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Wykaz uzywanych skrotow

AIF — czynnik indukujacy apoptoze¢ (ang. apoptosis inducing factor)
AKT/PKB - kinaza biatkowa B (ang. protein kinase B)
AMF — wspolczynnik aktywnosci autokrynnej (ang. autocrine motility factor)

Apaf -1 — czynnik aktywujacy proteazy w apoptozie (ang. apoptosis protease activating
factor-1)

AP1- biatko aktywujace 1 (ang. activator protein 1)
ATP — adenozyno-5'-trifosforan

Bad — biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (ang. Bcl-2-associated death
promoter)

Bak — biatko proapoptotyczne z podrodziny Bax (ang. Bcl-2 homologous antagonist
killer)

Bax — biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 (ang. Bcl-2-associated X protein)
BCA — kwas bicynchoninowy

Bcl-2 — rodzina biatek pro- i antyapoptotycznych oraz biatko antyapoptotyczne (ang. B-
cell lymphoma 2)

Bcl-xL — inhibitorowe biatko apoptozy (ang. B-cell lymphoma-extra large)
Bcl-xS — biatko proapoptotyczne (ang. B-cell lymphoma-extra small)
BH1-4 — domeny homologii z Bcl-2 (ang. Bcl-2 homology domain)

Bid — biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (ang. BH3 interacting-domain
death agonist)

Bik — biatko proapoptotyczne (ang. Bcl-2-interacting killer)
BIR — domena biatek IAP (ang. baculoviral IAP-like repeats)
CARD - (ang. caspase activation and recruitment domains)
cDNA — komplementarny DNA (ang. complementary DNA)

CD4 — glikoproteina zbudowana z czterech podjednostek D1-D4(ang.cluster of
differentiation 4)
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CREB 1- czynnik transkrypcyjny, biatko regulujace ekspresje genéw zaleznych od
CAMP.

DAXX — biatko wigzace domeng $mierci DD (ang. death-associated protein 6)
DD - domena $mierci (ang. death domain)
DED - efektorowa domena $mierci (ang. death effector domain)

DISC — kompleks sygnatu indukujgcego $mier¢ (ang. death inducing signaling
complex)

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
DOX — doksorubicyna (ang. Doxorubicin)

DR 3 — receptor $mierci 3 (ang. death receptor 3)

DRB — daunorubicyna (ang. Daunorubicin)

ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmatic reticulum)

ERK1/2 — kinazy 1/2 regulowane zewnatrzkomérkowo (ang. extracellular regulated
kinase 1 and 2)

EP-GP- glikoproteina $linianek (ang. extra-parotid glycoprotein, EP-GP)
FACS — cytometria przeptywowa (ang. fluorescence activated cell sorting)

FADD - domena $mierci zwigzana z receptorem Fas (ang. Fas-associated death
domain)

Fas/CD95 — (ang. cluster of differentiation 95)
FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)
FITC —izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)

GCDFP-15 — biatko tresci torbieli zmian wtoknisto-torbielowatych gruczotu
piersiowego (ang. gross cystic disease fluid protein 15, GCDFP-15)

gp-17 — glikoproteina-17 (ang. glycoprotein-17, gp-17)

HER-2/ ErbB2- receptor dla naskorkowego czynnika wzrostu typu 2 (ang. human

epidermal growth factor receptor 2)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)
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HRK — biatko aktywujace apoptozg (hara-Kiri) (ang. activator of apoptosis hara-kiri)
HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)
IAP —biatko z rodziny inhibitorow apoptozy (ang. inhibitory apoptosis proteins)

ICE — nazwa pochodzi od pierwszej w komorkach ssakéw zidentyfikowanej kaspazy
konwertujacej interleuking 1B (ang. interleukin —18 converting enzyme)

ILK1 — kinaza 1 zwigzana z integryng (ang. integrin linked kinase 1)
IHC — immunohistochemia (ang. immunohistochemistry)

JNK — kinaza biatkowa fosforylujaca N-koniec biatka Jun (ang. c-Jun N-terminal
kinase)

LEXSY - eukariotyczny system ekspresji w pasozycie Leishmania tarentolae (ang.
eukaryotic protein expression in Leishmania tarentolae)

MAPK - kinaza aktywowana mitogenem (ang. mitogen activated protein kinase)
MDRL1 - biatko opornosci wielolekowej 1 (ang. multidrug resistance protein 1)
MDM2 — E3 ligaza ubikwitynowa (E3 ubiquitin-protein ligase, Mdm2)

MMP2 — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej 2 (ang. matrix
metallopeptidase 2)

MRNA — matrycowy RNA (ang. messenger RNA)
MSK - kinaza MSK (ang. mitogen and stress activated kinase)
MTT - (ang. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

NAIP — biatko nalezace do rodziny inhibitorow apoptozy IAP (ang. neuronal apoptosis
inhibitory protein)

NF-kB —czynnik transkrypcyjny zidentyfikowany w limfocytach B zaangazowany w
ekspresje tancucha lekkiego typu kappa immunoglobulin (ang. nuclear factor kappa
activated B cells)

NOXA — biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (od tacinskiego stowa ‘noxae’
— uszkodzenie)

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)
P13-K — kinaza fosfatydyloinozytolu 3 (ang. phosphatidylinositol-3-kinase)
PKB - kinaza biatkowea B (ang. protein kinase B)

PRL — human Prolactin
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gPCR - reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

PNTR75 — receptor neurotrofin (ang. p75 neurotrophin receptor/low affinity nerve
growth factor receptor)

PUMA - biatko proapoptotyczne z podrodziny BH3-only (ang. p53 upregulated
modulator of apoptosis)

Rb — biatko retinoblastoma (ang. retinoblastoma protein)

RIP — biatko oddziatujgce z receptorem Fas; kinaza ser/thr (ang. receptor interacting
protein)

RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)
ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
RSK — kinazy rybosomalne S6 (ang. ribosomal protein S6)

RUNX 2 — czynnik transkrypcyjny RUNX2 (ang. runt-related transcription factor 2
gene)

