienione
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nowotworowo oraz wykazanie niskiej toksyczno$ci omawianego zwigzku mogg sugerowac w
przysztosci powodzenie w terapii przeciwnowotworowe;j. Aktualnie dostepne dane o wptywie
ikarytyny na poszczegélne mechanizmy komodrkowe sg nieprecyzyjne. Dlatego waznym
krokiem w badaniach omawianego zwigzku bedzie sprawdzenie interakcji ikarytyny z
istniejgcymi juz lekami przeciwnowotworowymi w celu ustalenia, czy mogg wywofac efekt

synergistyczny lub antagonistyczny.
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2. Zatozenia i cele pracy

Transformacja nowotworowa nastepuje w wyniku mutacji powstatych podczas
proliferacji i réznicowania komorek, syntezy oraz naprawy DNA, a takze na drodze regulacji
procesu $mierci komorki. Niezmieniony przebieg wymienionych proceséw wyznaczany jest
przez poprawny przebieg cyklu komérkowego, w ktérym cykliny sg pozytywnymi
regulatorami. Utrzymanie prawidtowego poziomu cyklin istotne jest w wielu procesach
komérkowych, a nieprawidtowa ekspresja biatek regulatorowych przyczynia sie do
powstawania réznego typu nowotwordow [104]. Ze wzgledu na interakcje ekspresji cyklin z
procesem nowotworzenia, kluczowe staje sie doktadne poznanie mechanizmu
regulatorowego biatek cyklu komérkowego oraz wptywu ich poziomu na procesy komérkowe.

Celem badan prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej byto okres$lenie
wptywu wzrastajgcych dawek cisplatyny i ikarytyny na przezywalnos¢, morfologie, cykl
komodrkowy, potencjat migracyjny komoérek, rodzaj indukowanej smierci komérek oraz
ekspresje cykliny Y w liniach komérkowych A549 i H1299.

Do tej pory nie zbadano wptywu cisplatyny i ikarytyny na ekspresje cykliny Y w
komorkach linii A549 oraz H1299. Oba zastosowane zwigzki wykazujg dziatanie indukujgce

Smier¢ komarki.
Cel ten zrealizowano poprzez osiem zadan szczegétowych:

Ocene przezycia komodrek z zastosowaniem testu MTT

Analize morfologii komdrek metodg barwienia hematoksyling wg Mayera
Ocene cyklu komdrkowego przy uzyciu cytometru przeptywowego
Ocene testu tworzenia kolonii

Ocene migracji komorek

Ocene rodzaju indukowanej Smierci komorek

N oo u k~ w nNoE

Ocene profilu ekspresyjnego cykliny Y, biatka RRM2 oraz B-kateniny przy zastosowaniu
metody cytometrii przeptywowej

8. Ocene ekspresji cykliny Y przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego
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Dwa zadania dodatkowe:

1. Ocena tempa migracji komérek z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego

2. Ocena procesu powstawania krysztatow
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3. Materiaty i metody
3.1. Hodowla i traktowanie komorek

Materiat do badan stanowity komoérki niedrobnokomdrkowego raka ptuca linii A549 i
H1299 zakupione z ATCC (Amerykanska Kolekcja Kultur Komdrkowych, ang. American Type
Culture Collection). Komérki linii A549 hodowane byty na dnie butelek 25 cm?3, 75 cm? lub
ptytek 6-dotkowych, 12-dotkowych, 24-dotkowych oraz 96-dotkowych (Falcon) w ptynnym
medium wzrostowym Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium (DMEM; zmodyfikowane
ptynne podfoze wzrostowe, ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium; CORNING, Mediatech) z
L-glutaming. Natomiast komoérki linii H1299 hodowane byty w medium Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI 1640; CORNING, Mediatech) z L-glutaming. Do kazdego medium
hodowlanego dodano 10% bydlecej surowicy ptodowej (ptodowa surowica bydleca, FBS: ang.
Fetal Bovine Serum); CORNING, Mediatech) oraz 50 pg/ml penicyliny i streptomycyny (Sigma-
Aldrich). Hodowle komorek linii A549 i H1299 prowadzono w inkubatorze CO; (Thermo
Scientific) w optymalnych warunkach, w atmosferze wynoszacej 95% wilgotnosci, zawierajacej
5% CO; oraz w temperaturze 37°C. W takich warunkach hodowle prowadzono 24 godziny. Po
tym czasie komorki poddano dziataniu cisplatyny (cis-Diamineplatinum (Il) dichloride; Sigma-
Aldrich) w stezeniach 10, 20, 30, 40 i 50 uM oraz ikarytyny (lcaritin; Sigma-Aldrich) w
stezeniach 10, 20, 30, 40, 50 i 60 uM. Do dalszych badan wybrano cisplatyne w stezeniu 10
oraz 30 uM i ikarytyne w stezeniu 30 oraz 60 uM, natomiast komérki hodowane w takich

samych warunkach bez dodatku zwigzkéw stanowity kontrole.

3.2. Analiza przezycia komodrek w tescie MTT

Analize przezycia komorek przeprowadzono za pomocg testu MTT.
Test MTT oparty jest na zdolnosci enzymu - dehydrogenazy mitochondrialnej do
przeksztatcania 76ttej, rozpuszczalnej w wodzie soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-
dimetylotiazol-2-yl) -2,5-difenylotetrazoliowy) do nierozpuszczalnego formazanu, bedacego
ciemnoniebieskim produktem powyiszej reakcji. Z komérek hodowanych na ptytkach 96-
dotkowych (1x10* komdrek/dotek dla linii A549 i H1299) i traktowanych przez 24 oraz 48
godzin wybranymi zwigzkami za pomocg wyzej wymienionej metody usunieto medium i

przeptukano je PBS (roztwor soli w buforze fosforanowym (ang. Phosphate Buffered Saline);

41



CORNING, Mediatech). Nastepnym etapem byto dodanie 100 pl roztworu roboczego MTT na
dotek i inkubacja w temperaturze 37°C przez 2 godziny. Po uptynieciu wyznaczonego czasu,
usunieto roztwoér roboczy MTT. Powstate w wyniku reakcji krysztaty formazanu rozpuszczono
w 100 pl DMSO (dimetylosulfotlenek; CHEMPUR) i ponownie inkubowano w 37°C przez 10
minut. Ostatnim etapem byta analiza i pomiar absorbancji spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 570 nm. Z otrzymanych danych wyliczono procent zahamowania wzrostu
komoérek w obecnosci badanego zwigzku, przyjmujgc absorpcje roztworu komodrek

kontrolnych jako 100%.

3.3. Analiza morfologii komérek metodg barwienia hematoksyling wg Mayera

Komdrki hodowano w ptytkach 12-dotkowych (A549: 5x10* komdrek/dotek; H1299:
4x10* komorek/dotek) na szkietkach nakrywkowych zgodnie z wyzej opisang metoda. Na
poczatku usunieto medium i przeptukano komérki PBS (3x5 minut). Kolejnym etapem byto
utrwalenie komérek w 4% PFA (paraformaldehyd, ang. Paraformaldehyde; Sigma-Aldrich)
przez 20 minut. Nastepnie komérki przeptukano najpierw PBS (3x5 minut), a nastepnie woda
destylowang (5x30 sekund). Po ptukaniu dodano hematoksyline (Sigma-Aldrich) i inkubowano
3 minuty, przeptukano komérki wodg wodociggowa (3x5 minut) i inkubowano przez 10 minut
w PBS. Po inkubacji szkietka osuszono i zamknieto w medium zamykajgcym Aqua Poly Mount
(Polysciences Inc.) Do oceny morfologii komérek zastosowano mikroskop Swietlny Eclipse
E800 (Nikon) z zastosowaniem systemu komputerowej analizy obrazu, w oparciu o program

NIS-elements 4.00 i kamere CCD (DS.-5Mc-U, Nikon).

3.4. Analiza cyklu komoérkowego

Analize cyklu komérkowego linii A549 i H1299 traktowanych cisplatyng i ikarytyna
przeprowadzano z zastosowaniem cytometru przeptywowego (Merck Guava 6HT-2L).
Komérki hodowano na ptytkach 6-dotkowych (A549: 10x10* komérek/dotek, H1299: 8x10*
komorek/dotek) zgodnie z wyzej opisang metodg. Pierwszym etapem byto odklejenie komorek
trypsyng (CORNING, Mediatech), przeniesienie zawartosci dotkéw do falconéw i odwirowanie
komorek (300xg, 6 min). Po odwirowaniu odciggnieto supernatant i osad skfadajgcy sie z

komorek przeptukano PBS i ponownie odwirowano (300xg, 6 min). Nastepnie
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przeprowadzono utrwalenie komodrek w 1 ml 75% schtodzonego etanolu poprzez usuniecie
PBS i dodawanie na vortexie kroplami schtodzonego etanolu. Zawiesine rozpipetowano i
przeniesiono do nowych eppendroféw. Tak przygotowane prébki umieszczone zostaty w
temperaturze -20°C na 24 godziny. Po inkubacji prébki zwirowano (650xg, 5 min), usunieto
etanol i dodano 1 ml zimnego PBS do kazdej z nich w celu przeptukania. Nastepnie ponownie
odwirowano (500xg, 7 min), odciggnieto supernatant i dodano 200 pl kitu FxCycle™PI/RNase
Staining Solution (Invitrogen, Thermo Fisher) i inkubowano 30 minut w ciemnosci. Tak
powstate prébki natozono po 200 ul na dotek ptytki 96-dotkowej i analizowano na cytometrze

przeptywowym.

3.5. Analiza testu tworzenia kolonii

Test tworzenia kolonii jest testem przezycia komodrek, ktdry opiera sie na zdolnosci
pojedynczej komérki do proliferacji i w ostatecznosci do tworzenia kolonii przez dtuzszy czas.
Komodrki hodowano na ptytkach 6-dotkowych przy uzyciu wyzej opisanej metody (A549:
10x10*komérek/dotek, H1299: 8x10* komérek/dotek). Po uzyskaniu konfluencji hodowli okoto
70%, potraktowano komorki cisplatyng i ikarytyng. Komorki nietraktowane stanowity
kontrole. Po 48 godzinach komadrki odklejono i wysiano na nowo po 1 tysigc komadrek na dotek.
Wzrost kolonii trwat 10 dni, a w tym czasie co 2 dni zmieniano medium hodowlane. Nastepnie
odciggnieto medium i dodano 4% PFA na 20 minut. Po inkubacji przeptukano dotki PBS
(3x5minut) i inkubowano w metanolu przez 10 minut. Tak utrwalone komérki przeptukano
ponownie PBS (3x5minut) i na 20-30 minut zalano fioletem krystalicznym. Po uptywie
wyznaczonego czasu komorki ptukano do momentu, gdy fiolet krystaliczny zostat doktadnie

wyptukany z dotkdw. Do oceny wynikéw zastosowano BIO-RAD ChemiDoc.

3.6. Analiza migracji komorek

Komérki hodowano na ptytkach 24-dotkowych (A549: 25x10* komdrek/dotek, H1299:
20x10* komérek/dotek) wedtug wczesniej opisanej metody. Po uzyskaniu konfluencji hodowli
okoto 70%, potraktowano komarki cisplatyng i ikarytyng w odpowiednich stezeniach. Komorki
nietraktowane stanowity kontrole. Po 48 godzinnej inkubacji przy uzyciu trypsyny odklejono

komarki. Na nowe ptytki 24-dotkowe z medium z 10% FBS (750 pl/dotek) natozono inserty, na
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ktére wysiano odklejone wczeéniej komarki w gestoséci 25-50x10%/insert i dodano medium bez
FBS. Komorki inkubowano 16 godzin w inkubatorze. Po inkubacji odciggnieto medium i
utrwalono komérki 3,7 % paraformaldehydem (2 min). Nastepnie inserty i dotki przeptukano
dwukrotnie PBS. Kolejnym etapem byfa permeabilizacja btony komdrkowej schtodzonym
100% metanolem przez 20 min pod wyciggiem. Komérki ponownie przeptukano dwukrotnie
PBS i dodano na inserty fiolet krystaliczny (CORNING, Mediatech) i inkubowano 15 minut.
Wyptukano inserty w PBS i patyczkami higienicznymi delikatnie oczyszczono inserty w srodku.
Do oceny migracji komdrek zastosowano mikroskop Swietlny Eclipse E800 (Nikon) z
zastosowaniem systemu komputerowej analizy obrazu, w oparciu o program NIS-elements

4.00 i kamere CCD (DS.-5Mc-U, Nikon).

3.7. Analiza tempa migracji komorek

Analize potencjatu migracyjnego komodrek wykonano przy uzyciu mikroskopu
kontrastowo-fazowego. Komoérki hodowane byty na ptytkach 6-dotkowych przy uzyciu
wczeéniej opisanej metody (A549: 10x10*komérek/dotek, H1299: 8x10*komdrek/dotek) przez
24 godziny. Po tym czasie komdrki potraktowano cisplatyng i ikarytyng w odpowiednich
stezeniach i po godzinnej inkubacji w inkubatorze hodowlanym wstawiono do mikroskopu w
celu analizy. Zdjecia poklatkowe wykonywane byty co 10 min przez 48 godzin w
standardowych warunkach hodowli przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego Axio
Observer Z1 (Zeiss) wyposazonego w system inkubacji do obrazowania zywych komodrek
(PeCon), przy uzyciu obiektywu powietrznego EC Plan-Neofluar x 10/0.30 Phl (Zeiss),
monokamery Axiocam 503 (Zeiss) oraz oprogramowania ZEN 2 (Zeiss). Zebrane wyniki

analizowano w programie Imagel.

3.8. Analiza rodzaju indukowanej smierci komarek

W celu analizy procesu apoptozy badanych komodrek, uzyto cytometr przeptywowy.
Komérki hodowano na ptytkach 6-dotkowych (A549: 10x10%° komérek/dotek, H1299: 8x10*
komorek/dotek) zgodnie z wczesniej opisang metodyka. Pierwszym etapem byto odklejenie
komorek trypsyng, przeniesienie do falcondw i odwirowanie (300xg, 6 min). Nastepnie

usunieto medium znad osadu, przeptukano PBS, odwirowano (300xg, 6 min) i zawieszono
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komorki w 100 pl buforu ABB (Annexin V Binding Buffer 10x stezony, do uzytku rozcieficzony
w H,O destylowanej; Elabscience). Nastepnie zawiesine rozpipetowano i przeniesiono do
eppendorféw. Kolejnym etapem byto dodanie 2,5 ul Aneksyny V (Annexin V-AF647 Reagent;
Elabscience) i 2,5 ul jodku propidyny (Pl Staining Solution; Elabscience). Rozpipetowano i
inkubowano 20 minut w ciemnosci. Po uptywie czasu inkubacji dodano 400 ul ABB. Powstate

w ten sposéb préby analizowano na cytometrze dodajac 200 pl préby na dotek.

3.9. Analiza ekspresji cykliny Y, biatka RRM2 oraz B-kateniny przy uzyciu cytometru
przeptywowego

Analize ekspresji cykliny Y, RRM2 (ang. Ribonucleotide Reductase Regulatory Subunit
M2; podjednostka reduktazy rybonukleotydowo-difosforanowej M2) oraz B-kateniny w linii
A549 i H1299 przeprowadzono za pomocg cytometru przeptywowego. Komorki hodowane na
ptytkach 6-dotkowych (A549: 10x10* komdrek/dotek, H1299: 8x10* komérek/dotek) zgodnie z
wczesniej opisang metodg. Komorki odklejono, odwirowano, odciggnieto medium,
przeptukano PBS i ponownie odwirowano. Nastepnie dodano PFA (500 ul/1 min komérek) w
celu utrwalenia i inkubowano 20-30 min. Kolejnym etapem byto przeptukanie komdrek PBS.
Komérki odwirowano i odciggnieto ptyn znad osadu. Ostatnim etapem utrwalania byto
dodanie 1 ml 80% metanolu i pozostawienie w temperaturze -20°C przez 24 godziny. Po 24
godzinach komérki odwirowano (650xg, 5 min) i odciggnieto supernatant. Do osadu dodano 1
ml PBS w celu przeptukania komaérek, rozpipetowano i ponownie odwirowano (500xg, 7 min).
Po zwirowaniu odciggnieto supernatant, dodano 1 ml BSA (albumina surowicy bydlecej, ang.
Bovine Serum Albumin;) i inkubowano 20 min. Po inkubacji zwirowano i odciggnieto
supernatant. Kolejnym etapem byto dodanie pierwszorzedowego krdliczego przeciwciata
monoklonalnego 1gG przeciwko cyklinie Y (Anti-cyclin Y; Sigma-Aldrich), RRM2 (Santa Cruz
Biotechnology) lub B-kateninie (Invitrogen) w rozcienczeniu 1:200 w obecnosci BSA i ponowne
inkubowanie przez 30 minut. Nastepnie przeptukano komérki PBS, odwirowano i odciggnieto
supernatant. Dodano drugorzedowe antykrélicze przeciwciato 1gG skoniugowane z Alexa Fluor
647 (Invitrogen, Thermo Fisher) w rozcieficzeniu 1:200 w przypadku Cykliny Y, a antymysie
przeciwciato 1gG skoniugowane z Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Thermo Fisher) w przypadku

RRM2 i B-kateniny i inkubowano w ciemnosci przez 30 minut. Komorki przeptukano PBS,
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odwirowano i zawieszono w 200 ul PBS. Do oceny wynikdw uzyto cytometr przeptywowy

dodajac na ptytke 200 pl préby na dotek.

3.10. Analiza ekspresji cykliny Y przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego

Do oceny ekspresji cykliny Y w linii niedrobnokomdérkowego raka ptuca A549 i H1299
traktowanych cisplatyng oraz ikarytyng zastosowano metode immunofluorescencji
posredniej. Do tej metody uzyto komdrek hodowanych na szkietkach nakrywkowych
umieszczonych w ptytkach 12-dotkowych (A549: 10x10* komodrek/dotek, H1299: 8x10*
komoérek/dotek), z ktérych najpierw usunieto medium i utrwalano je w 4% PFA w
temperaturze pokojowej przez 20 minut. Nastepnie przeptukano preparaty PBS (3x5 minut).
Kolejnym etapem byta permeabilizacja btony komdrkowej. Po usunieciu PBS do komdrek
dodano 0,1% Triton X-100 i inkubowano 10 minut. Ponownie przeptukano szkietka PBS (3x5
minut), dodano 1% BSA i inkubowano 30 minut. Nastepnie dodano pierwszorzedowe krélicze
przeciwciato monoklonalne IgG przeciwko cyklinie Y (Anti-cyclin Y; Sigma-Aldrich) w
rozciedczeniu 1:200 w 4% roztworze BSA i inkubowano 60 minut. Kolejne etapy
przeprowadzono w ciemnosci. Po inkubacji komérki przeptukano trzykrotnie PBS i naniesiono
drugorzedowe przeciwciato antykrélicze IgG skoniugowane z Alexa Fluor 594 (Invitrogen,
Thermo Fisher) w rozciedczeniu 1:200 i inkubowano 60 minut. Nastepnie trzykrotnie
przeptukano komérki PBS. W celu uwidocznienia cytoszkieletu aktynowego, komorki
potraktowano falloidyng (Invitrogen, Thermo Fisher) w rozcieficzeniu 1:400 w PBS i
inkubowano 40 min. Po inkubacji przeptukano PBS (3x5 min). W celu wizualizacji jader
komodrkowych uzyto DAPI (4’,6-diaminoino-2-fenylindol, ang. 4',6-Diamidino-2-Phenylindole)
(Invitrogen, Thermo Fisher) rozcieficzone 1:100 w wodzie destylowanej i inkubowano 10
minut. 3-krotnie przeptukano PBS i zamknieto preparaty na szkietkach podstawowych w
medium zamykajagcym Aqua Poly Mount. Do oceny wynikéw zastosowano mikroskop
fluorescencyjny Eclipse E800 (Nikon) i z systemem komputerowym do analizy obrazu opartym

na programie NIS-elements 4.00 i kamere CCD (DS.-5Mc-U, Nikon).
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3.11. Analiza statystyczna

Dane, ktére zostaty zaprezentowane w niniejszej pracy przedstawione zostaty jako
Srednie arytmetyczne + odchylenie standardowe. Test t-Studenta postuzyt do analizy
statystycznej wyznaczenia efektywnej dawki IC1o, ICso oraz I1Cgo (stezenie hamujgce wzrost
komoérek; ang. inhibitory concentraction) zwigzkéw indukujacych $mieré komorek.
Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA zostata wykonana dla danych uzyskanych z
cytometru przeptywowego tj. cykl komodrkowy, rodzaj indukowanej s$mierci komorki,
relatywna srednia fluorescencji biatek, a takze dla testéw tworzenia kolonii, migracji oraz
tempa migracji komoérek.

Analize statystyczng wykonano w oparciu o program komputerowy GraphPad Prism w

wersji 9.0 (GraphPad Software).
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4. Wyniki
4.1. Ocena przezycia komorek

Pierwszym etapem badan wptywu zwigzkéw indukujgcych $mier¢ komoérek na
odpowiedz komoérek jest wyznaczenie ich efektywnej dawki. W tym celu zastosowano wykres
zaleznosci zahamowania wzrostu komorek do stezenia badanego zwigzku, gdzie komorki
traktowane wyrazone sg procentowo w stosunku do kontroli, ktérg przyjmuje sie jako 100%.
IC10, ICs0 oraz ICgo to stezenie zwigzku, w ktdrym zahamowanie wzrostu komdrek wynosi
odpowiednio 10%, 50% oraz 80% w stosunku do komodrek kontrolnych, ktére nie s3
traktowane zwigzkiem.

