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 etapdw. Do gtéwnych regulatorow cyklu
komdrkowego nalezg cykliny i kinazy cyklinozalezne (CDKs). Deregulacja ekspresji biatek cyklu
podziatowego staje sie obecnie przedmiotem intensywnych badan, poniewaz zaburzenia w ich
ekspresji i regulacji moga przyczyniac sie do procesu kancerogenezy. Cyklina Y zdefiniowana
zostata jako biatko, ktére moze tgczy¢ ze sobg przebieg cyklu komdrkowego z procesem
transkrypcji, ale takze jako regulator szlaku sygnatowego Wnt. Wykazano, ze obecnosc¢ 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. Niedrobnokomaérkowy 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
komérek 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 komoérek, cyklu komoérkowym, a takze potencjat migracyjny komédrek oraz rodzaj
indukowane] $Smierci. Ze wzgledu na nieprzewidziane wczesniej wyniki po traktowaniu
komoérek ikarytyng, zwigzane z formowaniem sie krysztatow, wykonano ich szczegétowg
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



wydtuzeniem czasu inkubacji ilos¢ komodrek ulegta obnizeniu, co moze mieé¢ zwigzek z
zatrzymaniem cyklu komdérkowego oraz indukcjg smierci komorek obu linii. Wykazano, ze
cisplatyna wptywata na zwiekszenie odsetka komérek obu linii w fazie G2/M cyklu
komodrkowego. Natomiast ocena rodzajéw S$mierci komorki dostarczyta informacji, ze
ikarytyna indukowata smieré komodrek obu linii na drodze apoptozy. W przypadku cisplatyny
tylko w linii H1299 wykazano istotny statystycznie wzrost odsetka komodrek pdino-
apoptotycznych. Ponadto, ocena potencjatu migracyjnego komérek wykazata, ze oba zwigzki
wptywaty na zmniejszenie ilosci tworzonych kolonii oraz migracji komérek obu linii. Natomiast
ikarytyna powodowata obnizenie tempa migracji komodrek 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 komorek linii A549 oraz H1299 po zastosowaniu zwigzkéw cytotoksycznych.

Na podstawie badan dodatkowych wykazano wewnatrzkomdrkowe 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
Smier¢ komorki. Ekspresja badanego biatka wzrastata wraz ze zwiekszeniem dawek cisplatyny
oraz ikarytyny, a takze z dtuzszym czasem inkubacji ze zwigzkami. Wzrost ekspresji cykliny Y
korelowat z zatrzymaniem cyklu komdérkowego, wzrostem odsetka komdrek apoptotycznych,
a takze z hamowaniem potencjatu migracyjnego komoérek obu linii. Wyniki badan
dodatkowych, w ktérych oceniono powstawanie krysztatdw sugerujg, ze ikarytyna moze
stanowi¢ potencjalne zagrozenie w leczeniu onkologicznym. Na podstawie przedstawionych
wynikdw, za zasadne uznaje sie, ze doktadne poznanie mechanizméw dziatania biatek cyklu
komdrkowego jest istotne w aspekcie ich znaczenia w prewencji, diagnostyce i leczeniu choréb

nowotworowych.