SABP — bialko nasienia wigzace aktyne (ang. seminal actin-binding protein)
SDS — 56l sodowa siarczanu dodecylu
Smac/DIABLO - (ang. second mitochondria-derived activator of caspases)

STATS5 — czynnik transkrypcyjny 5 (ang. signal transduced and activator of
transcription 5)

T/EDTA — roztwor trypsyna/etylenodiaminotetraoctan

TRADD - (ang. tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain
protein)

TRAF — bialka adaptorowe (ang. TNF receptor-associated factor)

TRAIL-R1-receptor dla liganda martwicy nowotworu indukujacego apoptoze (ang.
TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor)

TUNEL - (ang. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
TNFR1-receptor czynnika martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor receptor)

VEGF — czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor)

VEGFR - receptor czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. vascular
endothelial growth factor receptor)
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XIAP — inhibitor apoptozy sprzezony z chromosomem X (ang. X chromosome-linked
inhibitor of apoptosis)

XIAF —XAF1 — czynnik 1. zwigzany z XIAP; antagonista IAP (ang. XIAP-associated
factor 1)

ZAG — a-2-glikoproteing zalezng od cynku (ang. zinc-alpha-2-glycoprotein)
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Streszczenie

Streszczenie

Wplyw bialka indukowanego prolaktyna na apoptoze komorek raka

gruczolu piersiowego wywolang doksorubicyng

Anna Urbaniak

Ostatnie badania Jabtonskiej i wsp. (2016 - zespotu prof. Dziggiela) wykazaty, ze
biatko indukowane prolaktyng (ang. Prolactin Induced Protein, PIP) moze by¢
pozytywnym czynnikiem rokowniczym w raku gruczotu piersiowego oraz, moze miec¢
swoj udziat w odpowiedzi tego nowotworu na chemioterapi¢. Pokazano, ze guzy
pacjentek z brakiem lub niskim poziomem PIP w komoérkach nowotworowych sa
znacznie bardziej oporne na leczenie doksorubicyng i cyklofosfamidem niz guzy od
pacjentek z wysokim poziomem jego ekspresji (Jabtonska i wsp., 2016). Dodatkowo
wykazano, iz poziomy ekspresji mMRNA PIP jak i bialka, zmniejszajg si¢ wraz ze
wzrostem stopnia zto§liwosci G a jego ekspresja jest najnizsza w przypadku potrojnie
negatywnych rakow gruczotu piersiowego (ER-, PR-, HER 2-) o zlym rokowaniu
(Jabtonska i wsp., 2016). Z klinicznego punktu widzenia istotny jest rowniez fakt, iz
przypadki z wyzsza ekspresja PIP charakteryzowatly si¢ dtuzszymi przezyciami wolnymi
od wznowy oraz wolnymi od przerzutéw (Héhnel i wsp., 1996, Jabtonska i wsp., 2016).

Podsumowujac, dane te sugeruja iz PIP moze bezposrednio wpltywaé na
odpowiedz rakow gruczotu piersiowego, na standardowa chemioterapic. W celu
weryfikacji powyzszej hipotezy podjeto badania, ktorych przedmiotem byto okreslenie
wplywu tego biatka na przezywalno$¢ komorek raka gruczotu piersiowego 1 apoptoze
indukowang wybranymi cytostatykami tj. doksorubicyna, 4-hydroksycyklofosfamidem i
paklitakselem. Badania te przeprowadzono przy uzyciu komoérek raka gruczotu
piersiowego MDA-231/PIP z neoekspresjag biatka PIP reprezentujgcego model
funkcjonalny (ang. gain of function phenotype) oraz komoérek T47Dpuro/shPIP z
wyciszong ekspresja tego biatka PIP reprezentujacych model niefunkcjonalny (ang. loss
of function phenotype).
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Streszczenie

Uzyskane wyniki in vitro wykazaty, ze komorki raka gruczotu piersiowego MDA-
231/PIP z neoekspresja PIP charakteryzujg si¢ zwigkszong wrazliwos$cig na stosowane
ww. cytostatyki w poréwnaniu do komorek kontrolnych MDA-231/PURO bez ekspresji
tego biatka. Z drugiej strony komorki T47D raka gruczotu piersiowego z wyciszong
ekspresja PIP (T47Dpuro/shPIP) byly mniej wrazliwe na zastosowane cytostatyki w
poréwnaniu do komorek kontrolnych (T47Dpuro/ctrlsh) z wysoka ekspresja PIP.

Badania te potwierdzono w wykonanym eksperymencie in vivo na modelu myszy
bezgrasiczych. Myszy z nowotworami ortotopowymi utworzonymi przez przeszczepione
ludzkie komorki (MDA-231/PIP) lepiej reagowaly na leczenie doksorubicyng w
poroéwnaniu z myszami obarczonymi nowotworami utworzonymi przez komorki
kontrolne (MDA-231/PURQ) bez ekspresji tego biatka. Podsumowujac, badania te
potwierdzity dane kliniczne 1 wykazaly, ze PIP jest bezposrednio odpowiedzialny za
zwigkszenie wrazliwosci komorek raka gruczotu piersiowego na apoptoze indukowang
przez leki cytotoksyczne.

Rola biatka PIP w progresji raka gruczotu piersiowego nie zostala w pelni
wyjasniona. Jak dotad wigkszo$¢ badan koncentrowata si¢ na zaangazowaniu PIP w
mechanizm proliferacji komoérek raka gruczotu piersiowego, jednak wyniki te okazaty si¢
niespdjne. Dlatego przy uzyciu obu modeli komorkowych przeprowadzono analizg cyklu
komodrkowego 1 nie stwierdzono réznic w proliferacji mi¢dzy komodrkami raka gruczotu
piersiowego z wysokim poziomem PIP (MDA-231/PIP i T47Dpuro/ctrlsh) a komérkami
raka gruczohlu piersiowego bez ekspresji PIP (MDA-231/PURO i T47Dpuro /shPIP).
Dane te nie potwierdzity tezy dotyczacej kluczowej roli PIP w proliferacji komorek raka
gruczotu piersiowego i s3 zgodne z naszg sugestia dotyczaca zaangazowania PIP w
apoptoze tych komorek.