Efektywne stezenia cisplatyny i ikarytyny zostaty wyznaczone na podstawie wynikdw
absorbancji roztworu komarek linii A549 oraz H1299. Komorki kontrolne oznaczono jako 100%
i na tej podstawie wyliczono procent przezywalnosci, komdrek obu linii traktowanych
zwigzkami w odpowiednich stezeniach. Dane z odczytu spektrofotometrycznego pozwolity na
wykonanie analizy statystycznej. Uzyskane wyniki pokazujg, ze zaréwno cisplatyna, jak i
ikarytyna hamowaty proliferacje komorek obu linii w sposdb zalezny od stezenia (wyk. 1). Oba
zwigzki wykazywaty wyzszg cytotoksycznosé¢ wzgledem linii A549 przy dtuiszym czasie
inkubacji. Po 24 godzinach zaden ze zwigzkéw nie wykazywat efektywnej dawki na poziomie
ICg0 W linii komdrkowej A549 oraz H1299. ICio oraz ICso w linii A549 dla ikarytyny wynosi
odpowiednio 10 uM i 45 uM, natomiast dla cisplatyny wyznaczono tylko IC10 wynoszgce 10
MM. Dla linii H1299 po 24h inkubacji ze zwigzkiem wyznaczono wytgcznie 1Cio, ktére dla
ikarytyny wynosito 15 uM, natomiast dla cisplatyny wynosito 20 uM. Po 48 godzinach inkubacji
z cisplatyng dla linii A549 ICio, ICso, oraz ICso wynosity odpowiednio: 5, 25 oraz 50 uM,
natomiast z ikarytyng: 5, 20 i 60 uM. W linii H1299 efektywne dawki IC1g, ICso, oraz ICso dla
ikarytyny wynosity 5, 30 i 60 uM, za to dla cisplatyny wyznaczono tylko ICio i ICsp wynoszgce
odpowiednio: 10 i 40 uM (tab. 3; tab. 4).
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Wyk. 1. Zalezny od dawki i czasu inkubacji wptyw cisplatyny i ikarytyny na linie komdorkowa A549 i H1299.
Wykresy zostaty opracowane na podstawie minimum trzech niezaleznych doswiadczen. (A) Wptyw cisplatyny
na linie A549 i H1299 po 24 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem. (B) Wptyw cisplatyny na linie A549 i H1299 po
48 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem. (C) Wptyw ikarytyny na linie A549 i H1299 po 24 godzinnej inkubacji ze
zwiazkiem. (D) Wptyw ikarytyny na linie A549 i H1299 po 48 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem. Analize
statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta.

24 godziny
Stezenie Cp A549 H1299
1C10 [pM] 1,821+0,024 | 1,19+0,236
ICs0 [1M] - -
ICs0 [UM] - -

48 godzin
Stezenie Cp A549 H1299
IC10 [uM] 2,025+0,138 | 1,285+ 0,562
ICso [UM] 1,215+0,215 | 0,811+0,118
ICs [uM] 0,7 0,197 -

Tab. 3. Wartosci aktywnosci cytotoksycznej cisplatyny ICio, ICso oraz 1Czo wobec komaérek linii A549 i H1299

wyznaczone po 24 i 48 godzinach inkubacji ze zwigzkiem. Wartosci IC1o, ICs0 oraz ICso przedstawiono w postaci

srednich t odchylenie standardowe na podstawie minimum trzech niezaleznych eksperymentdw.
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24 godziny
Stezenie Ica A549 H1299
IC10 [uM] 1,399 £0,397 | 1,267 £0,301
ICso [1M] 0,808 £ 0,005 -
ICs0 [uM] - -

48 godzin
Stezenie Ica A549 H1299
1C10 [M] 1,943 +0,376 | 1,614 +0,141
ICso [uM] 0,992 40,269 | 0,87 +0,254
1Cs0 [uM] 0,503+0,214 | 0,428 0,036

Tab. 4. Wartosci aktywnosci cytotoksycznej ikarytyny ICio, ICso oraz 1Cso wobec komarek linii A549 i H1299
wyznaczone po 24 i 48 godzinach inkubacji ze zwigzkiem. Wartosci ICo, ICso oraz ICso przedstawiono w postaci
srednich t odchylenie standardowe na podstawie minimum trzech niezaleznych eksperymentéw.

Z otrzymanych wynikéw do dalszych badan wybrano dwie dawki cisplatyny tj. 10 i 30

UM (ryc. 12; ryc. 14) oraz ikarytyny tj. 30 i 60 uM (ryc. 13; ryc. 15) z uwzglednieniem miedzy

innymi 1Ci, ICso, oraz ICsp badanych zwigzkéw oraz skutkéw ubocznych zbyt wysokiego

stezenia leku w przypadku stosowania go w terapii przeciwnowotworowej. W celu zachowania

integralnos$ci wynikéw dla obu linii komérkowych wybrano takie same stezenia obu zwigzkéw.

Réznica w wynikach przezywalnosci komodrek wynika¢ moze miedzy innymi z cech

charakterystycznych danej linii.
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4.1.1. Komérki linii A549 traktowane cisplatyna i ikarytyna.

24 godziny 48 godzin

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 12. Komorki linii A549 (kontrola oraz 10 i 30 pM cisplatyny) po 24 i 48 godzinnej inkubacji. Zdjecia
wykonano w trakcie hodowli komérek przy uzyciu mikroskopu swietlnego z kamerg OLYMPUS oraz aplikacji
EPview™.,
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24 godziny 48 godzin

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 13. Komarki linii A549 (kontrola oraz 30 i 60 uM ikarytyny) po 24 i 48 godzinnej inkubacji. Zdjecia
wykonano w trakcie hodowli komérek przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamerg OLYMPUS oraz aplikacji
EPview™,
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4.1.2. Komorki linii H1299 traktowane cisplatyng i ikarytyng

24 godziny 48 godzin

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 14. Komérki linii H1299 (kontrola oraz 10 i 30 uM cisplatyny) po 24 i 48 godzinnej inkubacji. Zdjecia
wykonano w trakcie hodowli komérek przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamerg OLYMPUS oraz aplikacji
EPview™
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24 godziny 48 godzin

Kontrola

Ica 30

Ryc. 15. Komoérki linii H1299 (kontrola oraz 30 i 60 uM ikarytyny) po 24 i 48 godzinnej inkubacji. Zdjecia
wykonano w trakcie hodowli komérek przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamerg OLYMPUS oraz aplikacji

EPview™,
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4.2. Ocena morfologii komérek

Morfologie komédrek niedrobnokomdrkowego raka ptuca linii A549 i H1299 oceniono
na podstawie testu barwienia hematoksyling wg Mayera po 48 godzinach inkubacji ze
zwigzkami indukujgcymi smierc¢ komorki (tj. cisplatyna w stezeniach 10 i 30 uM oraz ikarytyna
w stezeniach 30 i 60 uM). Analiza w mikroskopie swietlnym wykazata zmiany w morfologii

komorek traktowanych w obu liniach komérkowych.

4.2.1. Komorki linii A549 traktowane cisplatyng i ikarytyna

Wyniki analizowane przy zastosowaniu mikroskopu swietlnego wykazaty, ze komérki
kontrolne posiadajg typowg morfologie komodrek ptaskonabtonkowych, rosnacych
adherentnie w monowarstwach. W centralnej czesci komorki znajduje sie owalne jgdro lub
jadra komérkowe. Zaobserwowano réwniez komorki w trakcie podziatu mitotycznego (ryc. 16
i 17). W komérkach traktowanych cisplatyng w stezeniu 10 UM mozna juz zaobserwowac
zachodzgce zmiany w morfologii. Wystepujg komadrki powiekszone, co swiadczy¢ moze o
poczgtkowych fazach nekrozy. Zaobserwowano réwniez komodrki martwe oraz komorki
zawierajgce kilka mikrojader. Zwiekszeniu ulegty réwniez przestrzenie miedzykomadrkowe (ryc.
18; ryc. 19). Po zastosowaniu dawki 30 uM cisplatyny komérki linii A549 znacznie zmienity
swojg morfologie. Wptyw na to moze mieé brak potgczen miedzykomédrkowych, ktéry nastgpit
poprzez zmniejszong ilos¢ komdrek w wyniku zatrzymaniu cyklu komdérkowego oraz indukcje
Smierci. Zwiekszeniu ulegta ilos¢ komérek apoptotycznych oraz martwych. (ryc. 20; ryc. 21).
Ikarytyna w dawce 30 uM, tak samo jak cisplatyna, indukowata powstawanie komodrek
powiekszonych z duzymi jgdrami komdérkowymi. W cytoplazmie wystepowaty takze struktury
wakuolopodobne i powstawaty drobne krysztaty ikarytyny o nieréwnym ksztatcie (ryc. 22; 23).
Po traktowaniu komérek 60 uM stezeniem ikarytyny nastgpita ich znaczna degradacja
zarbwno na poziomie cytoplazmy, jak i jgdra komorkowego. Widoczne byty ciatka
apoptotyczne, komorki martwe, a takze dalej tworzgce sie nieregularne krysztaty ikarytyny
(ryc. 24; ryc. 25). Bez wzgledu na zastosowany rodzaj zwigzku, a takie jego stezenie
zwiekszeniu ulegata nie tylko wielkos¢ komoérek, ale réwniez jader komdrkowych. Poprzez

zastosowanie wyzszych stezen obu zwigzkdw wykazano, ze ilos¢ komadrek ulegta obnizeniu.

55



Ryc. 16. Komérki kontrolne linii A549 barwione hematoksyling. A — komoérka z kilkoma jagdrami komérkowymi,

B — komadrka dzielgca sie, C — komodrka w poczatkowej fazie podziatu.
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Ryc. 17. Komoérki kontrolne linii A549 barwione hematoksyling. A — komérka z centralnie utozonym jagdrem
komoérkowym, B — komdrka w czasie podziatu.
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Ryc. 18. Komdrki linii A549 traktowane cisplatyng w stezeniu 10 puM. A — powiekszona komorka,
B — martwa komérka, C — komdrka z mikronukleacja.

Ryc. 19. Komorki linii A549 traktowane cisplatyng w steieniu 10 pM. A — komodrka powiekszona,
B — komérka martwa.




Ryc. 20. Komdrki linii A549 traktowane cisplatyng w stezeniu 30 uM. A — komdrki apoptotyczne,
B — komoérka powiekszona, ktéra zatracita ksztatt charakterystyczny dla linii A549.

Ryc. 21. Komorki linii A549 traktowane cisplatyng w stezeniu 30 pM. A — komérka martwa, B — komérka
apoptotyczna.
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Ryc. 22. Komorki linii A549 traktowane ikarytyng w stezeniu 30 pM. A — Powiekszona komérka z duzym jagdrem,
B — powiekszona komadrka ze strukturami wakuolopodobnymi.

Ryc. 23. Komorki linii A549 traktowane ikarytyna w stezeniu 30 pM. A — Powiekszona komdrka z duzym jadrem,
B — mikrokrysztaty ikarytyny
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Ryc. 24. Komérki linii A549 traktowane ikarytyng w stezeniu 60 pM. A — komdrka apoptotyczna,
B — krysztaty ikarytyny, C — komodrka o nieregularnym ksztatcie z degradacjg jadra komorkowego.

A /
@ - &

50 pm

Ryc. 25. Komorki linii A549 traktowane ikarytyng w stezeniu 60 pM. A — komérki martwe, B — komorka
apoptotyczna, C — komaérka o nieregularnym ksztatcie ze strukturami wakuolopodobnymi.
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4.2.2. Komorki linii H1299 traktowane cisplatyng i ikarytyng

Analiza komdrek kontrolnych linii H1299, wykazata typowa morfologie komoérek
podobnych do nabtonka, rosngcych adherentnie w monowarstwach. Wystepowaty réwniez
komorki w réznych fazach podziatu komoérkowego (ryc. 26 i 27). Zastosowanie cisplatyny w
stezeniu 10 puM spowodowato pojawienie sie komodrek apoptotycznych, komoérek
zawierajgcych kilka mikrojgder (co mogto $wiadczyé o poczgtkowych etapach katastrofy
mitotycznej), a takie komodrek powiekszonych z powiekszonym jadrem komdérkowym.
Zaobserwowano rowniez komorki martwe oraz komodrki z nieregularnym jgdrem
komorkowym (ryc. 28 i 29). W preparatach, w ktdérych komodrki potraktowane zostaty
cisplatyng w stezeniu 30 uM, zaobserwowano zwiekszenie przestrzeni miedzykomérkowych.
Wiekszos¢ komorek ulegta powiekszeniu, wystepowaty struktury wakuolopodobne w
cytoplazmie oraz wystepowaty komérki z mikronukleacja (ryc. 30 i 31). Ikarytyna w stezeniu
30 uM indukowata zmiany w morfologii komédrek. Wystepowaty komorki o fenotypie
katastrofy mitotycznej z kilkoma mikrojgdrami oraz komorki powiekszone z powiekszonym
jadrem komérkowym. Komorki zawieraty réwniez struktury wakuolopodobne w cytoplazmie.
W preparatach widoczne byly powstajgce krysztaty ikarytyny (ryc. 32 i 33). Komorki
powiekszone z powiekszonym jadrem komérkowym wystepowaty takze po traktowaniu
ikarytyng w stezeniu 60 uM. Dodatkowo zaobserwowano komérki pomniejszone oraz martwe.
Krysztaty ikarytyny nabraty regularnego ksztattu (romb) i byty wieksze niz przy zastosowaniu
mniejszej dawki zwigzku. llo$¢ komodrek ulegta znacznemu zmniejszeniu (ryc. 34 i 35). Tak samo
jak w przypadku linii A549, zastosowanie ikarytyny i cisplatyny wywotato zmiany w morfologii
komorek linii H1299, a wraz ze wzrostem stezenia zaobserwowano zmniejszenie ilosci

komorek.
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Ryc. 26. Komorki kontrolne linii H1299 barwione hematoksyling. A — komaérki dzielace sie, B — komérka
mitotyczna w poczatkowej fazie podziatu.

Ryc. 27. Komorki kontrolne linii H1299 barwione hematoksyling. A — komaérka dzielaca sie.
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Ryc. 28. Komorki linii H1299 traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. A — komadrka apoptotyczna, B — komarka
powiekszona z duzym jagdrem komérkowym, C — komérka z kilkoma jagdrami.
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Ryc. 29. Komoérki linii H1299 traktowane cisplatyng w stezeniu 10 uM. A — komoérka powiekszona z
powiekszonym jadrem komodrkowym, B — komorka z deformacja jadra komdrkowego, C — komorka
apoptotyczna, D — struktury wakuolopodobne, E — komérka w fazie mitozy.
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Ryc. 31. Komérki linii H1299 traktowane cisplatyng w stezeniu 30 pM. A — komorki ze strukturami
wakuolopodobnymi.
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Ryc. 32. Komérki linii H1299 traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. A — komodrka o fenotypie katastrofy
mitotycznej, B — struktury wakuolopodobne w cytoplazmie komarki, C — krysztaty ikarytyny.

50 pm

Ryc. 33. Komérki linii H1299 traktowane ikarytyng w steieniu 30 uM. A - komodrka powiekszona z
multinukleacja (fenotyp katastrofy mitotycznej), B — wakuolizacja cytoplazmy, C — mikrokrysztaty ikarytyny.
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Ryc. 34. Komorki linii H1299 traktowane ikarytyng w stezeniu 60 uM. A — komdrka pomniejszona, B —
zdeformowana komarka zawierajaca krysztat ikarytyny, C — komaérki powiekszone z deformacjq cytoplazmy i
powiekszonymi jagdrami komérkowymi.

50 pm

Ryc. 35. Komorki linii H1299 traktowane ikarytyng w stezeniu 60 uM. A — Krysztat ikarytyny, B — komérka

powiekszona z powiekszonym jagdrem komérkowym, C — komérka martwa.
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4.3. Ocena cyklu komodrkowego

Cytometria przeptywowa zostata wykorzystana do analizy cyklu komdérkowego, w celu
oszacowania odsetka komoérek w poszczegdlnych fazach. Po wybarwieniu, DNA komodrek

wigze barwnik proporcjonalnie do ilosci materiatu genetycznego obecnego w komorce.

4.3.1. Komorki linii A549

W komérkach linii A549, po zastosowaniu zwigzkéw indukujgcych smieré komorki,
zauwazono istotne statystycznie zmiany w odsetku komorek w poszczegdlnych fazach cyklu
komodrkowego w poréwnaniu z komdrkami kontrolnymi. W fazie GO/G1, najwiekszy spadek
odsetka komodrek, uzyskano po traktowaniu cisplatyng w stezeniu 10 uM (z 67,69 % dla
kontroli do 33,2 % dla Cp 10 uM, gdzie P = 0,0007) (tab. 5; wyk. 2A/2B). W przypadku odsetka
komoérek traktowanych ikarytyng w stezeniu 60 uM zauwazalny jest wzrost, co moze
Swiadczy¢ o zatrzymaniu komorek w tej fazie cyklu komdrkowego. Natomiast pozostate uzyte
w badaniach stezenia, nie wptywajg na istotne statystycznie zmiany w odsetku komérek (wyk.
2A). We wszystkich dawkach obu zwigzkéw odsetek komdrek w fazie S w poréwnaniu z

kontrolg pozostaje na podobnym poziomie (wyk. 2C).

Stezenie zwigzku % komorek
[uM] G0/G1 S G2/M
K 67,69 £ 5,12 10,64 + 2,05 21,45+ 3,57
Cp 10 33,2+9,65 14,28 + 3,88 52,16 £ 13,52
Cp 30 54,88 + 13,11 15,24 + 4,41 29,7 £9,63
Ica 30 68,25+ 2,64 14,26 + 1,98 17,23 + 3,79
Ica 60 78,92 £ 6,45 9,13 +3,47 11,77 + 3,56

Tab. 5. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na cykl komérkowy komérek linii A549 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. Procentowy rozktad komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komadrkowego.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.

W fazie G2/M odsetek komodrek dla kontroli oraz poszczegdlnych dawek wynidst
21,45%, 52,16%, 29,7%, 17,23% oraz 11,77% odpowiednio dla kontroli, Cp 10 uM, Cp 30 uM,
Ica 30 uM oraz Ica 60 UM (tab. 5). Zmiany istotne statystycznie w fazie G2/M wystepowaty
miedzy kontrolg, a dawka Cp 10, gdzie P=0,0035 (tab. 5; wyk. 2E/2F).
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Wyniki rozktadu cyklu komdrkowego z cytometru przeptywowego pokazano na

reprezentatywnych wykresach (ryc. 36).
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Ryc. 36. Wykresy przedstawiajace zmiany w ilosci komoérek linii A549 w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego. O$ X — intensywnos¢ fluorescencji, os Y — ilos¢ komérek. Wybrano jeden reprezentatywny
wykres dla kazdego stezenia zwigzku, na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Wyk. 2. Wplyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na cykl komérkowy komérek linii A549 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. (A) Komérki w fazie GO/G1. (B) Komérki w fazie GO/G1 — heat mapa
istotnosci statystycznych. (C) Komorki w fazie S. (D) Komoérki w fazie S — heat mapa istotnosci statystycznych.
(E) Komérki w fazie G2/M. (F) Komérki w fazie G2/M — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, na poziomie
istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** - P<0,01; * - P<0,05, na podstawie minimum 3 niezaleznych

doswiadczen.
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4.3.2. Komorki linii H1299

Dla linii H1299 odsetek komdrek kontrolnych w poréwnaniu z komodrkami
traktowanymi cisplatyng i ikarytyng, tak samo jak w przypadku linii A549, ulegt zmianie w
poszczegolnych fazach cyklu komdérkowego. Analizujgc wyniki fazy GO/G1 mozna zauwazyg, ze
miedzy kontrolg (55,74%), a Cp 10 (23,34%) oraz Cp 30 (16,9%) wystepuje istotnosc
statystyczna, gdzie P<0,0001 (tab. 6; wyk. 3A/3B). Zauwazyé mozna réwniez, ze wraz ze
wzrostem dawki cisplatyny spada ilos¢ komérek w tej fazie cyklu. Natomiast odsetek komérek
traktowanych ikarytyng w poréwnaniu z grupg kontrolng jest na tym samym poziomie (tab. 6;
wyk. 3A). W fazie S zastosowanie cisplatyny spowodowato spadek ilosci komdrek w tej fazie,
a zastosowanie ikarytyny spowodowato minimalny wzrost komdrek w poréwnaniu z kontrolg
(tab. 6; wyk. 3C). W fazie G2/M cyklu komérkowego odsetek komérek po zastosowaniu
cisplatyny wzrasta z 30,61% dla kontroli do 66,38% dla Cp 10 oraz 72,24% dla Cp 30 (dla obu
dawek P<0,0001). Rdwniez zauwazalna jest tendencja, ze wraz ze wzrostem dawki cisplatyny
wzrasta odsetek komoérek w tej fazie. W fazie G2/M wystepuje sytuacja odwrotna w
poréwnaniu z fazg GO/G1 (tab. 6; wyk. 3E/3F).