Ogodlnie przyjmuje si¢, ze PIP jest biatkiem wydzielniczym i dziala jako biatko
zewnatrzkomorkowe. Dlatego wlasnie wykorzystano rekombinowane biatko PIP (PIP-
LEXSY), aby zademonstrowa¢ wigzanie PIP do powierzchni komoérek raka gruczotu
piersiowego. Za pomoca cytometrii przeptywowej stwierdzono, ze PIP wiaze si¢
specyficznie z powierzchnig komorek MDA-MB-231, a stosujac technike western blot
wykazano rowniez, ze PIP wigze si¢ z biatkiem blonowym o przypuszczalnej masie
czasteczkowej okoto 55 kD, ktore prawdopodobnie reprezentuje jego specyficzny
receptor. Funkcjonalng role PIP jako bialka wydzielniczego potwierdzono réwniez
eksperymentalnie, wykazujac, ze rozpuszczalne biatko PIP zwigksza wrazliwos¢
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komoérek MDA-MB-231 na doksorubicyng. Podsumowujac, po raz pierwszy
wykazalismy, ze PIP wptywa bezposrednio na komoérki raka gruczotu piersiowego w
indukowaniu apoptozy przez leki cytotoksyczne. Wedlug naszych danych rola PIP w
progresji raka gruczotu piersiowego wydaje si¢ bardziej zwigzana z jego wlasciwos$ciami
proapoptotycznymi niz pro-proliferacyjnymi. PotwierdziliSmy réwniez, ze PIP dziata
jako biatko wydzielnicze i po raz pierwszy wykazaliSmy jego wigzanie ze specyficznym
bialkiem blony komoérkowej. Jednak zrozumienie doktadnego mechanizmu

molekularnego dziatania PIP wymaga jeszcze dalszych badan.
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The role of Prolactin Induced Protein in breast cancer cells apoptosis

induced by doxorubicin

Anna Urbaniak

Studies by Jabtonska et al. (2016 — team of prof. Dziggiel) shown that Prolactin
Induced Protein (PIP) can be a positive prognostic factor in breast cancer (BC) and plays
role in breast cancer cell response to chemotherapy. It was shown that tumors from
patients with low level or lack of PIP expression are significantly more resistant to
doxorubicin and cyclophosphamide therapy than tumors from patients with high level of
PIP (Jabtonska et al., 2016). Additionally, it was shown that the levels of PIP mRNA and
protein decrease along with increasing tumor malignancy grade G and that its expression
is the lowest in triple-negative (ER-, PR-, HER-2-) patients with poor prognosis
(Jabtonska et al., 2016). From clinical point of view, it is also important that cases with
high PIP expression were characterized by longer disease-free and overall survival
(Héhnel et al., 1996; Jablonska et al., 2016). Taken together, this data suggest that PIP
may directly affect the sensitivity of breast cancers to adjuvant chemotherapy. Therefore,
the present studies were undertaken to verify this hypothesis and define the role of PIP in
breast cancer cell survival and apoptosis induced by cytostatics: doxorubicin, 4-
hydroxycyclophosphamide and paclitaxel. These studies were conducted using breast
cancer MDA-MB-231 cells with neoexpression of PIP, representing gain of function
phenotype, and breast cancer T47D cells with suppressed expression of PIP, representing
loss of function phenotype. Our in vitro results showed that breast cancer MDA-MB-231
cells with high PIP expression (MDA-231/PIP) were characterized by increased
sensitivity to these cytotoxic drugs than control MDA-MB-231 cells with no expression
of this protein (MDA-231/PURO). On the other hand, breast cancer T47D cells with
suppressed expression of PIP (T47D puro/shPIP) were less sensitive to cytostatics than
control T47D with high expression of PIP (T47D puro/ctrlsh).

This data was confirmed by in vivo expreiments using nude mice model. Mice
with orthotopically tumors formed by transplanted MDA-231/PIP cells with high
expression of PIP responded better to doxorubicin treatment in comparison to mice
bearing tumors formed by transplanted MDA-231/PURO with no expression of this

Strona | 9



Streszczenie

protein. In summary, these experimental studies confirmed the clinical data, and revealed
that PIP is directly responsible for increased sensitivity of breast cancer cells to apoptosis
induced by cytotoxic drug.

The role of the PIP protein in the progression of breast cancer has not been fully
explained. The majority of studies, so far, concentrated on the involvement of PIP in
proliferation pathway of breast cancer cells, however, these studies brought inconsistent
results. Therefore, using both cellular models cell cycle analysis was performed, and no
differences in proliferation between breast cancer cells expressing high level of PIP
(MDA-231/PIP and T47Dpuro/ctrlsh) and breast cancer cells without expression of PIP
(MDA-231/PURO and and T47Dpuro/shPIP) were found. This data did not confirmed
the previous proposal on the key role of PIP in the proliferation of breast cancer cells and
are in agreement with our proposal on the involvement of PIP in apoptosis of these cells.

It is generally accepted that PIP is a secretory protein and act as a extracellular
protein. Therefore, that’s why using the recombinant PIP protein (PIP-LEXSY), to
demonstrate the binding of PIP to the surface of breast cancer cells. It was found using
flow cytometry that PIP binds specifically to the surface of MDA-MB-231 cells and,
using western blotting, it was also shown that PIP binds to membrane protein of supposed
molecular mass about 55 kD, which probably represent its specific receptor. The
functional role of PIP as secretory protein was also confirmed by experiment showing
that soluble PIP protein incresed the sensitivity of MDA-MB-231 cells to doxorubicin.

In summary, we have shown for the first time that PIP plays direct role in the
induction of apoptosis in breast cancer cells by cytotoxic drugs. According to our data,
PIP role in breast cancer progression seems more related to its pro-apoptotic than pro-
proliferative properties. We have also confirmed that PIP acts as secretory protein and
showed for the first time its binding to specific cell membrane protein. However,

understanding the exact molecular mechanism of PIP action await further studies.

Strona | 10



1. Wstep

1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Jedng z gltéwnych przyczyn niepowodzen w leczeniu chorych na nowotwory
ztosliwe jest oporno$¢ ich komorek na chemioterapie. Zmiany nowotworowe w wielu
wypadkach wykrywane sg w po6znym stadium zaawansowania, a komoérki tworzace guz
sg heterogenne, co sprawia, ze ich wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki, nawet na etapie guza
in situ, jest zroznicowana. Czg¢$¢ z tych komorek ulega apoptozie, ale wiele z nich jedynie
spowalnia swoj podziat lub przechodzi do puli komorek nie dzielgcych sig, okreslanych
jako ,.komorki o potencjale komorek macierzystych nowotworowych”. Obecnos¢ takich
komorek w obrebie guza moze prowadzi¢ do opornosci na stosowane cytostatyki i po
zaprzestaniu leczenia powodowaé ponowny wzrost guza (Wilson GD 2001). Dlatego tak
istotna w ostatnich czasach stala si¢ identyfikacja profili genowych, ktére moglyby
okresla¢ podatnos¢ danego nowotworu na zastosowane leczenie. Analiza funkcji genéw
wytypowanych jako swoiste pozytywne markery predykcyjne w leczeniu raka gruczotu
piersiowego pozwala podzieli¢ je na dwie grupy. Jedna z nich to geny, ktérych ekspresja
wzmacnia dziatanie lekéw cytotoksycznych w sposob bezposredni, poprzez aktywacje
szlakow programowanej $mierci komorki. Druga grupa to geny, ktorych ekspresja
powoduje uwrazliwienie nowotworu na dziatanie danego cytostatyku (Halett 1 wsp.,
2012).

W przypadku raka gruczolu piersiowego wykazano, ze pacjentki, u ktérych
stwierdzono brak lub niski poziom ekspresji biatka indukowanego prolaktyna (ang.
prolactin induced protein, PIP) odpowiadaja w sposob istotnie stabszy na leczenie
doksorubicyna i cyklofosfamidem (Jabtonska i wsp., 2016).

Jak na to wskazujg liczne badania, biatko PIP odgrywa istotng role w rozwoju i
progresji raka gruczotu piersiowego (Naderi wsp., 2012, 2015; Baniwal i wsp., 2013),

jednak jego rola w tych procesach jest niejasna i dotad nie w petni wyjasniona.
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1.2 Ekspresja PIP w stanach fizjologicznych i patologicznych

Pod koniec XX wieku w plynie wypelniajacym torbiele gruczotu piersiowego
wykryto i opisano grupg¢ bialek, wérdd ktoérych zidentyfikowano biatko, ktére nazwano
biatkiem tresci torbieli zmian widknisto-torbiclowatych gruczotu piersiowego (ang. gross
cystic disease fluid protein 15, GCDFP-15) (Haagensen i wsp., 1979; Mazoujan i wsp.,
1983, 1984, 1989). Jednoczesnie, Shiu i Iwasiow (1985) zidentyfikowali i opisali kwasne
biatko o masie czasteczkowej 16,5 kDa wystepujace w duzych ilosciach w pozywce znad
hodowli komorek T47D raka gruczotu piersiowego. Zaobserwowali oni, Ze poziom tego
biatka istotnie wzrasta po indukcji prolaktyng (ang. Prolactin, PRL), co ostatecznie
przyczynito si¢ do nadania mu nazwy biatko indukowane prolaktyng (ang. prolactin-
induced protein, PIP). Biatko PIP okazato si¢ tozsame z biatkiem GCDFP-15 (Shiu i
Iwasiow, 1985; Murphy 1 wsp., 1987). W krotkim czasie po tych pierwszych
doniesieniach, obecnos$¢ PIP, ale pod takimi nazwami jak glikoproteina-17 (ang.
glycoprotein-17, gp-17), biatko nasienia wigzace aktyn¢ (ang. seminal actin-binding
protein, SABP) i glikoproteina §linianek (ang. extra-parotid glycoprotein, EP-GP)
wykryto w réznych ptynach ustrojowych i tkankach (Akiyama i wsp., 1990; Schaller i
wsp., 1991; Schenkels i wsp., 1997; Caputo i wsp., 1999). Dotychczas biatko PIP
zidentyfikowano w nasieniu, $linie, mleku, tzach, wydzielinie usznej, wydzielinie
gruczotow potowych, w ptynie owodniowym, tozysku oraz we krwi cigzarnych kobiet
(Haagensen i wsp., 1980; Rathman i wsp., 1989; Schaller i wsp., 1991). Obecno$s¢ mRNA
PIP wykrywano najczgsciej w gruczolach Slinowych (59%) i1 gruczotach tzowych
(16,2%), a wigc narzadach posiadajacych funkcje wydzielnicza, rzadziej w gruczole
krokowym (8,3%), migéniach (2,87%) oraz innych narzadach (10,67%) (Hassan i wsp.,
2009). Ponadto, wykorzystujac technike RT-qPCR, niska ekspresj¢ mRNA PIP
stwierdzono réwniez w mozgu i ptynie mézgowo-rdzeniowym, plucach, jajnikach,
$ledzionie, sercu, zotadku i pecherzu moczowym (Tian i wsp., 2004)

Liczne publikacje wskazujg na wysoki poziom ekspresji PIP w nowotworach typu
apokrynowego (Mazoujan i wsp., 1983), przy czym zwigkszony poziom biatka PIP
obserwowano przede wszystkim w raku gruczotlu piersiowego (Gangadharan i wsp.,
2018). Podwyzszone ilosci tego biatka stwierdzono réwniez w rakach gruczotu
krokowego, gruczotow potowych i1 gruczotow Slinowych (Tian 1 wsp., 2004). Nalezy
podkresli¢, ze informacje dotyczace ekspresji PIP w prawidlowych i zmienionych
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nowotworowo tkankach gruczolu piersiowego sa do pewnego stopnia sprzeczne. We
wczesnych badaniach wykazywano, ze w prawidtowym nabtonku gruczotu piersiowego
PIP jest nieobecny lub jego ekspresja jest bardzo niska, podczas gdy w raku gruczotu
piersiowego PIP jest obecny w duzych ilosciach (Myal 1 wsp., 1998). Z kolei, p6zniejsze
badania pokazaly, ze ekspresja PIP jest nizsza w zaawansowanym raku gruczotu
piersiowego typu apokrynowego i raku inwazyjnym w poréwnaniu z rakiem in situ i
sgsiadujacg tkankg prawidtowg (Naderi i wsp., 2012), i maleje ona wraz ze stopniem

zaawansowania nowotworu (Gangadharan i wsp., 2018).