W obu liniach zastosowanie cisplatyny powodowato spadek odsetka komérek w fazie

GO/G1 oraz wzrost w fazie G2/M.

Stezenie zwigzku % komorek
[uM] G0/G1 S G2/M
K 55,74 + 3,39 13,34 +4,42 30,61+1,41
Cp 10 23,34+ 3,18 8,69+2,14 66,38 +2,19
Cp 30 16,9+2,43 9,91+1,04 72,24 + 2,67
Ica 30 55,57 £ 2,40 16,91 +4,42 27,21+ 3,04
Ica 60 56,67 £ 2,48 14,95 + 3,01 28,04 £2,10

Tab. 6. Wplyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na cykl komérkowy komérek linii H1299 po 48

godzinnej inkubacji ze zwigzkami. Procentowy rozktad komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu komadrkowego.

Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci $rednich * odchylenie standardowe.
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Wyniki cyklu komdrkowego z cytometru przeptywowego pokazano na reprezentatywnych

wykresach (ryc. 37).
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Ryc. 37. Wykresy przedstawiajgce zmiany w ilosci komdrek linii H1299 w poszczegdlnych fazach cyklu
komoérkowego. O$ X — intensywnos¢ fluorescencji, o$ Y — ilo$¢ komérek. Wybrano jeden reprezentatywny
wykres dla kazdego stezenia zwigzku, na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Stezenie zwigzku [pM]
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Wyk. 3. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na cykl komérkowy komaérek linii H1299 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. (A) Komérki w fazie GO/G1. (B) Komérki w fazie GO/G1 — heat mapa
istotnosci statystycznych. (C) Komorki w fazie S. (D) Komorki w fazie S — heat mapa istotnosci statystycznych.
(E) Komoérki w fazie G2/M. (F) Komoérki w fazie G2/M — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize
statystyczng przeprowadzono przy uizyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, na poziomie
istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** - P<0,01; * - P<0,05, na podstawie minimum 3 niezaleznych
doswiadczen.
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4.4. Ocena potencjatu migracyjnego komorek

Ocene potencjatu migracyjnego komédrek wyznaczono na podstawie trzech testow tj.
tworzenia kolonii, migracji komérek oraz tempa migracji komoérek z zastosowaniem

mikroskopu kontrastowo-fazowego.

4.4.1. Ocena testu tworzenia kolonii

Ocene testu tworzenia kolonii przez komérki linii A549 i H1299 mierzono poprzez
liczenie kolonii po 10 dniach od wysiania 1 tysigca komdrek kontrolnych oraz komodrek
traktowanych wybranymi do testéw dawkami cisplatyny i ikarytyny. Wyniki
przeprowadzonego testu pokazujg, ze oba zastosowane w badaniach zwigzki hamujg
proliferacje i mozliwos$¢ tworzenia kolonii komérek linii A549 i H1299, w sposdb zalezny od

dawki.

4.4.1.1. Komorki linii A549

Test tworzenia kolonii przeprowadzony na komérkach niedrobnokomérkowego raka
ptuca linii A549 wykazat, ze ilo$¢ wytworzonych kolonii w grupie kontrolnej wynosita 174 +
6,68, natomiast dla grup komérek traktowanych cisplatyng zaréwno w stezeniu 10 uM, jak i
30 uM ilo$¢ wytworzonych kolonii byta prawie réwna 0, odpowiednio 1 + 0,82; 0 kolonii dla
pierwszej i drugiej dawki. W przypadku grup komérek traktowanych ikarytynga ilos¢ kolonii byta
znacznie wyzsza - dla ikarytyny w stezeniu 30 uM wynosita 73 + 6,53, natomiast dla ikarytyny

w stezeniu 60 UM wynosita 5 + 2,45 (tab. 7).

A549
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
llos¢ kolonii llos¢ kolonii
(uM] (uM]
K 174 + 6,68 K 174 + 6,68
Cp 10 1+0,82 Ica 30 73+6,53
Cp 30 0 Ica 60 5+£2,45

Tab. 7. Wplyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolnos¢ do tworzenia kolonii komorek linii
A549. Wartosci przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe na podstawie minimum 3 niezaleznych
doswiadczen.

73



Poréwnujgc wyniki analizy statystycznej grupy kontrolnej z poszczegdlnymi grupami
komorek traktowanych, poziom istotnosci statystycznej we wszystkich przypadkach wynosit
P<0,0001. W przypadku analizy istotnosci statystycznych miedzy dawkami zauwazy¢ mozna
istotno$¢ rowng P<0,0001 miedzy najnizszg zastosowang dawka cisplatyny, a najnizszg dawka
ikarytyny, najwyzszg dawka cisplatyny i najnizszg ikarytyny oraz miedzy dawkami ikarytyny.
Natomiast brak istotnosci statystycznej wystepuje pomiedzy pozostatymi dawkami

(wyk. 4A/4B).
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Stezenie zwigzku [uM]

Wyk. 4. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolno$¢ do tworzenia kolonii komoérek linii
A549. (A) llos¢ kolonii. (B) llos¢ kolonii - heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, na poziomie istotnosci **** -
P<0,0001.
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Wyniki testu tworzenia kolonii pokazano na reprezentatywnych zdjeciach dotkéw ptytki 6-
dotkowej (ryc. 38).

Kontrola Cp 10 Cp 30
s, || =X

Ryc. 38. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolnos¢ do tworzenia kolonii komarek linii
A549. Zdjecia pogladowe. Widoczne: wraz ze wzrostem dawki ikarytyny i cisplatyny mniejsza ilos¢ komérek
ma zdolnosc¢ tworzenia kolonii. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

4.4.1.2. Komorki linii H1299

Przeprowadzenie testu tworzenia kolonii na komdrkach linii H1299, dostarczyto nieco
innych wynikéw, niz w przypadku linii A549. Dla grupy kontrolnej, ilos¢ tworzonych kolonii
wynosita 70 + 30,97, natomiast dla poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny wyniki

przedstawiajg sie nastepujgco:
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H1299
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
llos¢ kolonii llos¢ kolonii
(uM] [uMm]
K 70 + 30,97 K 70 + 30,97
Cp 10 14,33 £ 6,30 Ica 30 16,33+ 7,50
Cp 30 6+2,96 lca 60 14 + 6,69

Tab. 8. Wplyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolnos¢ do tworzenia kolonii komarek linii

H1299. Wartosci przedstawiono jako srednia * odchylenie standardowe na podstawie minimum 3

niezaleznych doswiadczen.

Dane przedstawione w tab. 8 zinterpretowano dodatkowo z zastosowaniem proporcji.
Wykazano, ze ilos¢ kolonii w grupach komérek traktowanych czynnikami indukujgcymi smier¢
komorki wynosita miedzy 8,5% (grupa komdrek traktowanych cisplatyng w stezeniu 30 uM), a
22% (grupa komorek traktowanych ikarytyng w stezeniu 30 uM), w poréwnaniu z grupa
kontrolng oznaczong jako 100%. Zaréwno dla komérek traktowanych cisplatyng w stezeniu 10
UM i ikarytyng w stezeniu 60 uM ilos¢ kolonii wynosita 20%, w pordwnaniu z grupg kontrolna
(tab. 8). Miedzy kontrolg, a poszczegdlnymi grupami komdrek traktowanych, istotnosé
statystyczna wynosita P<0,0001, natomiast miedzy poszczegdlnymi dawkami cisplatyny oraz

ikarytyny wystepowat brak istotnosci statystycznej, co moze miec zwigzek z lepszg regeneracja

komoérek niedrobnokomérkowego raka ptuca linii H1299 po zastosowaniu lekdéw
cytostatycznych w poréwnaniu z linig A549 (wyk. 5A/5B).
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Wyk. 5. Wptyw poszczegélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolnos¢ do tworzenia kolonii komérek linii
H1299. (A) llos¢ kolonii. (B) llos¢ kolonii - heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, na poziomie istotnosci, gdzie
*¥**% . P<0,0001.
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Wyniki testu tworzenia kolonii linii H1299 pokazano na reprezentatywnych zdjeciach dotkéw

ptytki 6-dotkowej (ryc. 39).

Kontrola Cp 10 Cp 30

Ryc. 39. Wptyw poszczegdélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na zdolnos¢ do tworzenia kolonii komérek linii
H1299. Zdjecia pogladowe. Widoczne: wraz ze wzrostem dawki ikarytyny i cisplatyny mniejsza ilos¢ komadrek
ma zdolnosc¢ do tworzenia kolonii. Wykonano na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

4.4.2. Ocena migracji komorek

Migracje komodrek niedrobnokomérkowego raka ptuca linii A549 i H1299 mierzono
poprzez okreslenie liczby komérek, ktére przeszty przez btone insertéw o wielkosci poréw 8
pm. Komaorki migrujg z gérnej czesci insertu, gdzie zawieszone sg w medium ubogie w FBS, na
dolng czes¢ insertu, gdzie dodane zostato medium hodowlane z 10% FBS. Wyniki
przeprowadzonego testu ujawniajg, ze zaréwno cisplatyna, jak i ikarytyna hamujg zdolnos¢

migracji komadrek obu linii.
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4.4.2.1. Komorki linii A549

Wyniki testu migracji dla linii A549 pokazujg, ze liczba komoérek, ktére przeszty przez
btone insertu w grupie kontrolnej (483,33 + 12,47) byta znacznie wieksza w poréwnaniu z
komadrkami traktowanymi poszczegdlnymi dawkami cisplatyny: 10 uM (204,66 + 10,34) i 30
UM (42 + 6,68) oraz ikarytyny: 30 uM (340,67 +7,36) i 60 uM (17,33 + 3,4) (tab. 9).
Poréwnujgc grupe kontrolng z grupami komodrek traktowanych istotnos¢ statystyczna
zachodzi na poziomie P<0,0001. Natomiast analizujgc istotnosci statystyczne miedzy grupami,
traktowanymi zaréwno cisplatyng, jak i ikarytyng tylko miedzy grupg traktowang cisplatyng w
stezeniu 30 uM oraz ikarytyng w stezeniu 60 uM wystepuje brak istotnosci statystycznej
(gdzie P=0,1019). Miedzy pozostatymi grupami poziom istotnosci statystycznej wynosi
P<0,0001 (wyk. 6A/6B).

A549
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
llosé komorek llos¢ komorek
[uM] [uM]
K 483,33 + 12,47 K 483,33 + 12,47
Cp 10 204,66 + 10,34 Ica 30 340,67 + 7,36
Cp 30 42 + 6,68 Ica 60 17,33+ 3,4

Tab. 9. Wplyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komérek linii A549 po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkami. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich * odchylenie

standardowe.
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Wyk. 6. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komérek linii A549 po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkami. (A) llos¢ komorek, ktdre przeszty przez btone insertu. (B) llos¢ komarek, ktore przeszty
przez btone insertu — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci **** - P<0,0001.
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Wyniki migracji komérek linii A549 pokazano na reprezentatywnych zdjeciach (ryc. 40).

Ryc. 40. Wplyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komorek linii A549 po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkami. Wybrano jedno reprezentatywne zdjecie z pieciu pdl insertu. Widoczne: wraz ze
wzrostem dawki ikarytyny i cisplatyny mniejsza ilos¢ komorek ma zdolnos¢ do migracji przez pory insertow.

4.4.2.2. Komorki linii H1299

Wyniki badania migracji linii H1299 dla grupy kontrolnej wynosity 341 + 2,94 komoérek,
ktore przeszty przez btone insertu oraz dla poszczegdlnych dawek cisplatyny (10 uM oraz 30
uM) i ikarytyny (30 uM oraz 60 uM) odpowiednio: 90,33 + 3,68; 52,66 + 5,73; 228,67 + 6,65;
10+ 0,82 komoérek (tab. 10). Poziom istotnosci statystycznej miedzy kontrolg, a
poszczegdlnymi grupami wynosit P<0,001, co wskazuje na hamowanie zdolnosci do migracji
komorek linii H1299 po traktowaniu zwigzkiem cytostatycznym. Mozna zauwazy¢ réwniez, ze
wraz ze wzrostem stezenia cisplatyny i ikarytyny mniejsza ilos¢ komérek miata zdolnos¢ do

przejscia przez pory insertéw. Analizujgc wyniki miedzy poszczegdlnymi grupami komarek
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traktowanych mozna zauwazyé, ze tylko miedzy grupa komdrek traktowanych cisplatyng w

stezeniu 10 uM, a grupa komoérek traktowanych cisplatyng w stezeniu 30 uM poziom

istotnosci wynosit P<0,001. Natomiast miedzy pozostatymi grupami komoérek traktowanych

wynosit P<0,0001. Réznice w wynikach miedzy linig H1299, a linig A549 mogg wynikaé z cech

charakterystycznych danej linii komoérkowej (wyk. 7A/7B).

H1299
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
llosé komorek llos¢ komorek
[uM] [uM]
K 3414+ 2,94 K 341+ 2,94
Cp 10 90,33 + 3,68 Ica 30 228,67 + 6,65
Cp 30 52,66 + 5,73 Ica 60 10+ 0,82

Tab. 10. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komarek linii H1299 po 48 godzinnej

inkubacji ze zwigzkami.
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Wyk. 7. Wptyw poszczegdélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komaérek linii H1299 po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkami. (A) llos¢ komorek, ktore przeszty przez btone insertu. (B) llos¢ komarek, ktore przeszty
przez btone insertu — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu

testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci **** -

P<0,0001; *** -

P<0,001.
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Wyniki migracji komérek linii H1299 pokazano na reprezentatywnych zdjeciach (ryc. 41).

Kontrola Cp 10
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Ryc. 41. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na migracje komorek linii H1299 po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkami. Wybrano jedno reprezentatywne zdjecie z pieciu pdl insertu. Widoczne: wraz ze
wzrostem dawki ikarytyny i cisplatyny mniejsza ilos¢ komorek ma zdolnos¢ do migracji przez pory insertow.

4.4.3. Ocena tempa migracji komorek

Tempo migracji komérek zbadano, przy uzyciu mikroskopu odwréconego w czasie 48
godzin. Zdjecia wykonywano w hodowli przyzyciowej w interwale 10 minut po uptywie jednej
godziny od momentu potraktowania komorek. Na podstawie zebranych wynikéw obliczono
odlegto$¢ zakumulowang, odlegtos¢ euklidesowg oraz predkos¢ komédrek obu linii

komadrkowych traktowanych cisplatyng i ikarytyng w wybranych stezeniach.
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4.4.3.1. Komorki linii A549

1. Odlegtos¢ zakumulowana

Odlegtos¢ zakumulowana jest to catkowita odlegtos¢ pokonana przez jedng komorke.
Wyliczona zostata na podstawie wynikéw analizy pokonanej odlegtosci przez minimum 15
komorek w czasie 48 godzin z czterech pdl jednego dotka. W przypadku komorek kontrolnych
linii A549 $rednia odlegtos¢ zakumulowana wynosita 346,42 + 176,89 um. Po zastosowaniu
cisplatyny w stezeniu 10 i 30 uM srednia odlegtos¢ zakumulowana wynosita odpowiednio
379,44 £ 219,78 oraz 190,85 * 193,14 um, natomiast dla pierwszej i drugiej dawki ikarytyny
wynosita 308,47 + 290,71 oraz 94,18 + 88,34 um (tab. 11). Analiza statystyczna wykazata
istotnos¢, gdzie P<0,0001 miedzy grupg komérek kontrolnych, a grupg komodrek
potraktowanych ikarytyng w stezeniu 60 puM. W przypadku zastosowania cisplatyny w
najwyzszym stezeniu tj. 30 uM istotno$é statystyczna miedzy tymi grupami komoérek, a grupg
komérek kontrolnych wynosita P=0,0014 (wyk. 8A/8B). Mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem

stezenia zwigzkdw zmniejsza sie odlegtos¢ zakumulowana pokonana przez komérki.

A549
Odlegtos¢ Odlegtos¢
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
zakumulowana zakumulowana
(uM] [uMm]
[um] [um]
K 346,42 £ 176,89 K 346,42 £ 176,89
Cp 10 379,44 £ 219,78 lca 30 308,47 £290,71
Cp 30 190,85+ 193,14 Ica 60 94,18 + 88,34

Tab. 11. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ zakumulowang pokonang przez
komorki linii A549. Wyniki poszczegdélnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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Wyk. 8. Wptyw poszczegélnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegto$¢ zakumulowang pokonang przez
komorki linii A549. (A) Odlegtos¢ zakumulowana pokonana przez komorki. (B) Odlegtos¢ zakumulowana
pokonana przez komérki — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** -
P<0,001; ** - P<0,01; * - P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

2. Odlegtos¢ euklidesowa

Odlegtos¢ euklidesowa jest to odlegtosé miedzy punktem A drogi pokonanej w czasie
48 godzin przez komorke, a punktem B w linii prostej. Dla komdrek kontrolnych linii A549
odlegtosé euklidesowa wynosita 45,62 + 27,21 um, natomiast dla pierwszej i drugiej dawki
cisplatyny oraz ikarytyny wynosita odpowiednio 40,68 * 46,61; 25,24 + 29,35 oraz 54,25 +
64,18; 23,54 + 16,55 um (tab. 12). Istotne statystycznie zmiany w odlegtosci euklidesowej
wyznaczono tylko pomiedzy grupg komodrek kontrolnych, a grupg komérek traktowanych

ikarytyng w stezeniu 60 uM, gdzie P=0,0414 (wyk. 9A/9B).

A549
Stezenie cisplatyny Odlegtos¢ Stezenie ikarytyny Odlegtos¢
[uMm] euklidesowa [um] [uM] euklidesowa [um]
K 45,62 £ 27,21 K 45,62 £ 27,21
Cp 10 40,68 + 46,61 Ica 30 54,25 + 64,18
Cp 30 25,24 £ 29,35 Ica 60 23,54 + 16,55

Tab. 12. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ euklidesowa pokonang przez
komoérki linii A549. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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Wyk. 9. Wptyw poszczegdinych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ euklidesowg pokonang przez
komarki linii A549. (A) Odlegtos¢ euklidesowa pokonana przez komarki. (B) Odlegtos¢ euklidesowa pokonana
przez komorki — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie * - P<0,05. Na podstawie minimum 3
niezaleznych doswiadczen.

3. Predkos¢ komorek

Przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego z hodowlg przyzyciowa, zmierzono
réwniez predko$¢ komérek w pm/min. Srednia predko$é dla komérek kontrolnych wynosita
0,1207 um/min. Dla komérek traktowanych cisplatyng w stezeniu 10 uM predkos$¢ wynosita
0,1578 um/min, a dla komadrek traktowanych cisplatyng w stezeniu 30 uM — 0,1355 pm/min.
Dla grupy komérek, gdzie zastosowano 30 uM ikarytyny srednia predkos¢ wynosita 0,1121
um/min, natomiast dla ikarytyny 60 uM predkos$é komarek byta najnizsza sposrod wszystkich
wynikow, czyli 0,0543 um/min (tab. 13). Istotno$¢ statystyczna, gdzie P<0,0001, wystepowata
tylko miedzy grupg komadrek kontrolnych, a grupg komdrek traktowanych ikarytyng w stezeniu

60 UM (wyk. 10A/10B).

A549
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny
Predko$é [um/min] Predkos¢ [um/min]
[uM] [uM]
K 0,1207 K 0,1207
Cp 10 0,1578 Ica 30 0,1121
Cp 30 0,1355 Ica 60 0,0543

Tab. 13. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na predko$¢ komoérek linii A549. Wyniki
poszczegolnych grup przedstawiono w postaci srednich.

84



[rery
1 1
saew

I 1 Kontrola 0.7134 | 0.3438 | 0.8438 0.000
wans 08
0.25+ — cp 10 o784 09789

0.20+

0.6
Cp 30-] 05438 | 09789 0.440 0.000

lca 30 -| 08426 0.1658 0,440 0.0

0.15+

0.10

Predko$é [um/min]

0.054

Ica 60

0.00-

T T
Kontrola Cp10 Cp30 Ica30 Ica60

Kontrola Cp10 Cp 30 Ica30 Icaé60

Steizenie zwigzku [uM]

Wyk. 10. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na predkosé¢ komoérek linii A549. (A) Predkosé
komorek. (B) Predkosc komorek — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; * -
P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

4.4.3.2. Komorki linii H1299

1. Odlegtos¢ zakumulowana

Dla komoérek linii H1299 odlegtos¢ zakumulowana osiggata wyzisze wartosci w
poréwnaniu z linig A549, co moze mie¢ zwigzek z charakterystyka linii przerzutowej. Dla
kontroli catkowita odlegtos¢ pokonana przez komorki, ktéra wynosita 902,73 + 288,54 um,
byta 3-krotnie wyzsza w poréwnaniu z linig A549. Wyzsze wyniki Sredniej pokonanej odlegtosci
uzyskaty rowniez komérki traktowane cisplatyng oraz ikarytyna. Dla pierwszej i drugiej dawki
cisplatyny wynosity odpowiednio 618, 61 £ 145,21602,22 + 214,74 um, a dla pierwszej i drugiej
dawki ikarytyny 489,91 + 235,72 oraz 352,8 + 254,127 um (tab. 14).

A549
Odlegtos¢ Odlegtos¢
Stezenie cisplatyny Stezenie ikarytyny

zakumulowana zakumulowana

[nM] [uM]

[um] [um]

K 902,73 + 288,54 K 902,73 £ 288,54
Cp 10 618, 61 + 145,2 Ica 30 489,91 £ 235,72
Cp 30 602,22 £214,74 Ica 60 352,8 £254,127

Tab. 14. Wplyw poszczegélnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ zakumulowang pokonang przez
komorki linii H1299. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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Istotnosci statystyczne, gdzie P<0,0001, wystepowaty miedzy grupa kontrolng, a
wszystkimi zastosowanymi dawkami. Natomiast w przypadku analizy statystycznej miedzy
poszczegdlnymi dawkami zastosowanych zwigzkéw istotnos¢ wystepowata miedzy
komorkami traktowanymi cisplatyng w stezeniu 10 uM, a traktowanymi ikarytyng w stezeniu

60 UM oraz miedzy 30 uM cisplatyny, a 60 uM ikarytyny (P<0,0001) (wyk. 11A/11B).
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Wyk. 11. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ zakumulowana pokonang przez
komarki linii H1299. (A) Odlegtos¢ zakumulowana pokonana przez komoérki. (B) Odlegtosé¢ zakumulowana
pokonana przez komadrki — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; * -
P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

2. Odlegtos¢ euklidesowa

Podobnie jak w przypadku odlegtosci zakumulowanej, odlegtos¢ euklidesowa w
komorkach linii H1299 rowniez osiggata wyzsze wartosci w poréwnaniu z linig A549. Dla
poréwnania dla grupy kontrolnej komérek linii A549 odlegto$é euklidesowa w czasie 48 godzin
wynosita 45,62 + 27,21 um, natomiast dla komoérek linii H1299 wynosita 141,48 + 93,05 um,
co daje 3,1-krotny wzrost pokonanej odlegtosci komdrek linii H1299 (tab. 12; tab. 15). Po
zastosowaniu zwigzkdw indukujgcych smieré komorek odlegtos¢ euklidesowa spada. Dla
komorek traktowanych cisplatyng w stezeniu 10 uM wynosi 124,14 + 76,56 um, natomiast dla
komorek traktowanych cisplatyng w stezeniu 30 uM wynosi 127,155 + 82,16 um. W przypadku
ikarytyny mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem stezenia zwigzku zmniejsza sie odlegtos¢
euklidesowa, gdzie dla ikarytyny 30 uM wynosi 116,02 + 76,64 um, a dla ikarytyny 60 uM -
74,28 + 62,29 um (tab. 15).
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H1299
Stezenie cisplatyny Odlegtos¢ Stezenie ikarytyny Odlegtos¢
[uM] euklidesowa [um] [uM] euklidesowa [um]
K 141,48 + 93,05 K 141,48 + 93,05
Cp 10 124,14 + 76,56 Ica 30 116,02 + 76,64
Cp 30 127,155 + 82,16 lca 60 74,28 £ 62,29

Tab. 15. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegto$¢ euklidesowa pokonang przez
komorki linii H1299. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.

Analiza statystyczna wykazata zmiany istotne statystycznie tylko miedzy grupa
komorek kontrolnych, a grupg komodrek traktowanych ikarytyng w najwyzszym stezeniu, gdzie
P=0,0507 oraz miedzy najwyzsza dawka cisplatyny i najwyisza dawka ikarytyny, gdzie
P=0,0353 (wyk. 12A/12B).
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Wyk. 12. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na odlegtos¢ euklidesowg pokonang przez
komorki linii H1299. (A) Odlegtos¢ euklidesowa pokonana przez komarki. (B) Odlegtos¢ euklidesowa pokonana
przez komorki — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie *** - P<0,001; * - P<0,05. Na podstawie
minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

3. Predkos¢ komorek
Predkos¢ komoérek linii H1299 wyliczono réwniez na podstawie wynikéw z mikroskopu
kontrastowo-fazowego z hodowlg przyzyciowa. Predkos¢ komodrek z grupy kontrolnej

wynosita 0,3109 um/min, natomiast zastosowanie zwigzkéw cytotoksycznych spowodowato

zmniejszenie predkosci komorek traktowanych. Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 16.
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H1299

Stezenie cisplatyny

Predkos¢ [um/min]

Stezenie ikarytyny

Predkos$¢ [um/min]

[uM] [1M]

K 0,3109 K 0,3109
Cp 10 0,2207 Ica 30 0,1926
Cp 30 0,2419 Ica 60 0,2079

Tab. 16. Wplyw poszczegéinych dawek cisplatyny i ikarytyny na predko$é komérek linii H1299. Wyniki
poszczegolnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
Wyniki analizy wykazaty istotne statystycznie, ktoére

statystycznej zmiany

zaobserwowano tylko miedzy grupa kontrolg, a poszczegdlnymi dawkami. Istotnosc
statystyczna, gdzie P<0,0001 wystepowaty pomiedzy kontrolg, a obiema dawkami ikarytyny
oraz najnizszg dawka cisplatyny zastosowang w badaniach. Natomiast istotno$¢, gdzie
P=0,0035, odnotowano miedzy grupg kontrolg, a grupa komérek traktowang cisplatyng w
stezeniu 30 uM (wyk. 13A/13B).
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Wyk. 13. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny i ikarytyny na predkos¢ komarek linii H1299. (A) Predkos¢
komorek. (B) Predkos¢ komorek — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; **
- P<0,01. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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4.5. Ocena rodzaju indukowanej smierci komdrek

W celu oceny rodzaju indukowanej smierci komorek linii A549 i H1299 po zastosowaniu
lekéw cytostatycznych wykonano metode podwdjnego barwienia aneksyng V (Alexa Fluor
488) oraz jodkiem propidyny (Pl). Aneksyna V skoniugowana z fluoresceing taczy sie z
fosfatydyloseryng. W komdrkach prawidtowych fosfatydyloseryna znajduje sie po
wewnetrznej stronie btony komérkowej, natomiast podczas procesu apoptozy nastepuje jej
translokacja do warstwy zewnetrznej, co stanowi jeden z markeréw apoptozy. Jodek
propidyny interkaluje do DNA, ale jest to tylko mozliwe w komdrkach, ktére utracity
integralno$¢ btony komoérkowej. Wystepuje to gtéwnie w przypadku komodrek pdino-
apoptotycznych oraz nekrotycznych. Detekcje sygnatéw zobrazowano przy uzyciu cytometru

przeptywowego.

4.5.1. Komorki linii A549

W komorkach linii A549 zaobserwowano zmiany w odsetku komoérek poszczegdlnych
grup (tab. 17). Istotne statystycznie zmiany wystepujg w odsetku komodrek zywych pod
wptywem dziatania wszystkich uzytych stezen cisplatyny i ikarytyny (wyk. 14A/14B). W
przypadku komdrek wczesno-apoptotycznych oraz pdzino-apoptotycznych zmiany istotne
statystycznie wystepowaty tylko pod wptywem dziatania ikarytyny (wyk. 14C/14D i 14E/14F).
Natomiast w komdrkach nekrotycznych nie zaobserwowano zmian istotnych statystycznie

(wyk. 14G/14H).

% komorek
Stezenie zwigzku
. Wczesna
[uM] Zywe Pézna apoptoza Nekroza
apoptoza
K 97,49 £ 0,62 0,99 £ 0,08 1,46 £ 0,60 0,89 +£0,01
Cp 10 89,86 £ 2,68 5,04 £1,85 5,03 £0,87 0,07 £ 0,04
Cp 30 87,83 £ 2,09 7,81+1,62 4,21 +1,39 0,15+0,1
Ica 30 82,18 £ 3,01 8,51+3,28 8,47 £0,45 0,85+1,11
Ica 60 75,97 +1,61 13,54 +5,35 10,4 £ 3,16 0,09 £ 0,04

Tab.17. Wptyw poszczegdinych dawek ikarytyny i cisplatyny na indukcje $mierci komarek linii A549 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci $rednich * odchylenie
standardowe.
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Wyniki rodzaju indukowanej $mierci komédrek z cytometru przeptywowego pokazano na

reprezentatywnych wykresach (ryc. 42).
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Ryc. 42. Wykresy przedstawiajace zmiany w ilosci komorek linii A549 w poszczegdlnych populacjach $mierci
komorki. Os X — intensywnos¢ fluorescencji, 0$ Y — ilos¢ komérek. Wybrano jeden reprezentatywny wykres dla
kazdego stezenia zwigzku na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

Analiza poréwnawcza wynikow linii A549 przy uzyciu cytometrii przeptywowej
wykazata, ze zastosowanie cisplatyny w stezeniu 10 i 30 uM oraz ikarytyny w stezeniu 30 i 60
UM przyczynito sie do istotnego statystycznie obnizenia odsetka komérek zywych w stosunku
do komodrek kontrolnych. Odsetek komérek zywych w kontroli wynosit 97,49%, natomiast
89,86% (P=0,0153); 87,83% (P=0,0038); 82,18% (P=0,0002); 75,97% (P<0,0001) odpowiednio
dla Cp 10, Cp 30, Ica 30 oraz Ica 60 uM (tab. 17; wyk. 14A/14B). W odsetku komodrek wczesno-
apoptotycznych istotne statystycznie zmiany miedzy grupa kontrolng, a dawkami zwigzkéw
uzytych w badaniach zaobserwowano po zastosowaniu ikarytyny w stezeniu 30 uM (gdzie
P=0,0489) oraz 60 uM (gdzie P=0,0027) (tab. 17; wyk. 14C/14D). Podobna sytuacja miata
miejsce w komodrkach pozno-apoptotycznych, gdzie miedzy kontrolg, a 30 uM ikarytyny
P=0,0241, natomiast miedzy kontrolg, a 60 uM ikarytyny P=0,0060 (wyk. 14E/14F).
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Wyk. 14. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na indukcje $mierci komorek linii A549 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. (A) Zywe komaérki. (B) Zywe komérki — heat mapa istotnosci statystycznych.
(C) Wczesna apoptoza. (D) Wczesna apoptoza — heat mapa istotnosci statystycznych. (E) P6zna apoptoza. (F)
PdZna apoptoza - heat mapa istotnosci statystycznych. (G) Nekroza. (H) Nekroza — heat mapa istotnosci
statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** - P<0,01; * - P<0,05. Na podstawie
minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Przebieg procesu apoptozy przedstawiono na ryc. 43. przy uzyciu zdje¢ poklatkowych

wykonanych z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego.

czas [min]

Ryc. 43. Zdjecia reprezentatywne przebiegu procesu apoptozy w pojedynczej komoérce linii A549. Zdjecia
wykonywane w hodowli przyzyciowej, w interwale 10 minut przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego.
Pierwsze zdjecie wykonano po 1 godzinie i 50 minutach od potraktowania komérek ikarytyng w stezeniu 60
TR

4.5.2. Komérki linii H1299

W komoérkach linii H1299 mozna zaobserwowa¢ zmiany w odsetku komdrek
poszczegdlnych grup (tab. 18) W odsetku komérek zywych oraz wczesno-apoptotycznych tylko

po zastosowaniu ikarytyny zaobserwowano statystycznie istotne zmiany miedzy kontrolg, a
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poszczegélnymi dawkami (wyk. 15A/15B; 15C/15D). W przypadku komérek pdino-
apoptotycznych zmiany istotne statystycznie wystepujg miedzy kontrolg, a dawkami
cisplatyny oraz najwyzsza zastosowang dawka ikarytyny (wyk. 15E/15F). Natomiast w odsetku

komorek nekrotycznych miedzy komdrkami z grupy kontrolnej, a komérkami traktowanymi

cisplatyng oraz ikarytyng nie wystepujg zmiany istotne statystycznie (wyk. 15G/15H).

Stezenie zwigzku % komorek
[uM] Zywe Wczesna apoptoza P6zna apoptoza Nekroza
K 95,22+ 0,33 1,32+0,19 3,33+£0,45 0,22+0,13
Cp 10 89,28 + 0,50 2,97 £0,28 7,71+£0,75 0,03 £ 0,01
Cp 30 87,58 +1,38 335+1 8,97 +1,43 0,11 £ 0,07
Ica 30 77,96 £4,31 16,79 £ 4,34 4,74+ 0,44 0,51+0,52
Ica 60 65,11+ 3,34 15,36 £ 5,16 17,39+1 2,14+1,39

Tab. 18. Wplyw poszczegdinych dawek ikarytyny i cisplatyny na indukcje smierci komadrek linii H1299 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich * odchylenie
standardowe.

Szczegbtowa analiza statystyczna wykazata, ze w przypadku komérek zywych nastgpit
spadek ich odsetka z 95,22% w kontroli do 77,96% (P=0,0009) oraz 65,11% (P<0,0001) po
traktowaniu ikarytyng odpowiednio w stezeniu 30 i 60 uM. Po traktowaniu komorek
cisplatyng w stezeniu 10 uM i 30 uM nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian w
odsetku komérek (Kontrola vs Cp 10 — P=0,2250; kontrola vs Cp 30 — P=0,0914) (tab. 18; wyk.
15A/15B). W odsetku komdrek wczesno-apoptotycznych zaobserwowano wzrost ich odsetka
21,32 % w kontroli do 16,79 % (gdzie P=0,0046) po zastosowaniu ikarytyny w stezeniu 30 uM
oraz 15,36 % (gdzie P=0,0083) po zastosowaniu ikarytyny w stezeniu 60 uM. Po zastosowaniu
obu stezen cisplatyny, tak samo jak w przypadku odsetka komdrek zywych, nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian miedzy kontrolg a dawkami (tab. 18; wyk.
15C/15D). W odsetku komdrek pdzno-apoptotycznych najwiekszy wzrost w odniesieniu do
kontroli zaobserwowano w grupie komorek traktowanych ikarytyng w stezeniu 60 uM z 3,33%
do 17,39% (gdzie P<0,0001), natomiast po zastosowaniu cisplatyny w stezeniu 10 uM i 30 uM
zaobserwowano wzrost odpowiednio do 7,71% (P=0,0061) oraz do 8,97% (P=0,012) (tab. 18;
wyk. 15E/15F).
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Wyk. 15. Wplyw poszczegdélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na indukcje smierci komorek linii H1299 po 48
godzinnej inkubacji ze zwigzkami. (A) Zywe komérki. (B) Zywe komarki — heat mapa istotnosci statystycznych.
(C) Wczesna apoptoza. (D) Wczesna apoptoza — heat mapa istotnosci statystycznych. (E) P6zna apoptoza. (F)
P6zna apoptoza — heat mapa istotnosci statystycznych. (G) Nekroza. (H) Nekroza — heat mapa istotnosci
statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** - P<0,01; * - P<0,05. Na podstawie
minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Wyniki rodzaju indukowanej $mierci komorek linii H1299 z cytometru przeptywowego

pokazano na reprezentatywnych wykresach (ryc. 44).
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Ryc. 44. Wykresy przedstawiajgce zmiany w ilosci komorek linii H1299 w poszczegdlnych populacjach réznych

rodzajow sSmierci komoérki. O$ X — intensywnos$¢ fluorescencji, o$ Y — ilos¢ komoérek. Wybrano jeden

reprezentatywny wykres dla kazdego stezenia zwigzku na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Przebieg procesu apoptozy przedstawiono na ryc. 45 przy uzyciu zdje¢ poklatkowych

wykonanych z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego.

czas [min]

Ryc. 45. Zdjecia reprezentatywne przebiegu procesu apoptozy w pojedynczej komdérce linii H1299. Zdjecia
wykonywane w hodowli przyzyciowej, w interwale 10 minut przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego.
Pierwsze zdjecie wykonano po 1 godzinie i 50 minutach od potraktowania komérek ikarytyng w stezeniu 60
TR
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4.6. Ocena ekspresji cykliny Y

W niniejszej rozprawie doktorskiej poziom ekspresji cykliny Y zbadano z
zastosowaniem dwdch metod pomiarowych. Przy zastosowaniu cytometrii przeptywowej po
48 godzinach inkubacji ze zwigzkami uzyskano wartosci liczbowe, ktére przedstawione zostaty
w postaci Sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe, a nastepnie wykonano analize
statystyczng. W drugiej czesci badan przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne
komorek obu linii traktowanych cisplatyng i ikarytyng. W celu obserwacji zmian ekspresiji
badanego biatka w czasie, barwienie wykonano w 5 punktach czasowych od momentu

potraktowania komérek.

4.6.1. Ocena ekspresji cykliny Y przy uzyciu cytometrii przeptywowej

W celu oceny wptywu zwigzkdw indukujgcych smierc¢ komérki na ekspresje cykliny Y w
liniach niedrobnokomdrkowego raka ptuca A549 oraz H1299 jedng z zastosowanych metod
pomiardw byta cytometria przeptywowa. Detektory fluorescencyjne w cytometrze
przeptywowym stuzg do okreslania ilosci fluorescencji emitowanej przez komorki, co wskazuje

poziom ekspresji wyznakowanego biatka.

4.6.1.1. Komorki linii A549

Wyniki relatywnej sredniej intensywnosci fluorescencji poziomu ekspresji cykliny Y w
linii A549 z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, wykazaty wzrost poziomu badanego
biatka po zastosowaniu cisplatyny i ikarytyny (tab. 19; wyk. 16A/16B). Zauwazono, ze wraz ze
wzrostem dawki obu zwigzkéw wzrasta poziom cykliny Y. W grupie komérek kontrolnych
poziom cykliny Y wynosit 23,58 + 0,42. Przy zastosowaniu dawki cisplatyny w stezeniu 10 uM
ekspresja cykliny Y w pordwnaniu z kontrolg wzrasta prawie 4-krotnie (71,52 + 9,73, gdzie
P<0,0001), natomiast przy stezeniu 30 UM cisplatyny wzrost ekspresji cykliny Y jest juz 7-
krotny (172,03 + 11,35; P<0,0001). W przypadku zastosowania ikarytyny wzrost ekspres;ji
cykliny nie jest az tak znaczny. Relatywna srednia fluorescenc;ji dla ikarytyny w stezeniu 30 uM
i 60 UM wynosi odpowiednio 58,64 + 7,35 (gdzie P<0,0001) oraz 101,33 + 4,01 (P<0,0001) (tab.
19; wyk. 16A/16B).
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Relatywna srednia
Stezenie zwigzku
intensywnos¢
(uM] .
fluorescencji
K 23,58+0,42
Cp 10 71,52 +9,73
Cp 30 172,03+ 11,35
Ica 30 58,64 +7,35
Ica 60 101,33 +4,01

Tab. 19. Wptyw poszczegdélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y w komérkach linii A549.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.

Wyniki istotnosci statystycznych miedzy dawkami, gdzie P<0,0001, wystepujg miedzy
dawka 30 uM cisplatyny, a dawkg 10 uM cisplatyny oraz dawkg 30 uM cisplatyny, a ikarytyna
w stezeniu 30 uM. Natomiast mniejsza réznica (gdzie P<0,001) w poziomie ekspresji cykliny Y
zachodzi miedzy dawka 30 uM cisplatyny w poréwnaniu ze stezeniem ikarytyny wynoszgacym

60 UM (wyk. 16A/16B).
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Wyk. 16. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y w komadrkach linii A549.
(A) Relatywna srednia intensywno$¢ fluorescencji cykliny Y. (B) Relatywna srednia intensywno$¢ fluorescencji
cykliny Y — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** -
P<0,01; * - P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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4.6.1.2. Komorki linii H1299

Przeprowadzone badanie cytometryczne dla linii H1299 réwniez wykazato zmiany w
poziomie ekspresji cykliny Y (tab. 20). W komodrkach kontrolnych relatywna s$rednia
fluorescencji cykliny Y wynosita 30,05 + 3,77 (niewiele wiecej, niz w przypadku linii A549). W
poréwnaniu z grupg komoérek traktowanych cisplatyng w stezeniu 10 uM oraz 30 uM istotnos¢
statystyczna wynosita P<0,0001, a relatywna $rednia fluorescencji 120,38 + 13,43 i 195,39 +
1,81 dla pierwszej i drugiej dawki cisplatyny. Po zastosowaniu ikarytyny w dawce 30 uM i 60
UM poréwnujgc poziom ekspresji badanego biatka z grupa kontrolng otrzymane wyniki
wskazaty istotnos¢ statystyczng tylko w grupie komérek traktowanych dawka 60 uM (106,48
+ 6,40, gdzie P<0,0001), co daje nam 3-krotny wzrost ekspresji cykliny Y (tab. 20, wyk.
17A/178B.).

Analizujgc réznice wzrostu ekspresji miedzy poszczegdlnymi dawkami obu zwigzkéw
mozna zauwazy¢ istotnosci statystyczne, gdzie P<0,0001, miedzy Cp 30, a Ica 30 oraz miedzy
Cp 30, a Ica 60. Miedzy komérkami potraktowanymi cisplatyng w stezeniu 10 uM, a ikarytyna
w stezeniu 30 puM istotno$é statystyczna wynosita P<0,0001, natomiast dla obu dawek

ikarytyny P<0,0001 (wyk. 17A/17B).