1.3 Bialko PIP i regulacja jego ekspresji

Ludzkie biatko PIP jest syntezowane w postaci biatka prekursorowego
utworzonego ze 146 aminokwasow (Hassan i wsp., 2008, 2009), ktore po odcigciu
peptydu sygnatowego zbudowanego z 28 aminokwasow, tworzy biatko sekrecyjne 0
teoretycznej masie czagsteczkowej (masa czasteczkowa aminokwaséw bez komponenty
cukrowej) rownej 13,506 kDa. Poniewaz biatko PIP jest glikoproteing, jego wzgledna
masa czgsteczkowa, wyznaczona za pomocg elektroforezy SDS-PAGE, wynosi 14 - 20
kDa i zalezy od pochodzenia tkankowego tego biatka (Schaller i wsp., 1991). Lancuch
N-glikanu, przytaczony do reszty asparaginy w pozycji 77 (Asn77), stanowi okoto 8 -
22% masy tej glikoproteiny i utworzony jest przez reszty mannozy, galaktozy, fukozy,
N-acetylogalaktozaminy, N-acetyloglukozaminy oraz kwasu sjalowego (Schaller i wsp.,
1991; Wiegandt i wsp., 2018). W zalezno$ci od pochodzenia tkankowego, ma ono
strukture dwu- lub trzy-antenowg i zakonczone jest reszta/resztami fukozy i kwasu
sjalowego (Toth i wsp., 1988; Rathman et al. 1989; Wiegandt i wsp., 2018).
Konsekwencja tej post-translacyjnej modyfikacji jest wystepowanie biatka PIP w dwoch
glikoformach o masach czgsteczkowych: 16,5 kDa i 14 kDa (Shiu i lwasiow, 1985).
Glikoformy te sg obecne w $linie oraz pozywce znad hodowli komorek T47D raka
gruczotu piersiowego (Shiu i lwasiow, 1985; Caputo i wsp., 2003). PIP jest biatkiem 0
punkcie izoelektrycznym 4,8 — 5,47, na ktorego N-koncu znajduje si¢ cykliczna pochodna
glutaminy — piroglutamina (Schaller i wsp., 1991: Hassan i wsp., 2008). Moze ono
tworzy¢ dimery w §linie i tetrametry w ludzkim ptynie nasiennym oraz wydzielinie z

torbieli gruczotu piersiowego (Autiero i wsp., 1995).
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W 2008 roku Hassan i wsp. (2008) okreslili strukture przestrzenng kompleksu PIP
z a-2-glikoproteing zalezng od cynku (ang. Zinc-Alpha-2-Glycoprotein, ZAG) (Hassan i
wsp., 2008) (Ryc.1). Wykazali oni, ze fancuch polipeptydowy PIP zbudowany jest z
siedmiu nici B i siedmiu pB-Skretow tworzacych razem struktur¢ [B-harmonijki
zorganizowanej w postaci ,,kanapki”, ze wzgledu na wysoce hydrofobowy charakter reszt
aminokwasowych, z pusta przestrzenia wewnatrz (Hassan i wsp., 2008). PIP swoja
budowg przestrzenng przypomina siodmg domeng fibronektyny typu III, aczkolwiek jest
ona tylko w 13% identyczna z sekwencja aminokwasowg biatka PIP. Analiza struktury
trzeciorzedowej biatka PIP wykazata obecno$¢ dwédch mostkow dwusiarczkowych
utworzonych pomig¢dzy resztami cystein 37 i 63 oraz 61 i 95 (Schaller i wsp., 1991,
Hassan i wsp., 2008).

»
(o] Asn7 { ! NAG
s e

RycC. 1 Model bialka PIP. Biatko PIP zbudowane jest z siedmiu P nici i siedmiu p-skretow tworzacych
strukture typu B-harmonijki. Lancuch N-glikanu przytaczony jest do asparaginy w pozycji 77 (Asn77).
Biatko to w swojej strukturze trzeciorzedowej posiada dwa mostki dwusiarczkowe utworzone pomiedzy

resztami Cys37 i Cys63 oraz Cys61 i Cys95 (Hassan i wsp., 2008; Xie i wsp., 2009).

Lokalizacj¢ chromosomalng genu PIP 1 jego sekwencj¢ nukleotydowa opisali po
raz pierwszy Myal i wsp., ktorzy w swoich badaniach wykorzystali komorki T47D raka
gruczotu piersiowego. Gen PIP zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 7 w
pozycji q32-36 (Myal i wsp., 1991). Co ciekawe, mutacje w obrebie chromosomu 7

nalezg do najcze¢stszych nieprawidtowosci cytogenetycznych stwierdzanych w ludzkim
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raku gruczotu piersiowego. Chromosom 7 posiada wiele miejsc wrazliwych na ztamanie,
na przyktad FRA 7G, FRA 7H, czy FRA 71 (Autiero i wsp., 1999, Autiero i wsp., 2002,
Ciullo M., i wsp., 2002). Miejsca te znajduja si¢ w rejonach: 7q32.2, 7q33.3 i 7935
(Mishmar i wsp., 1998; Ciullo i wsp., 2002; Auteiro i wsp., 2002). Zaproponowano, ze
ztamanie chromosomu 7 w pozycji FRA 71 bylo przyczyng powstania palindromowej
duplikacji genu PIP i wzmozonej konstytutywnej ekspresji tego biatka obserwowanej w
komoérkach T47D (Ciullo i wsp., 2002; Autiero i wsp., 2002).