Stezenie zwigzku Relatywna srednia
[uMm] fluorescencji
K 30,05 + 3,77
Cp 10 120,38 + 13,43
Cp 30 195,39+1,81
Ica 30 58,64 £ 6,61
Ica 60 106,48 £ 6,40

Tab. 20. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y w komérkach linii H1299.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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Wyk. 17. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y w komérkach linii H1299.
(A) Relatywna srednia intensywnos$¢ fluorescencji cykliny Y. (B) Relatywna srednia intensywnos$¢ fluorescencji
cykliny Y — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uiyciu testu
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** - P<0,001; ** -
P<0,01; * - P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

Reasumujac, wyniki cytometryczne relatywnej sredniej fluorescencji biatka cykliny Y
wykazujg, ze traktowanie komérek niedrobnokomdrkowego raka ptuca linii H1299 zaréwno
cisplatyna, jak i ikarytyng powodowato wzrost ekspresji badanego biatka. Rdznice w poziomie
ekspresji zalezg od rodzaju uzytego zwigzku oraz jego stezenia. Zauwazono, ie wraz ze

wzrostem stezenia zwigzkdw indukujgcych Smieré komérki, wzrasta relatywna S$rednia

intensywnos¢ fluorescencji cykliny Y.

4.6.2. Ocena ekspresji cykliny Y przy uzyciu metody fluorescencyjnego znakowania biatek

W celu oceny wptywu czynnikéw indukujgcych smieré komarki na ekspresje cykliny Y
w komérkach niedrobnokomérkowego raka ptuca linii A549 oraz H1299 zastosowano metode
fluorescencyjnego znakowania badanego biatka. Metoda wykonana zostata dla 5 réznych
czasow inkubacji ze zwigzkami tj. 3, 6, 12, 24 i 48 godzin. Wyniki barwienia fluorescencyjnego

analizowano przy zastosowaniu mikroskopu konfokalnego.

4.6.2.1. Komorki linii A549

Barwienie fluorescencyjne komorek linii A549, ktérego celem byto okreslenie poziomu
ekspresji cykliny Y wykonano w pieciu réznych punktach czasowych. Wykazano dawkozalezny

oraz czasozalezny wptyw cisplatyny oraz ikarytyny na ekspresje badanego biatka. Wraz ze
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wzrostem stezenia cisplatyny oraz ikarytyny, a takze wraz z dtuzszym czasem inkubacji z
wymienionymi zwigzkami poziom ekspresji cykliny Y wzrastat. Najnizszg ekspresje cykliny Y,
zaobserwowano w komoérkach kontrolnych, dodatkowo byta ona niezmienna we wszystkich
czasach inkubacji (ryc. 46-55). Cyklina Y lokalizowata sie gtéwnie w jadrze komdérkowym, ale
jej nieznaczny sygnat mozna zauwazy¢ rowniez w cytoplazmie. Po zastosowaniu cisplatyny
wzrost ekspresji cykliny Y nastgpit juz po 3 godzinach inkubacji ze zwigzkiem (ryc. 46), gdzie
przy zastosowaniu cisplatyny w stezeniu 30 uM immunofluorescencja biatka byta wyzsza w
poréwnaniu z dawkg 10 uM. W czasie 6, 12, 24 oraz 48 godzin inkubacji z cisplatyng ekspresja
cykliny Y wzrastata (ryc. 47-50), a najwyzszy poziom uzyskata w ostatnim punkcie czasowym.
Ekspresja wzrastata zarowno w jadrze komdrkowym, jak i w cytoplazmie. Po zastosowaniu
ikarytyny wyniki w poziomie ekspresji cykliny byty analogiczne do wynikéw cisplatyny
zaktadajgc czasozalezny oraz dawkozalezny wzrost immunofluorescencji (ryc. 51-55).
Natomiast poziom ekspresji cykliny Y byt wyzszy po zastosowaniu cisplatyny, w poréwnaniu z

ikarytyna.
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3 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 46. Wplyw poszczegolnych dawek cisplatyny na komérki linii A549 (3 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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6 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 47. Wplyw poszczegolnych dawek cisplatyny na komorki linii A549 (6 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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12 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 48. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komérki linii A549 (12 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.

104



24 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 49. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komoérki linii A549 (24 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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48 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 50. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komorki linii A549 (48 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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3 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

50 pm

Ryc. 51. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komérki linii A549 (3 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komorki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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6 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 52. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komérki linii A549 (6 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komorki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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12 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 53. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komarki linii A549 (12 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).

(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.

109



24 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 54. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komarki linii A549 (24 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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48 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

lca 60

Ryc. 55. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komarki linii A549 (48 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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4.6.2.2. Komorki linii H1299

Wyniki uzyskane z barwienia immunofluorescencyjnego komarek linii H1299, tak samo
jak w przypadku linii A549, wykazaty wzrost ekspresji cykliny Y zalezny od czasu inkubacji, a
takze rodzaju oraz dawki zastosowanego zwigzku. Najnizszy sygnat fluorescencji wykazywaty
komorki kontrolne, ktéry nie ulegat zmianie we wszystkich punktach czasowych (ryc. 56-65).
W linii H1299 lokalizacja cykliny Y réwniez byta gtéwnie jadrowa. Wzrost ekspresji cykliny Y
nastgpit juz po 3 godzinie od potraktowania komorek cisplatyng i ikarytyng w najnizszych
stezeniach (ryc. 56; ryc. 61). Wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji zaréwno z cisplatyng, jak i
ikarytyng zaobserwowano wzrost ekspresji badanego biatka. Najwyzszy poziom ekspresji
uzyskano po 48 godzinach inkubacji z cisplatyng (ryc. 60). Podczas analizy wszystkich punktow
czasowych nie zaobserwowano znacznej translokacji cykliny Y z jgdra komodrkowego do

cytoplazmy.
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3 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 56. Wplyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komérki linii H1299 (3 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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6 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 57. Wplyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komorki linii H1299 (6 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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12 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 58. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komoérki linii H1299 (12 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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24 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 59. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komoérki linii H1299 (24 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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48 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Cp 10

Cp 30

Ryc. 60. Wptyw poszczegdlnych dawek cisplatyny na komorki linii H1299 (48 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komérki traktowane cisplatyng w stezeniu 10 pM. (G-1) Komérki traktowane cisplatyng w
stezeniu 30 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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3 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

50 pm

Ryc. 61. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komarki linii H1299 (3 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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6 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 62. Wptyw poszczegélnych dawek ikarytyny na komarki linii H1299 (6 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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12 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 63. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny na komarki linii H1299 (12 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komorki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komoérki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 uM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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24 godziny

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

lca 30

Ica 60

Ryc. 64. Wptyw poszczegdéinych dawek ikarytyny na komarki linii H1299 (24 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komorki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.
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48 godzin

Cyklina Y + DAPI F-aktyna + DAPI natozenie

Kontrola

Ica 30

Ica 60

Ryc. 65. Wptyw poszczegdinych dawek ikarytyny na komarki linii H1299 (48 godzinna inkubacja ze zwigzkiem).
(A-C) kontrola. (D-F) Komarki traktowane ikarytyng w stezeniu 30 uM. (G-1) Komorki traktowane ikarytyng w
stezeniu 60 pM. Widoczne: wraz ze wzrostem stezenia zwigzku ekspresja cykliny Y wzrasta.

4.7. Ocena ekspresji biatka RRM2 oraz B-kateniny przy uzyciu metody cytometrii
przeptywowej

Przy uzyciu metody cytometrii przeptywowej zbadano réwniez profil ekspresji innych

biatek tj. RRM2 (podjednostka reduktazy rybonukleotydowej M2) oraz B-kateniny.
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4.7.1. Ocena ekspresji RRM2

Biatko RRM2 zaangazowane jest w synteze DNA i naprawe uszkodzen. Odgrywa
istotng role w wielu krytycznych procesach komodrkowych, takich jak proliferacja komorek,
inwazyjnos$é, migracja i starzenie sie komérek. RRM2 dziata jako czynnik nowotworowy,
ktorego nadekspresja czesto pojawia sie w roznych nowotworach ztosliwych, w tym réwniez
w raku ptuca. Oceniono korelacje miedzy ekspresjg RRM2, a ekspresjg cykliny Y w komérkach
kontrolnych oraz w komdrkach traktowanych cisplatyng oraz ikarytyng obu linii

niedrobnokomdrkowego raka ptuca.

4.7.1.1. Komorki linii A549

Analiza wynikéw cytometrii przeptywowej relatywnej s$redniej intensywnosci
fluorescencji biatka RRM2 wykazata, ze oba zwigzki wptywajg na wzrost ekspresji badanego
biatka, a w szczegdlnosci ikarytyna w najnizszym stezeniu (tab. 21). Istotnosci statystyczne
miedzy kontrolg (25,37 + 1,52), a cisplatyng w stezeniu 10 uM (62,87 + 1,70) i 30 uM (73,9 +
8,90) oraz ikarytyng w stezeniu 30 uM (74,96 + 1,14) i 60 uM (69,71 + 0,89) wynoszg P<0,0001
(tab. 21; wyk. 18A/18B).

Relatywna srednia
Stezenie zwigzku

intensywnos¢

[uM] .
fluorescencji

K 25,37 +1,52

Cp 10 62,87 +1,70

Cp 30 73,9+ 8,90

Ica 30 74,96 £ 1,14

Ica 60 69,71 £ 0,89

Tab. 21. Wptyw poszczegdélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje RRM2 w komérkach linii A549.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.

W przypadku analizy istotnosci statystycznych relatywnej S$redniej intensywnosci
fluorescencji biatka RRM2 miedzy poszczegdlnymi dawkami cisplatyny i ikarytyny najmniejsza

roznice mozna zauwazy¢, miedzy najwyzszym stezeniem cisplatyny i najnizszym ikarytyny,
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gdzie wystepuje brak istotnosci statystycznej (P=0,9979), a

cisplatyny i 60 uM ikarytyny, gdzie P=0,7648 (wyk. 18A/18B).

A

Relatywna $rednia
intensywnos¢ fluorescenciji

100 =

B80=

40

20+

1

T
Kontrola Cp 10

RRM2

B

Steienie zwigzku [pM]

1 Kontrola 0.000
cene
1 cp 10
1
T Cp 30
lca 30
Ica 60
T
Cp30 Ica30 Ica60

Kontrola Cp 10

takze miedzy dawka 30 uM

RRM2

0.9979

0.7648

T T
Cp 30 lca30 Ica6G0

Wyk. 18. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje RRM2 w komarkach linii A549. (A)
Relatywna srednia intensywnos¢ fluorescencji RRM2. (B) Relatywna srednia intensywnos¢ fluorescencji RRM2

— heat mapa
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001. Na podstawie

istotnosci

minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

Relatywna srednia
intensywnos$¢ fluorescencii

8™

6=

iN |

statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uiyciu testu

B RRM2
= cyklinaY

Tl

[

cp 10 Cp 30

Ica 30

Stezenie zwigzku [uM]

Ica 60

Wyk. 19. Wptyw poszczegélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y oraz RRM2 w komarkach

linii A549.

W linii A549 ekspresja RRM2 oraz cykliny Y wzrasta po traktowaniu komérek zwigzkami

indukujgcymi smier¢ komorki. Zaréwno w przypadku cykliny Y, jak i RRM2, wystepuje wzrost

ekspresji badanych biatek zalezny od rodzaju i stezenia uzytego zwigzku (wyk. 19).
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4.7.1.2. Komorki linii H1299

Ocena relatywnej $redniej intensywnosci fluorescencji RRM2 w linii H1299 wykazata
zmiany w ekspresji badanego biatka. W przypadku grupy komdrek traktowanych cisplatyna
zauwazalne byto, ze poziom intensywnosci wzrastat wraz ze wzrostem stezenia zwigzku.
Odwrotng tendencje obserwowano po zastosowaniu ikarytyny. Wyniki cytometryczne dla
grupy kontrolnej wynosity 44,75 £ 1,35, natomiast dla pierwszej i drugiej dawki cisplatyny
wynosity odpowiednio 135,16 + 2,41 oraz 195,77 + 2,99. W przypadku ikarytyny relatywna

srednia intensywnos¢ fluorescencji dla nizszej dawki wynosita 78,46 £ 0,93, a dla wyzszej dawki
- 64,15 + 0,76 (tab. 22). Istotnos¢ statystyczna miedzy kontrolg, a dawkami cisplatyny, ale

réowniez miedzy samymi dawkami wynosita P<0,0001 (wyk. 20A/20B). Po zastosowaniu
ikarytyny wzrost ekspresji RRM2 nie byt tak wysoki w linii A549, jak w przypadku komorek linii
H1299. Istotnosc statystyczna, gdzie P<0,0001, wystepowata miedzy grupg kontrolng (44,75 +
1,35), a grupg komorek traktowanych ikarytyng w stezeniu 30 i 60 uM. Istotnie statystyczne
réznice miedzy dawkami cisplatyny i ikarytyny wynosity P<0,0001 (tab. 22; wyk. 20A/20B).
Przedstawione wyniki zmian w poziomie ekspresji biatka RRM2 wykazujg 3-4,36-krotnie
wyzsze wartosci w przypadku pomiardéw intensywnosci fluorescencji po traktowaniu komérek
cisplatyng w poréwnaniu z kontrolg. Natomiast w przypadku ikarytyny wyniki sg 1,44-1,74-

krotnie wyzsze.

Relatywna srednia
Stezenie zwigzku

intensywnos¢

(uM] .
fluorescencji

K 44,75+ 1,35

Cp 10 135,16 + 2,41

Cp 30 195,77 + 2,99

Ica 30 78,46 £ 0,93

Ica 60 64,15+ 0,76

Tab. 22. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje RRM2 w komadrkach linii H1299.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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A RRM2 B RRM2
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I I Kontrola 0.0001
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100 A
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Kontrola Cp10 Cp30 Ica30 lca 60 Kontrola Cp10 Cp30 lca30 lea60

Stezenie zwigzku [pM]

Relatywna érednia
intensywnaosc fluorescencji

0.0001

Wyk. 20. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje RRM2 w komérkach linii H1299. (A)
Relatywna srednia intensywnos$¢ fluorescencji RRM2. (B) Relatywna srednia intensywnosc¢ fluorescencji RRM2
— heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy uiyciu testu
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001. Na podstawie
minimum 3 niezaleznych doswiadczen.

8= m RRM2
= cyklinaY

lmm IH I i lﬂ

Cp10 Cp 30 lca 30 Ica 60
Stezenie zwigzku [uM]

Relatywna srednia
intensywnosé¢ fluorescencji
T

Wyk. 21. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y oraz RRM2 w komérkach
linii H1299. Wykres przedstawia zaleznosci ekspresji cykliny Y i RRM2.

Analiza relatywnej $redniej intensywnosci fluorescencji cykliny Y oraz RRM2 wykazuje,
ze ekspresja RRM2 koreluje z poziomem cykliny Y w grupach komodrek traktowanych
wybranymi stezeniami cisplatyny i ikarytyny w linii komdrkowej H1299. Ekspresja badanych
biatek osigga maksimum w grupie komodrek traktowanych cisplatyng w stezeniu 30 puM

(wyk. 21).
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4.7.2. Ocena ekspresji B-kateniny

B-katenina jest wielofunkcyjnym biatkiem odgrywajacym kluczowg role w homeostazie
fizjologicznej. Jego nieprawidtowa ekspresja prowadzi do rozwoju réznych chordb, w tym raka.
B-katenina bierze udziat w szlaku sygnalizacji Wnt, w ktérym istotng role odgrywa réwniez
cyklina Y. Przy uzyciu metody cytometrycznej oceniono korelacje miedzy ekspresjg B-kateniny

i cykliny Y w linii A549 oraz H1299.

4.7.2.1. Komorki linii A549

W gruczolakoraku ptuca linii A549 relatywna srednia intensywnos¢ fluorescencji B-
kateniny w grupie komodrek kontrolnych wynosita 143,64 + 11,24 oraz odpowiednio 252,12
+13,35; 313,88 + 2,86; 229,07 + 4,28; 268,76 + 4,85 dla grup komoérek traktowanych cisplatyng
w stezeniu 10 uM i 30 uM, a takze ikarytyng w stezeniu 30 uM i 60 uM (tab. 23). Istotnosc
statystyczna miedzy kontrolg, a poszczegdlnymi dawkami zwigzkéw wynosita P<0,0001 (wyk.
22). Analiza statystyczna wynikéw cytometrycznych miedzy dawkami uzytych w badaniach
zwigzkdw wykazata mniejszg istotnosé statystyczng miedzy cisplatyng 10 uM, a ikarytyng 30
UM (P=0,0746) oraz miedzy cisplatyng 10 uM, a ikarytyng 60 uM (P=0,2433) (wyk. 22).
Najwiekszy wzrost intensywnosci fluorescencji (2,18-krotny) obserwowany jest po

zastosowaniu najwyzszej dawki cisplatyny.

Relatywna srednia
Stezenie zwigzku

intensywnos¢

(uM] .
fluorescencji
K 143,64 + 11,24

Cp 10 252,12 +13,35

Cp 30 313,88 £ 2,86

Ica 30 229,07 £ 4,28

Ica 60 268,76 + 4,85

Tab. 23. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje B-kateniny w komarkach linii A549.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.
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Wyk. 22. Wptyw poszczegdlnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje B-kateniny w komadrkach linii A549.
(A) Relatywna srednia intensywnos¢ fluorescencji B-kateniny. (B) Relatywna s$rednia intensywnosé
fluorescencji B-kateniny — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** -
P<0,001; ** - P<0,01. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Wyk. 23. Wplyw poszczegéinych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y oraz B-kateniny w
komérkach linii A549. Wykres przedstawia zaleznosci ekspresji cykliny Y i B-kateniny.

Analiza wykresu zaleznosci ekspresji cykliny Y i B-kateniny w linii A549 traktowanej
cisplatyng oraz ikarytyng pokazuje, ze zaréwno cyklina Y, jak i B-katenina wykazuja
dawkozalezny wzrost ekspresji wzgledem zastosowanych zwigzkdw. Zastosowanie obu stezen
cisplatyny i ikarytyny powodowato wzrost ekspresji analizowanych biatek. Najwyzszy poziom
ekspresji obu biatek przypada wykazano po traktowaniu komorek cisplatyng w stezeniu 30 uM

(wyk. 23).
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4.7.2.2. Komorki linii H1299

Ocena intensywnosci fluorescencji B-kateniny w komadrkach linii H1299 wykazata jej
statystycznie istotny wzrost pomiedzy grupg kontrolng komoérek (210,54 + 5,73), a grupami
komorek traktowanymi obiema dawkami cisplatyny i ikarytyny, ktére wynosity odpowiednio
367,15 + 12,42; 456,04 + 10,62; 344,41 + 9,15 oraz 394,92 + 4,26, gdzie P<0,0001 (tab. 24;
wyk. 24A/24B).

Relatywna srednia
Stezenie zwigzku

intensywnos¢

(uM] .
fluorescencji

K 210,54 £5,73

Cp 10 367,15+12,42
Cp 30 456,04 £ 10,62

Ica 30 344,41 £9,15

Ica 60 394,92 + 4,26

Tab. 24. Wptyw poszczegolnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje B-kateniny w komarkach linii H1299.
Wyniki poszczegdlnych grup przedstawiono w postaci srednich + odchylenie standardowe.

Analiza wartosci relatywnej s$redniej intensywnosci fluorescencji miedzy dawkami
cisplatyny oraz ikarytyny wykazata, jej statystycznie istotny wzrost, gdzie P<0,0001,
poréwnujgc grupe komoérek traktowanych cisplatyng 30 uM z grupa komérek traktowang
ikarytyng w stezeniu 30 uM oraz pomiedzy dawkami cisplatyny. Jednakze, rdinice w
intensywnosci fluorescencji nie byly juz tak znaczne w zestawieniu grupy komodrek
traktowanych cisplatyng w stezeniu 10 uM z najwyzszg dawkg ikarytyny (P=0,0309) (wyk.
24A/24B).

Wyniki intensywnosci fluorescencji B-kateniny w linii A549 oraz w linii H1299 s3
analogiczne i potwierdzajg dawkozalezny wptyw zwigzku platyny i ikarytyny stosowanych w

niniejszej pracy na ekspresje badanego biatka.
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Wyk. 24. Wptyw poszczegélnych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje B-kateniny w komadrkach linii
H1299. (A) Relatywna srednia intensywnos¢ fluorescencji B-kateniny. (B) Relatywna $rednia intensywnos¢
fluorescencji B-kateniny — heat mapa istotnosci statystycznych. Analize statystyczng przeprowadzono przy
uzyciu testu dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA na poziomie istotnosci, gdzie **** - P<0,0001; *** -
P<0,001; * - P<0,05. Na podstawie minimum 3 niezaleznych doswiadczen.
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Wyk. 25. Wplyw poszczegéinych dawek ikarytyny i cisplatyny na ekspresje cykliny Y oraz B-kateniny w
komérkach linii H1299. Wykres przedstawia zaleznosci ekspresji cykliny Y i B-kateniny.

Analiza poréwnawcza ekspresji cykliny Y i B-kateniny w linii H1299, tak samo jak w
przypadku linii A549, wykazata dawkozalezny wptyw obu cytostatykdw na relatywng srednig
intensywnos¢ fluorescencji biatek. Wykazano korelacje pomiedzy wzrostem cykliny Y, a B-
kateniny po zastosowaniu zwigzkéw indukujgcych smieré¢ komérki. Adekwatnie do wynikéw w
linii A549 najwyzszy poziom ekspresji obu biatek przypada na grupe komérek traktowanych

cisplatyng w stezeniu 30 uM w linii H1299 (wyk. 25).
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4.8. Krysztaty ikarytyny

W trakcie wykonywania badan do niniejszej rozprawy doktorskiej juz na etapie hodowli
komoérkowej, a doktadniej podczas 48 godzinnej inkubacji komdrek obu linii z ikarytyng,
zauwazono tworzenie sie ,krysztatow” (ryc. 66). Powstawanie krysztatéw w wiekszej ilosci
oraz o bardziej réwnomiernym ksztatcie przypominajagcym romb zauwazalne byto w linii

H1299.