Gen PIP obejmujacy 7000 nukleotydow i zbudowany z czterech egzonow oraz
trzech intronéw ulega transkrypcji jako jeden, 591 nukleotydowy, mRNA (Myal i wsp.
1991). Istnieje niewiele doniesien na temat ewolucyjnego pochodzenia genu PIP. Jego
sekwencja u malp naczelnych: szympanséw (Pan troglodytes), goryli (Gorilla gorilla),
orangutanéw (Pongo pygmaeus) i gibona (Hylobates agilis) sugeruje, ze gen ten mogh
powstaé jako wynik pozytywnej selekcji na skutek dziatania uktadu odpornosciowego i
patogendow (Osawa i wsp., 2004).

Mechanizm regulacji ekspresji genu PIP nie zostal jeszcze w petni wyjasniony.
Jego ekspresja zarowno w tkance prawidlowej, jak i w tkance zmienionej nowotworowo
jest regulowana przez wiele hormonow i cytokin. Androgeny, glikokortykosteroidy,
prolaktyna oraz cytokiny (IL-1a, IL-4 i IL-13) wptywaja na zwickszenie ekspresji,
natomiast estrogeny i IL-6 na obnizenie poziomu ekspresji PIP (Shiu i Iwasiow., 1985;
Dauvois i wsp., 1990; Pagani i wsp., 1994; Blais i wsp., 1994; Blais i wsp., 1995; Myal i
wsp., 1998; Loos i wsp., 1999; Carsol i wsp., 2002) .

W pierwszym doniesieniu odnoszacym si¢ do regulacji ekspresji genu PIP na
poziomie molekularnym wykazano, ze w komoérkach ZR-75-1 raka gruczotu piersiowego
ekspresja genu PIP regulowana jest synergistycznie poprzez aktywacje receptora
androgenowego (AR) i receptora prolaktynowego (PRLR) za pomoca, odpowiednio,
prolaktyny i 5a-dihydrotestosteronu (5aDHT) (Carsol i wsp., 2002). Aktywacja PRLR
prowadzi do aktywacji (fosforylacji) czynnikow transkrypcyjnych STATSA i STATSB,
ktore wiaza si¢ do promotora genu PIP wspdlnie z aktywnym receptorem AR, co w
konsekwencji prowadzi do zwigkszenia transkrypcji mRNA PIP
( Debily i wsp., 2009; Naderi i wsp., 2012; Naderi i wsp., 2014) (Ryc. 2A).

W podobny sposob, aktywny receptor AR wspolnie z biatkiem RUNX2, po
zwigzaniu obu do promotora genu PIP, zwickszaja jego ekspresje (Baniwal 1 wsp., 2013).
Ponadto PIP w mechanizmie zwrotnym moze aktywowac receptor androgenowy (AR) w

Strona | 15



1. Wstep

cytoplazmie i powodowa¢ jego translokacje do jadra komoérkowego, gdzie nastepuje
ekspresja genow androgeno-zaleznych (Naderi 1 wsp., 2012).

W komorkach raka gruczolu piersiowego nie posiadajacych ekspresji receptora
estrogenowego (ER-), ekspresja genu PIP regulowana jest przez dodatnig petle zwrotng
pomigdzy szlakiem sygnalowym receptora androgenowego (AR) a $ciezkami
sygnatowymi kinaz ERK1/2 i AKT/PKB (Ryc. 3)

A 1. PROLACTIN 2. TESTOSTERONE

Ryc. 2A Mechanizm regulacji ekspresji PIP po indukcji prolaktyng i
testosteronem. Rycinge wykonata dr Karolina Jabtonska (Urbaniak A i wsp.2018)
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Ryc. 2B Mechanizm regulacji ekspresji PIP przez receptor androgenowy AR i
biatko RUNX2 ( Urbaniak A., i wsp., 2018)

W tym mechanizmie, bialko PIP pelni role autoregulacyjng, trawigc biatko
macierzy zewnatrzkomorkowej — fibronektyng - do krotkich fragmentow peptydowych
(patrz rozdz.1.5), ktore aktywujg integryny 1, co umozliwia im zwigzanie biatka ILK1
(ang. integrin-linked kinasel) oraz receptora ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu
typu 2 (ang. epidermal growth factor receptor 2 , ErbB2/HER2). To w konsekwencji
prowadzi do aktywacji kinaz ERK1/2 i kinazy AKT/PKB, ktore aktywuja kinazy RSK i
MSK, ate z kolei aktywuja czynnik transkrypcyjny CREB1, ktory wigze si¢ do promotora
genu PIP, wplywajac na zwigkszenie jego ekspresji (Chia i wsp., 2010; Naderi i wsp.,
2012; Naderi i wsp., 2015). Co ciekawe, CREB1 w komorkach estrogeno-negatywnych
zwigksza rowniez ekspresje receptora androgenowego AR, ktory z kolei aktywuje
ekspresje receptora naskoérkowego czynnika wzrostu typu 2 HER-2, co réwniez

przyczynia si¢ do wzrostu ekspresji PIP (Naderi i wsp., 2012, Ryc. 3).
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Ryc. 3 Mechanizm regulacji ekspresji PIP (Urbaniak A., i wsp. 2018) rycing wykonata

dr Karolina Jabtonska.

1.4. Rola biologiczna bialka PIP

Analiza sekwencji biatka PIP in silico wykazata obecno$¢ motywu wigzacego
aktyne oraz dwoch motywoéw wigzacych fibronektyne (obejmujacych reszty
aminokwasow 42-57 i 109-118) (Tellam i wsp., 1989; Caputo i wsp., 2003). Biatko PIP
ex vivo wigze keratyng, miozyne, tropomiozyne, B-tubuling, ludzka albuming surowicza
oraz hydroksyapatyt (Schenkels i wsp., 1997; Kumar i wsp., 2012; Naderi i wsp., 2014).
Ponadto, PIP wykazuje powinowactwo do receptora CD4 obecnego na komorkach uktadu
immunologicznego  (limfocytach T,  monocytach/makrofagach, = komorkach
dendrytycznych) oraz do fragmentu Fc immunoglobulin 1gG (Autiero i wsp., 1995;
Caputo i wsp., 1998; Gaubin i wsp., 1999; Caputo i wsp., 2000; Basmaciogullari i wsp.,
2000). Co wiecej, ludzkie biatko SABP (PIP) obecne w §linie, mleku i nasieniu wigze si¢
do bakterii z rodzaju Gemella, Streptococcus i Staphylococcus, (Schenkels i wsp., 1997).
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Podobne wlasciwosci wykazuje mysie biatko mPIP, wiazac si¢ do bakterii z rodzaju
Streptococcus ( Lee i wsp., 2002; Nistor i wsp., 2009). Biatko PIP jest biatkiem
sekrecyjnym i posiada aktywnos¢ proteazy aspartylowej (Caputo i wsp., 2000). Funkcja
ta wynika z obecno$ci reszty asparaginianu w pozycji 22 (Asp22), podobnie jak w
przypadku innych znanych proteaz aspartylowych, takich jak katepsyna D, pepsyna, czy
renina. Jedynym znanym substratem PIP jest fibronektyna (Caputo i wsp., 2000).
Przypuszcza si¢, iz biatko PIP poprzez aktywno$¢ proteolityczng, bierze udziat w
degradacji macierzy zewngtrzkomorkowej, a tym samym bierze udziat w progresji raka
gruczotu piersiowego (Caputo i wsp., 2003; Naderi i wsp., 2012).

Caputo i wsp., (2003) opisali roznice we wlasciwosciach biologicznych biatka PIP
izolowanego z komorek raka gruczotu piersiowego, a biatkiem wydzielanym przez
prawidtowe tkanki ($lina i nasienie). Wykazali oni, ze PIP wydzielany przez komorki
T47D wiazal si¢ z mniejszym powinowactwem do receptora CD4 w pordwnaniu z
biatkiem PIP pochodzacym z nasienia, co autorzy wigza z réznicami w strukturze N-
glikanow (Caputo i wsp., 2003). Natomiast obie formy biatka PIP wigzaly si¢ z
podobnym powinowactwem do fibronektyny, co w kazdym przypadku wymagato
obecnosci tancuchéw cukrowych. Dane te sugeruja, iz w zalezno$ci od mikrosrodowiska,
w ktorym biatko PIP ulega ekspresji, moze ono w sposoéb odmienny oddziatywaé z tymi

samymi czasteczkami (Caputo i wsp., 2003).

1.5. Rola bialka PIP w progresji raka gruczolu piersiowego

Najnowsze badania po$wigcone biatku PIP wykazaty wysoki poziom jego
ekspresji w rakach gruczotu piersiowego typu apokrynowego (stanowigcy dos¢ niski
odsetek nowotworow tego gruczotu), wykazujacych brak receptora estrogenowego
(ER-), przy obecnosci receptora androgenowego (AR+) oraz w rakach gruczohlu
piersiowego typu luminalnego A, charakteryzujacych si¢ nastgpujagcym profilem
ekspresji markerow: (ER+), (HER 2-), Ki-67 < 14%, PR+> 20% komorek
nowotworowych. Natomiast niski poziom ekspresji lub brak ekspresji PIP obserwowano
w raku gruczolu piersiowego potrojnie negatywnym (ang. triple negative)
charakteryzujacym si¢ brakiem receptorow ER, PR i HER-2 (Baniwal i wsp., 2014;
Naderi i wsp., 2015; Dai i wsp 2017; Sciarra i wsp., 2017). Podwyzszony poziom PIP
we krwi obwodowej u 40% pacjentek z zaawansowanym rakiem gruczotu piersiowego

wskazuje na potencjalne pozytywne prognostyczne znaczenie PIP jako markera
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nowotworowego (Naderi i wsp., 2015). Interesujacym jest fakt, ze w przypadku pacjentek
z przerzutami raka gruczotu piersiowego, st¢zenie PIP we krwi jest szczegdlnie wysokie
i dochodzi nawet do 70,000 ng/ml (Haagensen i wsp., 1979; Pasquinelli i wsp., 1999).

Badania Dziggiela i wsp. (2016) wykazaty, iz wysoki poziom ekspresji PIP
pozytywnie koreluje z odpowiedzig pacjentek z rakiem gruczolu piersiowego na
standardowa chemioterapi¢ adjuwantowa (doksorubicyna + cyklofosfamid), co wskazuje
na zwigzek pomig¢dzy niskim poziomem lub brakiem ekspresji PIP, a opornoscig komorek
raka gruczotu piersiowego na  chemioterapie¢ = wykorzystujagca te  leki
przeciwnowotworowe (Jabtonska i wsp., 2016). Dodatkowo wykazano, iz zaréwno
poziom biatka PIP, jak i mMRNA PIP spada wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci G i jest
on najnizszy w przypadku potrdjnie negatywnych rakow gruczotu piersiowego (ER-, PR-
, HER-2 -) o ztym rokowaniu (Jabtonska i wsp., 2016). Z klinicznego punktu widzenia
istotny jest rowniez fakt, iz przypadki z wyzsza ekspresja PIP charakteryzowaty sie¢
dhuzszymi przezyciami wolnymi od wznowy oraz wolnymi od przerzutéw (Hahnel i wsp.,
1996, Jabtonska i wsp., 2016).