Linia A549 Linia H1299

Ryc. 66. Komorki linii A549 i H1299 traktowane 60 uM ikarytyny w trakcie 48 godzinnej inkubacji. Zdjecia

wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego z kamera OLYMPUS oraz aplikacji EPview™.
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W celu oceny pochodzenia krysztatéw oraz ich wptywu na wyniki innych testéw
wykonano kilka dodatkowych badan:
1. Ocena spektrofotometryczna ikarytyny rozpuszczonej w DMSO.
2. Wybarwienie komodrek obu linii (po 48 godzinach inkubacji z ikarytyng w stezeniu 60 uM)
hematoksyling i eozyna, a nastepnie ocena przy uzyciu mikroskopu sSwietlnego oraz
mikroskopu polaryzacyjnego.
3. Obserwacja medium hodowlanego bez dodatku ikarytyny oraz z dodatkiem ikarytyny w
stezeniu 30i 60 uM przez 48 godzin przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego.
4. Obserwacja komoérek linii A549 i H1299 traktowanych ikarytyng w stezeniu 60 uM przez 48

godzin przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego.

Ocena wykonanych badan dodatkowych dostarczyta nastepujgcych informacji:

1. Analiza spektrofotometryczna ikarytyny, wykonana zostata w celu oceny wptywu zwigzku
na intensywnos$¢ Swiatta przepuszczonego. Badanie wykonano przy dfugosci fali 570 nm
(dtugosé fali stosowana w tescie MTT). Uzywana w niniejszej pracy ikarytyna zakupiona zostata
w postaci proszku i rozpuszczona w DMSO, wedtug zalecen producenta (5mg/ml). Na ptytke
96-dotkowg do jednego dotka dodano 100 ul rozpuszczonej ikarytyny, natomiast do drugiego
dotka 100 pl czystego DMSO jako prdba slepa ,,blank”. Przeprowadzone badanie wykazato, ze
w obu pomiarach ikarytyna nie wptywata na intensywnos¢ Swiatta przepuszczonego.

2. Wybarwienie komérek hematoksyling oraz eozyng obu linii komérkowych traktowanych
ikarytyng w stezeniu 60 uM i obserwacja wynikdow przy uzyciu mikroskopu Swietlnego,
wykazata powstawanie zétto-zielonych krysztatéow (ryc. 67). Krysztaty powstawaty zawsze w
obrebie komarki, dlatego nie jest jednoznaczne czy budowaty sie one w komodrce np. w

siateczce $rddplazmatycznej, czy na jej powierzchni.
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Ryc. 67. Komorki linii A549 i H1299 traktowane 60 uM ikarytyny wybarwione hematoksyling oraz eozyna.
Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietinego z kamerg OLYMPUS oraz aplikacji EPview™.

Przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego wykonano zdjecia w trzech réznych
ustawieniach tj. zdjecia bez polaryzacji, przy uzyciu pétpolaryzacji oraz przy uzyciu petnej
polaryzacji. Analiza wynikdw wykazata $wiecenie krysztatow, co $wiadczy o ich
nieorganicznym charakterze i jednoznacznie sugeruje ich pochodzenie jako krysztaty ikarytyny

(ryc. 68; 69).
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Ryc. 68. Komorki linii A549 i H1299 traktowane 60 uM ikarytyny wybarwione hematoksyling oraz eozynga.
Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu polaryzacyjnego z zastosowaniem systemu komputerowej analizy
obrazu, w oparciu o program NIS-elements 4.00 i kamere CCD (DS.-5Mc-U, Nikon).
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H1298

Brak polaryzacji

Polaryzacja

Ryc. 69. Powstate krysztaty ikarytyny w komarkach linii H1299. Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
polaryzacyjnego z zastosowaniem systemu komputerowej analizy obrazu, w oparciu o program NIS-elements
4.00 i kamere CCD (DS.-5Mc-U, Nikon).

3. Obserwacja petnego medium do hodowli komérek (tj. DMEM dla linii A549 oraz RPMI 1640
dla linii H1299; oba z 10% FBS, antybiotykami oraz L-glutaming) oraz petne medium z
dodatkiem ikarytyny w stezeniu 30 i 60 uM wykorzystywanych w pozostatych badaniach przez
48 godzin przy uzyciu przyzyciowego mikroskopu kontrastowo-fazowego, nie wykazata
powstawania krysztatow. Warunki w komorze mikroskopu byty takie same jak w inkubatorze
hodowlanym. Sugeruje sie, ze krysztaty nie powstajg w samym medium hodowlanym. Do ich

wytwarzania niezbedna jest obecnos$¢ komaérek (ryc. 70-75).
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Ryc. 70. Zdjecia reprezentatywne kontrolnego medium DMEM do hodowli komérek linii A549 bez dodatku
ikarytyny. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego trwata
48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory mikroskopu, kolejne
w interwale 120 minut.
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Ryc. 71. Zdjecia reprezentatywne medium DMEM do hodowli komdérek linii A549 z dodatkiem ikarytyny
stezeniu 30 pM. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego
trwata 48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory mikroskopu,
kolejne w interwale 120 minut.
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Ryc. 72. Zdjecia reprezentatywne medium DMEM do hodowli komérek linii A549 z dodatkiem ikarytyny
stezeniu 60 pM. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego
trwata 48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory mikroskopu,
kolejne w interwale 120 minut.
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Ryc. 73. Zdjecia reprezentatywne kontrolnego medium RPMI 1640 do hodowli komérek linii H1299 bez
dodatku ikarytyny. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-
fazowego trwata 48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory
mikroskopu, kolejne w interwale 120 minut.
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Ryc. 74. Zdjecia reprezentatywne medium RPMI 1640 do hodowli komérek linii H1299 z dodatkiem ikarytyny
stezeniu 30 uM. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego
trwata 48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory mikroskopu,
kolejne w interwale 120 minut.
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Ryc. 75. Zdjecia reprezentatywne medium RPMI 1640 do hodowli komérek linii H1299 z dodatkiem ikarytyny
stezeniu 60 uM. Obserwacja medium w hodowli przyzyciowej przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego
trwata 48 godzin. Pierwsze zdjecie wykonano po 10 minutach od wstawienia medium do komory mikroskopu,
kolejne w interwale 120 minut.
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4. W trakcie obserwacji komérek linii A549 oraz H1299 traktowanych ikarytyng w stezeniu 60
MM przez 48h przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowego oraz wykonywaniu zdjec
poklatkowych w interwale 10 minutowym zauwazono powstawanie krysztatéw juz po 1
godzinie i 10 minutach od momentu potraktowania komérek. Wszystkie obserwowane
krysztaty miaty bezposrednig stycznos¢ z komdrkami linii A549 i H1299, a nawet sugeruje sie,

ze powstawaty one w komérkach (ryc. 76-77).
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Ryc. 76. Zdjecia reprezentatywne procesu powstawania krysztatéow ikarytyny w komérkach linii A549
traktowanych ikarytyng. Powstawanie krysztaldw w czasie zaznaczono zielong strzatka w komorce
apoptotycznej oraz 26tta strzatka w komdérce nieulegajgcej Smierci. Zdjecia wykonywane przyzyciowo, w 10
minutowym interwale przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowy. Pierwsze zdjecie wykonano po 1 godzinie
i 10 minutach od potraktowania komorek ikarytyng w stezeniu 60 uM.
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Ryc. 77. Zdjecia reprezentatywne procesu powstawania krysztatéw ikarytyny w komérkach linii H1299
traktowanych ikarytyng. Powstawanie krysztalbw w czasie zaznaczono zielonymi strzatkami. Zdjecia
wykonywane przyzyciowo, w 10 minutowym interwale przy uzyciu mikroskopu kontrastowo-fazowy. Pierwsze
zdjecie wykonano po 1 godzinie i 10 minutach od potraktowania komarek ikarytyng w stezeniu 60 uM.
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5. Dyskusja

Kazdego roku na catym sSwiecie odnotowuje sie wzrost zachorowan oraz zgondw
wywofanych nowotworami. Stosowane konwencjonalne metody leczenia tj. chemioterapia,
radioterapia, czy operacje chirurgiczne sg coraz mniej skuteczne w walce z chorobami
nowotworowymi, ktdre stajg sie bardziej agresywne i oporne na wiekszo$¢ wprowadzonych
dotychczas lekéw. Dlatego poszukiwanie nowych metod leczenia (na przyktad niedawno
wprowadzona terapia celowana, terapia komérkami macierzystymi, terapia ablacyjna, a takze
stosowanie nanoczgsteczek), oraz udoskonalanie juz stosowanych terapii staje sie gtéwnym
zadaniem naukowcoéw z catego swiata [12]. Jednak nie tylko ciggty rozwéj metod leczenia
mniej lub bardziej zaawansowanych nowotwordéw jest przedmiotem badan. Rowniez ciggte
poszukiwanie markeréw prognostycznych jest w zainteresowaniu badaczy. Jak postulowat
Hipokrates, prekursor profilaktyki, ,Lepiej zapobiegac, niz leczy¢”. Wczesniejsze wykrycie raka
daje wieksze mozliwosci wyleczenia pacjenta, co wigze sie z obnizeniem ilosci wystepujgcych
zgondw. Biomarkery sg niezbednym narzedziem w onkologii, ktére wykorzystywane sg do
oceny obecnego wyniku pacjenta oraz okreslenia prawdopodobienstwa nawrotu choroby
nowotworowej po zakonczonym leczeniu. Jednak niewiele markeréw prognostycznych
rozwineto sie w ostatnich latach od odkrycia do zwalidowania narzedzi stosowanych w
praktyce klinicznej [105,106]. Dlatego ciggte poszukiwania nowych narzedzi profilaktycznych
tj. markery prognostyczne oraz mniej inwazyjnych i bardziej skutecznych sposobdéw leczenia
nowotwordw jest tak wazne.

W niniejszej pracy oceniono ekspresje biatka z rodziny cyklin — cykliny Y — oraz zmiany
w morfologii, cyklu komérkowym, potencjale migracyjnym, a takze rodzaj indukowanej
Smierci komoérek niedrobnokomdérkowego raka ptuca linii A549 oraz komorek
niedrobnokomérkowego raka ptuca z przerzutu do weztéw chtonnych linii H1299 pod
wptywem czynnikdéw indukujgcych $mieré komorki. Do realizacji zatozonego celu pracy
zastosowano cisplatyne w stezeniach 10 i 30 uM oraz ikarytyne w stezeniach 30 i 60 uM z
uwzglednieniem ICio, ICso oraz I1Cso. Cisplatyna, cho¢ stosunkowo toksyczna, stosowana jest w
leczeniu nowotwordéw réznego typu od 50 lat, natomiast ikarytyna moze niedtugo staé sie
nowym lekiem w walce z chorobami nowotworowymi. Jednak doktadne zrozumienie

mechanizmow molekularnych i szlakow, dzieki ktérym zaréwno cisplatyna, jak i ikarytyna
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osiggajg swoje efekty chemoprewencyjne moze pozwoli¢ w przysztosci na skuteczniejszg
terapie przeciwnowotworowa.

Analiza dostepnej literatury wykazuje, ze skutecznosé przeprowadzonej chemioterapii
z uzyciem cisplatyny jest stosunkowo ograniczona przez wrodzong lub nabytg opornosc
nowotwordéw na ten rodzaj leku. Galluzzi i wsp. sklasyfikowali mechanizmy opornosci na
cisplatyne, ktére dzielg sie na cztery kategorie. Nalezg do nich (i) zapobieganie wigzaniu
cisplatyny z DNA poprzez zmniejszong akumulacje komérkowa lub zwiekszone wigzanie ze
sktadnikami cytoplazmatycznymi (pre-target resistance); (ii) tolerowanie lub naprawa
adduktow cisplatyna-DNA (on-target resistance); (iii) zmiany lub defekty w szlakach
sygnatowych w odpowiedzi na uszkodzenie DNA przez cisplatyne (post-target resistance); oraz
(iv) stosowanie mechanizméw, ktére nie angazujg bezposrednio sygnatéw inicjowanych
cisplatyna, ale umozliwiajg komdrkom obejscie sSmierci komorki wywotanej cisplatyng (off-
target resistance) [107].

Waznym aspektem w opornosci komérek nowotworowych na cisplatyne moze byé
rowniez aktywnos¢ (lub jej brak) supresora nowotworu biatka p53, ktéry odgrywa kluczowa
role w wielu procesach komdérkowych takich jak regulacja procesu apoptozy, naprawa DNA, a
takze regulacja cyklu komérkowego. Biatko p53 ma kluczowe znaczenie w regulacji proliferacji
komorek po uszkodzeniu DNA, a zaktécenie funkcji tego biatka przez mutacje zostato uznane
za czynnik odpowiedzialny za oporno$¢ komérek nowotworowych na S$rodki
chemioterapeutyczne [108]. Wynikiem ostrego stresu genotoksycznego jest gwattowna
aktywacja biatka p53, ktéra powoduje $mieré¢ komérek na drodze apoptozy. Jednakze biatko
p53 moze dziata¢ réwniez ochronnie na komarki, w ktérych nastgpito nieznaczne uszkodzenie
DNA. W takim przypadku jego aktywnos¢ wptywa na uruchomienie kaskady napraw, dzieki
czemu komdrka utrzymywana jest przy zyciu. Inaktywacja genu TP53, ktéry koduje biatko p53,
zachodzi czesto w réznych typach nowotwordw. Spowodowane jest to poprzez delecje lub
mutacje wystepujgce w komdrkach nowotworowych, a w konsekwencji wptywa na przezycie
guza [109]. Analiza dostepnej literatury wykazata, ze skuteczne zahamowanie progresji
nowotworu mozna uzyska¢ poprzez przywrdcenie aktywnosci supresora nowotworu typu
dzikiego (p53WT). Sugeruje sie, ze komoérki nowotworowe, ktére zawieraty biatko p53 typu

dzikiego byly bardziej wrazliwe na terapie onkologiczng (tj. chemioterapia i radioterapia)
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[110]. Natomiast badania Breen i wsp. wykazujg, ze samo wprowadzenie p53 typu dzikiego
nie jest wystarczajgce, aby znaczgco zmieni¢ wrazliwosé linii komoérkowej na leki
chemioterapeutyczne [111].

Dostepne analizy potwierdzajg wyniki przeprowadzonych w niniejszej pracy badan,
ktére wykazuja, ze linia komorkowa A549, ktdra posiada aktywne biatko p53 wykazywata
mniejszg opornosé na cisplatyne w poréwnaniu z linig H1299 z czesciowa delecjg genu TP53.
Wynikiem mniejszej opornosci mogta byé, wczesniej wspomniana silna aktywacja p53
wywotana dziataniem cisplatyny, co skutkowato zmniejszeniem proliferacji komérek linii A549,
a takze wyzszym odsetkiem komorek wczesno- oraz pdézno-apoptotycznych w poréwnaniu z
linig H1299. Dlatego wyznaczenie efektywnej dawki cisplatyny, ktéra spowoduje
zahamowanie proliferacji komérek o 10% i 50% po 48 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem w
przypadku linii H1299 wymagata zastosowania prawie dwukrotnie wyzszej dawki cisplatyny w
poréwnaniu z linig A549.

Po traktowaniu komérek ikarytyng réznice w efektywnosci dawki miedzy badanymi
liniami komdrkowymi nie byty juz tak znaczne. Jak donoszg wyniki badan Gao i wsp. ikarytyna
jest zdolna do hamowania proliferacji komadrek raka jajnika, ktére s3 oporne na cisplatyne.
Spowodowane by¢ to moze apoptozg wywotang zwigzkiem pochodzenia naturalnego
zwigzang z aktywacjq biatka p53 oraz supresjg szlaku Akt/mTOR [101]. Akt i mTOR sg kinazami
serynowo-treoninowymi odgrywajgcymi wazng role we wzroscie, proliferacji, przezyciu i
réznicowaniu komorek. Oba biatka wymagajg fosforylacji w okreslonych miejscach w celu ich
petnej aktywacji. Wyniki te mogg sugerowaé, ze w liniach nowotworu pfuca opornych na
cisplatyne, ikarytyna wykazuje lepsze dziatanie hamujgce proliferacje komdrek. W wielu
nowotworach szlak Akt/mTOR jest nadaktywny, co zmniejsza apoptoze i umozliwia
proliferacje komdrek nowotworowych. Natomiast w komadrkach prawidtowych jest niezbedny
do promowania wzrostu, proliferacji oraz rdézinicowania komodrek macierzystych, w
szczegblnosci nerwowych komadrek macierzystych [112].

W niniejszej pracy analizowano rowniez morfologie badanych komdrek po
zastosowaniu czynnikoéw indukujgcych sSmieré komoérki. Najczesciej obserwowano komorki
powiekszone z powiekszonym jagdrem komérkowym w linii A549 i H1299 po traktowaniu

zaréwno cisplatyng, jak i ikarytyng. Rozmiar jgdra rézni sie miedzy komérkami prawidtowymi
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i nowotworowymi, a atypia jagdrowa jest powszechnym markerem diagnostycznym
i prognostycznym [113]. W niniejszej pracy w wyniku dziatania czynnikéw indukujgcych $mier¢
komorki zwiekszeniu ulegly rozmiary komoédrek i jader komorkowych badanych linii
nowotworowych. Wyniki badan Weng i wsp. wykazujg, Zze zastosowanie cisplatyny
spowodowato powstawanie komodrek powiekszonych, w ktérych nastgpito powiekszenie
Srednicy jadra komorkowego w liniach komdrkowych czerniaka, co skutkowato zwiekszeniem
opornosci komérek na inne leki [114]. Jak sugeruje Schirmer i wsp. zmiana wielkosci jadra
komérkowego moze wptywaé na powstawanie przerzutéw. Sugeruje sie, ze wraz ze
zwiekszeniem wielkosci jadra komérkowego zdolno$¢ komérek do przerzutowania maleje ze
wzgledu na to, iz utrudnione zostaje jej przejscie przez potgczenie komdrka-komodrka [113].

Powiekszenie komérek oraz zmiany w jgdrze komérkowym tj. mikro- i makronukleacja,
a takze multinukleacja nalezg do gtéwnych cech morfologicznych katastrofy mitotycznej.
Komitet do Spraw Nazewnictwa Smierci Komdrkowej definiuje ten proces jako mechanizm
onkosupresyjny, w wyniku ktérego nastepuje zahamowanie proliferacji komérek na drodze
inicjacji $mierci komaérki lub procesu starzenia [72]. Vakifahmetoglu i wsp. badali role biatka
p53 w mechanizmie katastrofy mitotycznej. Traktujgc linie komodrkowe raka jajnika cisplatyng
wykazali, ze w przypadku braku funkcjonalnego supresora p53, leczenie cisplatyna
wywotywato katastrofe mitotyczng, a nastepnie martwice [115]. Przedstawione wyniki moga
by¢ potwierdzeniem niniejszych badan, w ktorych komarki o fenotypie katastrofy mitotyczne;j
H1299 nie posiada aktywnego biatka p53. Niestety nie ma dostepnych badan nad wptywem
ikarytyny na mechanizm katastrofy mitotycznej.

Kolejng zmiang morfologiczng wystepujgca w obu badanych liniach komérkowych byta
wakuolizacja cytoplazmy. Jest to proces, ktory najczesciej obserwowany jest po zastosowaniu
zwigzkdw chemicznych, ale takze jest wynikiem dziatania na komérki wiruséow lub bakterii.
Proces cytoplazmatycznej wakuolizacji moze byé przejsciowy, gdy komdrka wystawiona jest
na dziatanie induktora (najczesciej zwigzku lipidowego zawierajgcego aminy), co wptywa na
zmiany w cyklu komorkowym i migracji komérek. Natomiast nieodwracalna wakuolizacja w
obecnosci  bodica cytotoksycznego jest wyznacznikiem  wystepujacego  stanu

cytopatologicznego, ktéory w ostatecznosci prowadzi do $mierci komorki. Jednakze,
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mechanizm, dzieki ktéremu zwigzki syntetyczne (w tym leki) lub zwigzki pochodzenia
naturalnego indukujg ten proces nie zostat scharakteryzowany [116]. Shin i wsp. uzyskali
rowniez podobne wyniki traktujgc cisplatyng komérki raka ptuca linii H460. Dawka 5 uM
cisplatyny wywotywata zaawansowang wakuolizacje cytoplazmy badanych komérek [117].
Aktualnie nie ma danych literaturowych na temat wptywu ikarytyny na proces
cytoplazmatycznej wakuolizacji. Analiza zebranych wynikéw wskazuje na fakt, iz cisplatyna i
ikarytyna indukujg proces nieodwracalnej wakuolizacji cytoplazmy w liniach komorkowych
A549 oraz H1299, ktéry moze prowadzi¢ do $mierci komoérek.

Kolejnym etapem badan byto okreslenie wptywu cisplatyny i ikarytyny na cykl
komérkowy linii nowotworowych ptuca. Analizujgc dane z pomiaréw cytometrycznych
rozktadu komodrek w poszczegdlnych fazach cyklu komoérkowego mozina zauwazyé, iz
cisplatyna w obu liniach wptywa na zatrzymanie komérek w fazie G2/M. W linii A549 istotny
statystycznie wzrost wystepowat po zastosowaniu dawki 10 uM cisplatyny. Natomiast w linii
H1299 istotnos¢ statystyczna wykazana zostata dla obu dawek. Analogiczne wyniki uzyskali
Sarin i wsp., ktérzy traktowali cisplatyng linie A549 i oporng na zwigzek platyny linie
A549"CDDP?°%, Autorzy wykazali, Zze w linii A549 nastgpito zatrzymanie cyklu w fazie G2/M,
natomiast w linii A549"CDDP?%%° nje obserwowano takich zmian [118]. Z kolei po zastosowaniu
ikarytyny w przedstawionych w niniejszej pracy badaniach, zatrzymanie cyklu komdrkowego
nastgpito w fazie GO/G1, a takze zwiekszyt sie odsetek komodrek w fazie S w poréwnaniu z
grupa kontrolng. Wedtug Liu i wsp. leczenie ikarytyng wptywa na zatrzymanie komorek glejaka
wielopostaciowego w fazie GO/G1 cyklu komdrkowego zaleznie od dawki oraz czasu inkubacji
ze zwigzkiem. Autorzy sugerowali zwigzek miedzy przeciwnowotworowym dziataniem
ikarytyny, a aktywacjg sygnalizacji AMPK, ktdra nastepnie dziata hamujgco na PPARYy (receptor
gamma aktywowany przez proliferatory peroksysomdw, ang. Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma). PPARy ulega wysokiej ekspresji w réznych ludzkich tkankach
nowotworowych, w tym niedrobnokomdrkowym raku ptuca, raku jelita grubego i raku zotgdka
[95]. Przedstawione wyniki badan potwierdzajg wptyw obu zwigzkdow cytotoksycznych na
regulacje cyklu zyciowego komorek obu linii niedrobnokomérkowego raka ptuca.

Na podstawie analiz testu tworzenia kolonii, migracji komadrek oraz tempa ich migracji

oceniono potencjat migracyjny komérek linii A549 oraz H1299 traktowanych cisplatyng i
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ikarytyna. Zaréwno inwazja, jak i migracja sg nieodtgcznymi cechami przerzutu nowotworu,
ktory powoduje smieré¢ pacjentdow onkologicznych. Za pomoca réznych mechanizmoéw, do
ktorych nalezg zbiorowa migracja komorek (migracja kolektywna) oraz migracja komorek
mezenchymalnych, komorki nowotworowe mogg migrowac i rozprzestrzeniac sie, co wptywa
na zmniejszenie skutecznosci terapii przeciwprzerzutowej [119]. Zbiorowa migracja wystepuje
w przypadku komodrek nabtonkowych (epitelialnych) ze wzgledu na duzg ilo$¢ potaczen
miedzykomodrkowych. Mechanizm tego typu wykorzystywany jest najczesciej przez
nowotwory, ktére wykazujg duzy stopien zréznicowania m. in. rak gruczotu krokowego, rak
piersi, a takze niedrobnokomaérkowy rak ptuca [120]. Jednakze, komorki epitelialne sg w stanie
uzyskaé fenotyp podobny do komérek mezenchymalnych na drodze przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition) [121]. EMT definiowane jest
jako proces biologiczny, w ktdorym komorki epitelialne nabywajg cechy komodrek
mezenchymalnych. Na drodze tego procesu nastepuje utrata potgczen komodrka-komorka,
polaryzacji wierzchotkowo-podstawnej oraz markeréw nabtonkowych, a w zamian komérki
nabywajg ksztatt wrzecionowaty, ruchliwos¢ i markery mezenchymalne [122]. Wang i wsp. w
swoich badaniach nad wptywem cisplatyny na potencjat migracyjny komodrek raka piersi
wykazali, ze cisplatyna juz w niskim stezeniu (2mg/kg) hamowata proliferacje, tworzenie
kolonii oraz migracje komorek nowotworowych. Autorzy sugerujg, ze cisplatyna hamuje
powstawanie przerzutow poprzez blokowanie wczesnych etapéw EMT [123]. Jednakze, Xu i
wsp. wykazali, ze komdrki nabtonkowe linii A549 byty bardziej wrazliwe na cisplatyne, podczas
gdy mezenchymalne komorki linii H1299 posiadaty wiekszg opornosc na lek, co wigzato sie z
wiekszg migracjg i inwazjg komadrek [124]. W przypadku ikarytyny badania Xu i wsp. dowodzg,
ze zwigzek ten w znacznym stopniu hamuje inwazje komoérek glejaka poprzez zatrzymanie
EMT, ktore odbywa sie za posrednictwem szlaku sygnalizacji PTEN/Akt/HIF-1a [125].
PTEN/PI3K/Akt stanowi wazny szlak regulujacy sygnalizacje wielu proceséw biologicznych,
takich jak apoptoza, metabolizm, proliferacja komérek i wzrost komérek. PTEN (fosfataza i
homolog tensyny, ang. Phosphatase And Tensin Homolog) jest fosfatazg biatkowo-lipidowa,
ktorej gtéwnym substratem jest trifosforan fosfatydyloinozytolu (PIP3, ang.
Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate), produkt PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, ang.

Phosphoinositide 3-kinases). Wzrost PIP3 rekrutuje Akt do btony, gdzie jest aktywowany przez
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inne kinazy réwniez zalezne od PIP3. Szlak PTEN/PI3K/Akt aktywuje HIF-1a (czynnik
indukowany hipoksjg — 1a, ang. hypoxia-inducible factor 1a), w wyniku czego nastepuje szereg
zmian w transkrypcji gendw i biatkach zwigzanych z rdinymi procesami komodrek
nowotworowych, w tym apoptozg, inwazjg i przerzutami [126]. Zatrzymanie EMT wykazano
rowniez w raku jajnika. Gao i wsp. poprzez traktowanie ikarytyng dwéch linii komdérkowych
raka jajnika (tj. linii A2780s oraz linii opornej na cisplatyne A2780cp) wykazali, iz ikarytyna
zmniejsza proliferacje, migracje oraz inwazje obu linii poprzez ttumienie szlaku sygnalizacji
Akt/mTOR oraz EMT [127]. Jeszcze jednym przyktadem hamowania EMT przez zastosowanie
ikarytyny sg badania Li i wsp. Autorzy analizowali mechanizm wptywu ikarytyny na komarki
raka watrobowokomérkowego. W tym typie nowotworu ikarytyna znaczgco zmniejszata
migracje i inwazje HCC poprzez zahamowanie szlaku sygnalizacji Notch oraz zmniejszenie
ekspresji biatek biorgcych udziat w EMT [128]. Wprawdzie w przedstawionej pracy
dowiedziono, ze cisplatyna jak i ikarytyna zmniejszaja potencjat migracyjny komodrek raka
ptuca, co moze mie¢ zwigzek z EMT, to jednak szczegdétowy mechanizm wptywu
zastosowanych cytostatykdw na ten proces nadal pozostaje niejasny.

W przedstawionej rozprawie doktorskiej oceniono réwniez wptyw zwigzkdéw
cytotoksycznych na rodzaj $mierci komoérek linii A549 oraz H1299. Wykazano, ze po 48
godzinnej inkubacji z ikarytyng spada odsetek komérek zywych, w wyniku czego wzrasta
odsetek komodrek wczesno- oraz pdzno-apoptotycznych. W swoich badaniach Liu i wsp.
zwracajg uwage na fakt, iz 48 godzinna inkubacja z ikarytyng promowata apoptotyczng Smierc
komorek glejaka poprzez wzrost ekspresji kaspazy 3 oraz proapoptotycznego biatka Bax, a
takze obnizenie biatka Bcl-2 [95]. W pismiennictwie istniejg rowniez doniesienia dotyczgce
wptywu ikarytyny na indukcje apoptozy w niedrobnokomdrkowym raku ptuca. ZuryA i
Krajewski wykazali, ze ikarytyna indukowata apoptoze w raku ptuca linii A549, ktéra zalezna
byta od dawki oraz czasu inkubacji ze zwigzkiem. W przedstawionych badaniach autorzy
wykazali, ze najwyzszy odsetek komodrek apoptotycznych uzyskany zostat po 48 godzinnej
inkubacji ze zwigzkiem w stezeniu 20 uM [129]. Natomiast Zheng i wsp. sugerujg, ze ikarytyna
moze wptywac na proces apoptozy w linii NDRP poprzez szlak AMPK [130]. Co ciekawe, wedtug
Zhou i wsp. wyciszenie AMPKal wptywato na uwrazliwienie komérek raka okreznicy na

apoptoze indukowang ikarytyng [131].
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Z kolei po zastosowaniu cisplatyny w badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy
indukcja procesu apoptozy nie byta juz tak znaczna jak w przypadku ikarytyny. Wykazano
istotny wzrost odsetka komodrek pdino-apoptotycznych po 48 godzinnej inkubacji ze
zwigzkiem platyny w linii H1299. W komdrkach prawidtowych Jin i wsp. zasugerowali kluczowa
role AMPK w indukowanej cisplatyng apoptozie komérek nabtonka nerki i nefrotoksycznosci.
W odpowiedzi na podanie cisplatyny w stezeniu 50 uM aktywowano AMPK, powodujgc
indukcje Bax, aktywacje kaspazy 3, co w efekcie spowodowato apoptoze komérek nabtonka
kanalikéw oraz uszkodzenie i dysfunkcje nerek. Odkrycia te sugerujg, ze AMPK moze stuzy¢
jako nowy cel terapeutyczny dla nefrotoksycznosci wywotanej cisplatyng [132]. Badania
Shimada i wsp. nad komdrkami wtékniakomiesaka linii HT1080 wykazaty, ze cisplatyna moze
rowniez indukowac apoptoze poprzez regulacje szlaku AMPK [133]. Reasumujac, na podstawie
przedstawionej literatury oraz badan wtasnych sugeruje sie, ze zarédwno ikarytyna, jak i
cisplatyna moga wptywac na indukcje procesu apoptozy poprzez szlak AMPK zaréwno w
komadrkach prawidtowych, jak i nowotworowych.

Tematem niniejszej rozprawy doktorskiej byta ocena ekspres;ji cykliny Y w komérkach
linii nowotworowych po indukcji Smierci komérki. Badania wykazaty wzrost poziomu cykliny Y
w liniach niedrobnokomérkowego raka ptuca po zastosowaniu zwigzkdw cytotoksycznych,
ktdry zalezat od dawki i rodzaju zwigzku, czasu inkubacji oraz charakterystyki linii komorkowej.
Wzrost ekspresji cykliny Y zaobserwowano juz po 3 godzinach od potraktowania komorek obu
linii zwigzkami cytotoksycznymi, a najwyzszg ekspresje wykazano po 48 godzinach inkubacji z
cisplatyna.

Jak sugerowano wczesniej oba zwigzki uzyte w badaniach indukowaty smier¢ komarek,
a takze zatrzymanie cyklu komérkowego poprzez wptyw na szlak AMPK. Szlak AMPK odgrywa
istotng role w utrzymaniu prawidtowej homeostazy energetycznej komérek koordynujgc wiele
procesow komorkowych tj. progresja cyklu, autofagia, dynamika mitochondriéw, glikoliza, a
takze lipogeneza [134]. W przypadku cisplatyny wptyw szlaku AMPK na raka, zalezny jest od
wielu czynnikdw i nie ma pojedynczej roli. Z jednej strony niektorzy badacze donoszg, ze
aktywacja AMPK zwieksza apoptoze wywotang cisplatyng w raku, podczas gdy z drugiej strony
czes¢ raportéw wskazuje, ze aktywacja AMPK chroni komdrki nowotworowe przed

cytotoksycznoscig indukowang przez cisplatyne [135]. Badania in vitro potwierdzity potencjat
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terapeutyczny aktywacji AMPK w wielu typach nowotworéw. Co ciekawe, dziatanie AMPK w
progresji raka moze by¢ zwigzane z blokowaniem lub nawet odwracaniem EMT [136].

Dohmen i wsp. w swoich badaniach zidentyfikowali kompleks cykliny Y/CDK16 jako
substrat szlaku AMPK i efektor procesu autofagii. Dalsze badania in vivo potwierdzity
fosforylacje cykliny Y zalezng od AMPK, co prowadzi do zwiekszenia interakcji miedzy cykling
Y i CDK16, a to z kolei zwieksza aktywnos¢ tego kompleksu. Autofagia odgrywa réowniez dosc¢
kontrowersyjng role w procesie kancerogenezy. Z jednej strony inicjacja tego procesu
prowadzi do zahamowania proliferacji komérek nowotworowych [137]. Z drugiej strony
autofagia moze wptywaé na zwiekszenie przezycia komérek nowotworowych w warunkach
stresowych (np. promieniowanie jonizujgce) poprzez eliminacje uszkodzonych organelli oraz
zwiekszenie opornosci na chemioterapie [138]. Dlatego doktadne poznanie mechanizmu
procesu autofagii moze stanowic¢ cel w terapii choréb nowotworowych.

Na podstawie zebranych informacji, w odniesieniu do badan wtasnych sugeruje sie, ze
zastosowanie zaréwno cisplatyny, jak i ikarytyny wptywa na aktywacje szlaku AMPK, co
skutkowa¢ moze wzrostem ekspresji cykliny Y. W wyniku tego cyklina Y poprzez szlak AMPK
moze przyczynia¢ sie do hamowania proliferacji, migracji, inwazji komérek oraz indukcji
procesu apoptozy w niedrobnokomérkowym raku ptuca.

Ocena biatka RRM2 oraz B-kateniny wykazata wzrost poziomu obu biatek po
zastosowaniu cisplatyny oraz ikarytyny, ktory korelowat ze wzrostem ekspresji cykliny Y.

RRM2 jest biatkiem, ktére katalizuje tworzenie deoksyrybonukleotydéw z
rybonukleotydéw [139]. Nadeskpresje tego biatka wykazano w wielu rodzajach nowotwordw,
tj. czerniak, rak gtowy i szyi, rak piersi oraz rak ptuca. Nadekspresja RRM2 wigze sie z
opornoscig na leki i gorszym rokowaniem u pacjentéw z rakiem [140-143]. Wang i wsp.
badajac ekspresje RRM2 u pacjentéw z NDRP otrzymujgcych chemioterapie opartg na platynie
wykazali, ze nizsza ekspresja biatka wptywata na zmniejszenie progresji nowotworu oraz
lekoopornosci komérek nowotworowych. Pacjenci z nizszg ekspresja RRM2 wykazywali
rowniez dtuzsze przyzycie [143]. Krajewski i wsp. badajac linie czerniaka (A375 oraz RPMI-
7951) traktowane cisplatyng wykazali wzrost ekspresji badanego biatka po zastosowaniu
zwigzku cytotoksycznego. Autorzy wyzszg ekspresje RRM2 po traktowaniu cisplatyng osiagneli

w linii RPMI-7951, ktdra wykazuje mutacje genu TP53, w poréwnaniu z linig A375, u ktorej
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mutacja TP53 nie wystepuje [144]. Cisplatyna indukuje biatko p53, ktdre stymuluje inhibitor
p21/WAFL 3 ten z kolei zatrzymuje progresje cyklu komérkowego. Natomiast mutacja w genie
TP53 moze znacznie zwiekszyé wrazliwos¢ komdrek na cisplatyne, podczas gdy akumulacja
p53 jest czesciowo odpowiedzialna za opornos¢ na ten rodzaj zwigzku [145]. Krajewski i wsp.
sugerujg rowniez, ze degradacja RRM2 moze by¢ zalezna od p53, w wyniku czego komorki
RPMI-7951 z mutacjg TP53 gromadzg RRM2. Brak funkcjonalnego p53 zapobiega zatrzymaniu
cyklu komérkowego, co prowadzi do zwiekszenia puli nukleotyddéw, ktérych nie mozna
wykorzysta¢ do naprawy DNA. Autorzy zaobserwowali zwiekszong wrazliwos¢ na leczenie
cisplatyng komodrek z przerzutu czerniaka linii RPMI-7951 z mutacjg TP53 w poréwnaniu z linig
komoérkowg A375 czerniaka pierwotnego z biatkiem p53 typu dzikiego. Hamowanie RRM2
przez p53 nastepuje po supresji mTORC1 (mechanistyczny cel rapamycyny, ang. mammalian
target of rapamycin kinase) [144].

Przeglad powyzszej literatury potwierdzit wyniki uzyskane w niniejszej pracy, w ktérych
wykazano wzrost ekspresji biatka RRM2 w liniach NDRP traktowanych cisplatyng. Wzrost
ekspresji zalezny jest od aktywnosci biatka p53 i wptywa na zatrzymanie cyklu komérkowego
oraz zmniejszenie lekoopornosci komdérek nowotworowych.

Ocena B-kateniny wykazata wzrost ekspresji badanego biatka po zastosowaniu
czynnikow indukujgcych Smieré komérki. B-katenina jest substratem szlaku sygnalizacji Wnt/
B-katenina, ktéry bierze udziat w regulacji réznych procesdw fizjologicznych, takich jak
proliferacja, rdznicowanie, apoptoza, migracja, inwazja i utrzymanie prawidtowej
homeostazy tkanek w komoérkach prawidtowych. Natomiast w przypadku komodrek
nowotworowych coraz wiecej dowodéw wskazuje, ze rozregulowanie kaskady Wnt/B-
katenina przyczyniato sie do rozwoju i progresji niektérych typow nowotwordéw [146].

W niedrobnokomérkowym raku ptuca mutacje B-kateniny sg rzadkie, ale sygnalizacja
Wnt/B-katenina odgrywa istotng role w tym typie nowotworu, poniewaz hamowanie tego
szlaku zmniejsza proliferacje komodrek [147]. Dostepna literatura wskazuje, ze zaréwno
nadmierna aktywacja, jak i hamowanie szlaku Wnt/B-katenina wywotuje dziatanie
przeciwnowotworowe, nawet w tym samym typie raka. Duffy i wsp. wykazali, ze szlak
sygnalizacji Wnt/B-katenina moze obnizy¢ zywotnosci komérek, poprzez indukcje apoptozy,

gdy szlak jest nadaktywowany, lub poprzez indukowanie zatrzymania i réznicowania cyklu
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komdrkowego, gdy jest hamowany w ztosliwym czerniaku, raku okreznicy i guzach nerwiaka
zarodkowego [148]. Zaobserwowano réwniez korelacje miedzy aktywacjg szlaku Wnt/B-
katenina, a indukcjg apoptozy poprzez szlaki zewnetrzne i wewnetrzne, obejmujgce
nadekspresje c-myc (Protoonkogen MYC, ang. MYC Proto-Oncogene), cykliny D i Bcl-2
(chtoniak z komdrek B-2, ang. B-cell lymphoma 2), aktywacje kaspazy-8, -9 oraz -3, a takze
obnizenie ekspresji Sox-1 (czynnik transkrypcyjny SRY-Box 1, ang. SRY-Box Transcription Factor
1) [149]. Obnizenie ekspresji biatka Sox-1 sprzyja aktywacji B-kateniny, ktéra moze indukowac
nadekspresje cykliny D i c-myc, co prowadzi do apoptotycznej smierci komorki [150].
Stwierdzono, ze Sox-1 wigze PB-katenine, sprzyjajac inaktywacji szlaku Wnt/B-katenina,
zmniejszajac ekspresje c-myc i cykliny D [151]. Z drugiej strony wykazano, ze c-myc i cyklina D
indukuja apoptoze [152]. Natomiast obnizone poziomy E-kadheryny indukujg akumulacje
jadrowej  B-kateniny, ktéra promuje stabilnos¢ biatka p53 w  komérkach
nowotworowych. Sugeruje sie, ze szlak Wnt/B-katenina moze indukowa¢ nadekspresje c-myc,
co zwieksza poziom pl14”RF (inhibitor Mdm2), promujac akumulacje jadrowego p53 [153].
Wyniki przeprowadzonych do niniejszej rozprawy badan oraz analiza dostepnej
literatury sugerujg, ze poczgtkowe zatozenia, iz nadekspresja szlaku sygnalizacji Wnt/B-
katenina promuje inicjacje, promocje i progresje raka, a takze prowadzi do gorszego wyniku
klinicznego, mogg by¢ nadmiernym uproszczeniem. Zamiast tego wydaje sie, ze szlak Wnt,
zalezny lub niezalezny od B-kateniny, moze indukowaé lub hamowaé kancerogeneze w sposéb
zalezny od kontekstu.
W toku prowadzonych badan na etapie inkubacji komérek linii A549 oraz
H1299 z ikarytyng, zaobserwowano powstawanie krysztatéw. Badania dodatkowe wykonane
w celu oceny krysztatéw wykazaty ich nieorganiczny charakter przy zastosowaniu mikroskopu
polaryzacyjnego. Analiza medium hodowlanego z dodatkiem ikarytyny w czasie 48 godzin nie
wykazata formowania sie krysztatdw, natomiast ocena przyzyciowa komodrek obu linii
traktowanych ikarytyng z zastosowaniem mikroskopu kontrastowo-fazowego w czasie 48
godzin ujawnita proces formowania sie krysztatéw prawdopodobnie w komdrkach
(zaobserwowano, ze powstajgce krysztaty przebijajg btone komdrkows). Istotny réwniez jest
fakt, ze wieksza ilos¢ krysztatéw oraz ich charakterystyczny wyglad przypominajacy romb

wykazano w komoérkach linii H1299. Komérki linii H1299 bedgce przerzutem
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niedrobnokomdrkowego raka ptuca charakteryzujg sie zwiekszonym metabolizmem w
poréwnaniu z komdrkami linii A549. Przedstawione wyniki badan sugerujg krystalizacje
ikarytyny w obecnos$ci metabolizujgcych komérek. Ponadto w dostepnej literaturze nie
znaleziono zadnych informacji na temat krystalizacji ikarytyny w komdrkach. Ikarytyna ze
wzgledu na swoje dziatanie cytotoksyczne wobec komdrek nowotworowych oraz ochronne
wobec komodrek prawidtowych wykazuje warunki do wykorzystania jej w terapii onkologiczne;.
Za posrednictwem bazy ClinicalTrials.gov znaleziono informacje na temat prowadzonych
badan klinicznych z wykorzystaniem ikarytyny jako przysztego leku stosowanego w
chemioterapii (,Icaritin Soft Capsule Versus Huachansu Tablet in the First-line Treatment of
Unresectable Hepatocellular Carcinoma With Poor Conditions and Biomarker Enrichment
(Biomarker Enrichment Study of Poor Prognosis HCC Patients”, BESTPOP); NCT05594927).
Opisywane badania aktualnie rozpoczynajg swéj trzeci etap [154].

Wyniki badan dodatkowych z uzyciem ikarytyny wykazujg potencjalne zagrozenie
stosowania jej w leczeniu. Efekt uboczny w postaci krystalizacji ikarytyny moze negatywnie
wptywac na terapie i stanowié potencjalne zagrozenie dla pacjentéw onkologicznych.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazaty, ze
komorki linii A549 oraz H1299 cechowata wrazliwo$é na cisplatyne oraz ikarytyne. Rodzaj
odpowiedzi komdrkowej po zastosowaniu cytostatykdw zalezat od stezenia oraz rodzaju
zwigzku, czasu inkubacji, a takze charakterystyki linii komdrkowej. Komérki linii A549
posiadajgcej aktywne biatko p53, wykazywaty wyzszg wrazliwos$¢ na zastosowane cytostatyki,
w poréwnaniu z linig H1299, ktéra charakteryzuje sie czesciowg delecjg genu TP53.
Dowiedziono réwniez, ze zardwno cisplatyna jak i ikarytyna indukowaty powstawanie zmian
w morfologii komdrek obu linii. Do najczesciej wystepujgcych modyfikacji nalezato
powstawanie komdrek powiekszonych z powiekszonym jagdrem komdrkowym.
Zaobserwowano réwniez nieodwracalng wakuolizacje cytoplazmy w liniach komdrkowych
A549 oraz H1299, ktéra mogta prowadzi¢ do Smierci komdrek. Natomiast wystepowanie
komorek z mikro- oraz multinukleacjg sugeruje powstawanie komorek o fenotypie katastrofy
mitotycznej, a zwiekszenie przestrzeni miedzykomérkowych najczesciej spowodowane byto
zatrzymaniem proliferacji komérek danej linii. Tratowanie komérek obu linii wptywato na

zmiany w cyklu komdrkowym. Po zastosowaniu cisplatyny zaobserwowano zatrzymanie cyklu
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komédrkowego obu linii w fazie G2/M, natomiast po zastosowaniu ikarytyny zwiekszyt sie
odsetek komodrek w fazie GO/G1, co zwigzane byto prawdopodobnie z aktywacjg sygnalizacji
AMPK. Zwigzki cytotoksyczne wptywaty takze na zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii oraz
migracji komodrek, natomiast ikarytyna wptywata réwniez na zmniejszenie tempa migracji
komorek linii A549 oraz H1299. Zmniejszenie potencjatu migracyjnego komdrek wynikaé moze
z zatrzymania EMT wywotfanego na drodze réznych szlakéw tj. szlak sygnalizacji Notch, szlak
sygnalizacji Akt/mTOR lub szlak sygnalizacji PTEN/Akt/HIF-1a. Ocena rodzaju indukowanej
Smierci wykazata, ze ikarytyna oraz cisplatyna indukowaty $mier¢ komérek badanych linii na
drodze apoptozy, co moze by¢ zwigzane z aktywacjg szlaku AMPK. Ocena ekspres;ji cykliny Y w
niniejszej rozprawie doktorskiej wykazata wzrost ekspresji badanego biatka, ktory zalezat od
czasu inkubacji, rodzaju, a takze dawki zastosowanego zwigzku. Najwyziszg ekspresje
badanego biatka uzyskano po 48 godzinach inkubacji z cisplatyng w stezeniu 30 uM w obu
liniach komorkowych. Wzrost ekspresji cykliny Y korelowat ze zmniejszeniem proliferacji, ilosci
tworzonych kolonii, migracji, a takze obnizeniem tempa migracji komérek linii A549 oraz
H1299 po zastosowaniu zwigzkdw cytotoksycznych, co moze miec zwigzek ze szlakiem AMPK,
ktdrego cyklina Y jest substratem. Ocena ekspresji innych biatek wykazata wzrost biatka RRM2
oraz B-kateniny w badanych liniach, ktéry zaobserwowano po zastosowaniu cisplatyny oraz
ikarytyny. Wzrost ekspresji RRM2 zalezny byt od aktywnosci biatka p53. W przypadku B-
kateniny, wzrost ekspresji mogt korelowaé ze zwiekszong apoptozga komodrek
nowotworowych. Na podstawie badain dodatkowych wykazano wewnatrzkomérkowe
tworzenie sie krysztatéw ikarytyny. lkarytyna to zwigzek, ktory jest juz w trakcie trzeciego
etapu badan klinicznych w walce z chorobami nowotworowymi. Przedstawione wyniki
wykazujg potencjalne zagrozenie stosowania tego zwigzku w terapii nowotworowej ze

wzgledu na efekt uboczny w postaci formowania sie krysztatéw.
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6. Wnioski

1. Komorki linii A549 oraz H1299 wykazuja wrazliwos$é na cisplatyne oraz ikarytyne.
Zastosowanie cytostatykéw powodowato zatrzymanie proliferacji komérek wynikajace
z indukcji procesu apoptozy, a takze zatrzymania cyklu komdrkowego.

2. Zaroéwno cisplatyna jak i ikarytyna indukowaty powstawanie zmian w morfologii
komérek obu linii. Do najczesciej wystepujacych modyfikacji mozna zaliczyé
powstawanie komoérek powiekszonych z powiekszonym jadrem komdrkowym,
wakuolizacje cytoplazmy, wystepowanie komérek z mikrojgdrami oraz zwiekszenie
przestrzeni miedzykomodrkowych.

3. Cisplatyna i ikarytyna wptywaty na zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii oraz
zmniejszenie migracji komdrek obu linii. Natomiast ikarytyna powodowata
zmniejszenie tempa migracji komaorek linii A549 oraz H1299.

4. Wzrost ekspres;ji cykliny Y zalezat od czasu, rodzaju oraz dawki zastosowanego zwigzku.
Indukcja cykliny Y korelowata ze zmniejszeniem potencjatu proliferacyjnego oraz
migracyjnego komorek linii A549 oraz H1299 po zastosowaniu zwigzkow
cytotoksycznych, co moze mieé zwigzek ze szlakiem AMPK, ktdrego cyklina Y jest
substratem.

5. Na podstawie badan dodatkowych wykazano wewnatrzkomérkowe tworzenie sie
krysztatéw ikarytyny. Ikarytyna to zwigzek, ktory jest juz w trakcie trzeciego etapu
badan klinicznych. Przedstawione wyniki wykazujg potencjalne zagrozenie stosowania
tego zwigzku w terapii nowotworowej ze wzgledu na efekt uboczny w postaci

formowania sie krysztatow.
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7. Streszczenie

Choroby nowotworowe stanowig problem globalny. Jedng z gtéwnych cech komdrek
nowotworowych jest niekontrolowana proliferacja, dlatego tez nowotwory ze wzgledu na
wystepujgce w nich aberracje nazywane sg czesto ,,chorobami cyklu komérkowego”. Cykl
komodrkowy regulowany jest przez szereg biatek oraz punktéw kontrolnych majacych za
zadanie monitorowanie przebiegu poszczegdlnych faz cyklu komérkowego oraz decydujgcych
o warunkowym przejsciu do kolejnych jego etapdéw. Do gtéwnych regulatoréow cyklu
komodrkowego nalezg cykliny i kinazy cyklinozalezne (CDKs). Deregulacja ekspres;ji biatek cyklu
podziatowego staje sie obecnie przedmiotem intensywnych badan, poniewaz zaburzenia w ich
ekspresji i regulacji mogg przyczyniac sie do procesu kancerogenezy. Cyklina Y zdefiniowana
zostata jako biatko, ktére moze taczy¢ ze sobg przebieg cyklu komdrkowego z procesem
transkrypcji, ale takze jako regulator szlaku sygnatowego Wnt. Wykazano, ze obecno$é cykliny
Y w kompleksie z CDK14 wptywa na promowanie niekanonicznej sciezki szlaku Wnt, poprzez
wzmozenie ekspresji biatek bedacych substratami opisywanego szlaku. Ponadto ekspresja
cykliny Y odgrywa wazng role w procesach nowotworzenia. Niedrobnokomorkowy rak ptuca
wykazuje nadekspresje cykliny Y, a ekspresja cykliny Y dodatnio koreluje z podtypami
histologicznymi NDRP (tj. rak ptaskonabtonkowy i gruczolakorak), a takze z wielkoscig guza.
Natomiast spadek ekspresji cykliny Y w linii NDRP prowadzi do zahamowania proliferacji
komodrek nowotworowych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej materiat badawczy stanowity linie
niedrobnokomérkowego raka ptuca A549 posiadajgca aktywne biatko p53 oraz linia H1299,
ktéra pozbawiona jest aktywnego biatka p53. Obie linie komérkowe poddano dziataniu
cisplatyny w stezeniu 10 i 30 uM oraz ikarytyny w stezeniu 30 i 60 uM, a po traktowaniu
powyzszymi zwigzkami zbadano ekspresje cykliny Y. Ocenie poddano réwniez zmiany w
morfologii komodrek, cyklu komdrkowym, a takze potencjat migracyjny komérek oraz rodzaj
indukowanej Smierci. Ze wzgledu na nieprzewidziane wczesniej wyniki po traktowaniu
komorek ikarytyng, zwigzane z formowaniem sie krysztatdw, wykonano ich szczegétowa
analize z zastosowaniem mikroskopu polaryzacyjnego oraz kontrastowo-fazowego.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze komorki linii A549 oraz H1299,

wykazywaty wrazliwos¢ na cisplatyne i ikarytyne. Wraz ze wzrostem stezenia zwigzkéw oraz
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wydtuzeniem czasu inkubacji ilos¢ komodrek ulegta obnizeniu, co moze mie¢ zwigzek z
zatrzymaniem cyklu komérkowego oraz indukcjg Smierci komdérek obu linii. Wykazano, ze
cisplatyna wptywata na zwiekszenie odsetka komérek obu linii w fazie G2/M cyklu
komérkowego. Natomiast ocena rodzajow $mierci komorki dostarczyta informacji, ze
ikarytyna indukowata $mieré komérek obu linii na drodze apoptozy. W przypadku cisplatyny
tylko w linii H1299 wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka komodrek pdzno-
apoptotycznych. Ponadto, ocena potencjatu migracyjnego komdrek wykazata, ze oba zwigzki
wptywaty na zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii oraz migracji komarek obu linii. Natomiast
ikarytyna powodowata obnizenie tempa migracji komoérek linii A549 oraz H1299. W
powyzszych badaniach wykazano réwniez, ze wzrost ekspresji cykliny Y zalezny jest od czasu
inkubacji, a takze rodzaju oraz dawki zastosowanego zwigzku. Wzrost ekspresji cykliny Y
korelowat ze zmniejszeniem proliferacji, ilosci tworzonych kolonii, migracji, a takze tempa
migracji komarek linii A549 oraz H1299 po zastosowaniu zwigzkéw cytotoksycznych.

Na podstawie badan dodatkowych wykazano wewnatrzkomodrkowe tworzenie sie
krysztatéw ikarytyny. Ikarytyna to zwigzek, ktéry jest juz w trakcie trzeciego etapu badan
klinicznych. Przedstawione wyniki sugerujg potencjalne zagrozenie stosowania tego zwigzku
w terapii nowotworowej, ze wzgledu na efekt uboczny w postaci formowania sie krysztatéw.

Podsumowujac, uzyskane w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki
wykazaty, ze poziom ekspresji cykliny Y wzrasta po zastosowaniu czynnikéw indukujgcych
Smieré komoérki. Ekspresja badanego biatka wzrastata wraz ze zwiekszeniem dawek cisplatyny
oraz ikarytyny, a takze z dtuzszym czasem inkubacji ze zwigzkami. Wzrost ekspres;ji cykliny Y
korelowat z zatrzymaniem cyklu komdérkowego, wzrostem odsetka komdrek apoptotycznych,
a takze z hamowaniem potencjatu migracyjnego komorek obu linii. Wyniki badan
dodatkowych, w ktérych oceniono powstawanie krysztatéw sugeruja, ze ikarytyna moze
stanowi¢ potencjalne zagrozenie w leczeniu onkologicznym. Na podstawie przedstawionych
wynikéw, za zasadne uznaje sie, ze doktadne poznanie mechanizméw dziatania biatek cyklu
komodrkowego jest istotne w aspekcie ich znaczenia w prewencji, diagnostyce i leczeniu choréb

nowotworowych.
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8. Summary

Cancer is a global problem. One of the main characteristics of cancer cells is
uncontrolled proliferation, which is why cancers, due to the aberrations occurring in them,
are often called "cell cycle diseases." The cell cycle is regulated by several proteins and
checkpoints whose task is to monitor the course of individual phases of the cell cycle and
determine the conditional transition to its following stages. The leading group of cell cycle
regulators includes cyclins and cyclin-dependent kinases (CDKs). Deregulation of the
expression of the division cycle proteins is currently becoming the subject of intensive
research because their expression and regulation disorders may contribute to carcinogenesis.
Cyclin Y has been defined as a protein that can connect the course of the cell cycle with the
transcription process but also as a regulator of the Wnt signaling pathway. It was shown that
the presence of cyclin Y in the complex with CDK14 affects the promotion of the non-canonical
path of the Wnt pathway by enhancing the expression of proteins that are substrates of the
described pathway. In addition, the expression of cyclin Y plays an important role in
carcinogenesis. NSCLC overexpresses cyclin Y, and cyclin Y expression positively correlates
with the histological subtypes of NSCLC (i.e., squamous cell carcinoma and adenocarcinoma)
and with tumor size. On the other hand, the decrease in cyclin Y expression in the NSCLC line
leads to the inhibition of cancer cell proliferation.

In this doctoral thesis, the research material was the A549 non-small cell lung cancer
line with the active p53 protein and the H1299 line devoid of functional p53 protein. Both cell
lines were exposed to cisplatin at a concentration of 10 and 30 uM and icaritin at a
concentration of 30 and 60 uM. After treatment with the above compounds, the expression
of cyclin Y was examined. Furthermore, due to the previously unpredictable results after the
treatment of cells with icaritin related to the formation of crystals, their detailed analysis was
performed using a polarizing and phase-contrast microscope.

The results of the study showed that the cells of the A549 and H1299 lines were
sensitive to cisplatin and icaritin. With the increase in the concentration of compounds and
the extension of the incubation time, the number of cells decreased, which may be related to
the arrest of the cell cycle and the induction of cell death in both lines. Furthermore, it was

shown that cisplatin increased the percentage of cells of both lines in the G2/M phase of the
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cell cycle. However, the assessment of the types of cell death provided information that
icaritin induced cell death of both lineages by apoptosis. In the case of cisplatin, only the
H1299 line showed a statistically significant increase in the percentage of late-apoptotic cells.
In addition, the assessment of the migration potential of cells showed that both compounds
reduced the number of colonies formed and the migration of cells of both lines. On the other
hand, icaritin reduced the migration rate of A549 and H1299 cells. The above studies also
showed that the increase in cyclin Y expression depends on the incubation time and the type
and dose of the compound used. The increase in cyclin Y expression correlated with a decrease
in proliferation, the number of colonies formed, migration, and the migration rate of A549
and H1299 cells after using cytotoxic compounds.

Additional studies have demonstrated the intracellular formation of icaritin crystals.
Icaritin is a compound already in the third stage of clinical trials. The presented results showed
the potential risk of using this compound in cancer therapy due to the side effect of crystal
formation.

In conclusion, the results obtained during the implementation of this doctoral
dissertation showed that the expression level of cyclin Y increases after using cell death-
inducing agents. The expression of the tested protein increased with increasing doses of
cisplatin and icaritin and with longer incubation time with the compounds. The cyclin Y
upregulation was correlated with cell cycle arrest, an increase in the percentage of apoptotic
cells, and the inhibition of the migration potential of cells of both lines. The results of
additional studies that evaluated the formation of crystals suggest that icaritin may be a
potential threat in oncological treatment. Based on the presented results, it is considered
reasonable that a thorough understanding of the mechanisms of action of cell cycle proteins

is important in the prevention, diagnosis, and treatment of cancer.
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10. Zataczniki
10.1. Zgoda Komisji Bioetycznej na przeprowadzenie badan

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
. Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszezy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 501/2022 Bydgoszez, 25.10.2022 1.

Dzialajac na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5.12.1996 r. o zawodach Ickarza | lekarza dentysty Dz.U. z
1997 r. Nr 28 poz. 152 (wraz z poiniejszymi zmianami), rozparzadzenia Ministra Zdrowia i Opicki Spolecanej z
dnia 11.05.1999 r. w sprawie szczegolowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji
bioetycznych (Dz.U, Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzenia Nr 21 Rektora UMK z dnia 4.03.3000 1. z pé#n. zm. w
sprawie powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygicra w Bydgoszczy oraz zgodnie 2 zasadami zawartymi w DH i GCP

Komisja Bioetyczna prey UMK w Toruniu, Collegium Mcdicum w Bydgoszczy

(sklad podano w zalaczeniu), na posiedzeniu w dniu 25.10.2022 r. przeanalizowala wniosek,
ktory ztoryta kierownik badania:

mgr Aleksandra Opacka
Katedra Histoplogii i Embriologii
Callegium Medieum w Bydgoszezy UMK w Toruniu

z zespolem w skladzie:

prof. dr hab. n. med. Alina Grzanka, dr hab. n. med. Agnieszka Zuryn, prof. UMK,
dr n. med. Adrian Krajewski, mgr Aleksandra Opacka

w sprawie badania:
nEkspresja cykliny Y w wybranych liniach nowotworowych po indukeji $mierci
komarki™.
Po zapoznaniu sie ze zlozonym wnioskiem i w wyniku preeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjela
Uchwalg o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie przeprowadzenia badan w zakresie okreslonym we wniosku
Zgoda obowigzuje od daty podjecia uclwaly (25.10.2022 r. J do kodca 2023 r,

Wydana opinia dotvezy tvilko rozpatrywanege waiosku @ wwiglednieniem preedsiawionego projeki;
kazda zmiana | modyiikacia wymaga nzyskania odrghnel opinii,

Prof. dr hab. med. Karol Sliwka

. N .
Przewodnigzgey KQI‘I'II.T._]I Bioetycznej
Orzymidje: ] |

mgr Aleksandra Opacka
Katedra Histoplogii i Embriologii
Collegium Medicum w Bydgoszezy UMK w Toruniu
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Lista obecnosci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu 25.10.2022 r.

Lp. Imig i nazwisko Funkcja/ Specjalizacja Podpis
|
1. Prof, dr hab. med. Karol Sliwka medycyna sqdowa a
Vany <)
2. Mgr prawa Joanna Potetek-Zygas prawniczka K g/ V\M
; 2 pediatra, alergologia i
3, | Prof. dr hab. med. Micczystawa Czerwionka-Szaflarska )
gastroenterologia dziecigca
oloinictwo,
4 Prof, dr hab. med. Marek Grabiec ¢
2 ginekologia onkologiczna
choroby wewngfrane,
5 Prof. dr hab. n med. Maria Klopocka : # 49 i ]‘b . Q,_
5 gastroenterologia pLd ,P‘-
— chirurgia ogolna,
6. Prof. dr hab. med. Zbigniew Wlodarczyk
transplantologia kliniczna
A . chirurgia ogolna,
7. Dr hab. n. med. Maciej Stupski, prof. UMK
transplantologia kliniczna
anestezjologia
3. Dr hab. n. med. Katarzyna Sierakowska, prof. UMK i
i intensywna terapia
A
9. Ks. dr hab, Wojcicch Szukalski, prof. UAM duchowny b /f ! g
y J V“vfn
: g ) |
10. Dr n. med. Radostawa Staszak-Kowalska pediatria, choroby pluc '
@
11, Mgr prawa Patrycja Brzezicka prawniczka /q 2 ‘ (/e}__
12. Mgr farm. Aleksandra Adamezyk Sarmaceutka
13 Mgr Lidia Iwinska-Tarczykowska legniark 5’ (ol
’ Mgr Lidia Iwiniska-Tarczykows! pielggniarka ‘ J ’}V . (;U« ~
J \ T4
~
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