Jak dotad, rola biatka PIP w progresji raka gruczotu piersiowego nie zostata do
konca wyjasniona 1 co wigcej cze$¢ badan na ten temat przyniosta niespdjne, czy wrecz
sprzeczne wyniki. Najwiecej uwagi poswigcono roli biatka PIP w proliferacji komorek
raka gruczotu piersiowego. I tak, oczyszczone z nasienia biatko PIP promowato
proliferacje komoérek MCF-7, BT474, MDA-MB-231 i T47D tego nowotworu (Cassoni i
wsp., 1995). Na role PIP w promowaniu proliferacji komorek raka gruczotu piersiowego
wskazuja rowniez badania Naderi 1 wsp. (2012, 2014), ktorzy wykazali, ze w przypadku
linii komérkowych wyzej wymienionych nowotwordw reprezentujacych typ luminalny
A i B oraz typ apokrynowy, obecno$¢ biatka PIP byta niezbedna do progresji fazy G1
cyklu komorkowego, mitozy oraz cytokinezy. Jak wskazuja dotychczasowe badania,
stymulujacy wptyw PIP na proliferacje komorek jest niezalezny od statusu receptorow
estrogenowych (ER). Baniwal i wsp. (2012, 2014) pokazali, ze zahamowanie ekspresji
genu PIP hamuje proliferacje komorek T47D charakteryzujacych si¢ ekspresja receptora
estrogenowego (ER+). Z kolei Naderi i wsp. (2012) pokazali, iz ekspresja PIP jest
niezbe¢dna do proliferacji komorek MDA-MB-453 cechujacych si¢ brakiem receptorow
estrogenowych (ER-). Badania in vitro nad molekularnymi mechanizmami lezgcymi u
podstaw dziatania PIP wykazaty, ze wyciszenie ekspresji genu PIP w komoérkach T47D
uniemozliwia aktywacj¢ przez czynniki surowicze (,,serum factors”) kinaz AKT/PKB,
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ERK1/2 i JNK1/2 bioracych udzial w glownych szlakach przekazywania sygnalow
zwigzanych z proliferacjag komoérkowa (Baniwal i wsp., 2014). W przeciwienstwie do
dotychczas omowionych badan, analiza ekspresji genow prowadzona za pomoca
macierzy ekspresyjnych RNA wykazata, ze w liniach komorkowych raka gruczotu
piersiowego z wysokim poziomem PIP, istotnic wzrasta poziom ekspresji gendw
odpowiedzialnych za apoptoze i hamowanie podziatow komérkowych w poréwnaniu z
komorkami tego nowotworu nie wykazujgcymi ekspresji tej glikoproteiny (Debily i wsp.,
2009). Rezultaty ostatnich badan in vivo uzyskanych przez Edechi CA (2019a), w ktorych
myszom Balb/c przeszczepiano komorki mysie 4T1 (reprezentujace model triple
negative) z nadekspresja mysiego biatka mPIP oraz komoérki kontrolne 4T1 z pustym
wektorem pokazaly opdzniony wzrost guza dla komorek 4T1/mPIP w stosunku do
komorek kontrolnych 4T1/puro (Edechi C.A 2019a).

Niejasny pozostaje rowniez, sposob dziatania biatka PIP na komorki. Z jednej
strony pokazano, ze biatko PIP dodawane do hodowli komorek raka gruczotu
piersiowego stymuluje ich proliferacje, co wskazuje na jego zewnatrzkomoérkowe
dziatanie (Cassoni i wsp., 1995). Z drugiej strony stwierdzono, ze ko-hodowla komodrek
T47D z wyciszong ekspresja biatka PIP z komoérkami T47D (typu dzikiego)
wydzielajacymi duze ilosci PIP nie stymuluje proliferacji tych pierwszych. Zdaniem
autorow, wskazuje to na wewnatrzkomérkowy mechanizm dziatania PIP w promowaniu
proliferacji, bowiem wyciszenie ekspresji genu PIP w komorkach T47D skutkowato
zahamowaniem ich proliferacji (Baniwal i wsp., 2012).

Wyciszenie ekspresji mRNA PIP w komodrkach BT-474 raka gruczotu
piersiowego obnizato ich adhezje typu komorka - komoérka i komorka - macierz (bogata
w fibronektyng), co sugeruje, ze PIP moéglby zwigksza¢ oddziatywania
miedzykomoérkowe i oddziatywania typu komoérka - macierz zewnatrzkomorkowa.
Jakkolwiek, w przypadku komoérek T47D i MFM-223 raka gruczolu piersiowego,
wyciszenie ekspresji PIP nie zmieniato w znaczacy sposob wlasciwosci adhezyjnych tych
komorek (Vanneste i Naderi, 2015). Wskazano rowniez na prawdopodobny udziat biatka
PIP w procesie tworzenia podosomow bogatych w a-aktyng, co moze jednak wynikac nie
ze zdolnosci PIP do bezposredniego wigzania aktyny w komorce, ale aktywacji
receptorow integrynowych B1 z posrednim udzialem biatka PIP poprzez generowanie

wigzanych przez nie fragmentéw fibronektyny. By¢ moze aktywacja receptora dla
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integryn jest czynnikiem wplywajacym na zmiang¢ reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego (Sreenivasappa i wsp. 2014)

1.6. Apoptoza

Na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku, John Kerr, Andrew Wyllie i Adrian
Curie wykazali, istnienic $ciS§le regulowanego procesu prowadzacego do
samounicestwiania si¢ komorek, ktory nazwali programowang $miercig komorki (ang.
programmed cell death, apoptoza) (Kerr i wsp., 1972). Apoptoza (gr. apoptosis —
opadanie lub spadanie lisci) moze przebiega¢ dwoma gtownymi szlakami: wewngtrznym
i zewnetrznym. Szlak apoptotyczny zwigzany z mitochondriami i kontrolowany przez
biatko p53 i biatka z rodziny bcl-2 (ang. B cell lymphoma 2 protein) nazywany jest
klasycznym szlakiem wewnetrznym. Szlak apoptotyczny rozpoczynajacy si¢ od
aktywacji receptorow $mierci przez zewnatrzkomoérkowe ligandy nazywany klasycznym
szlakiem zewnetrznym. Ponadto, apoptoza moze przebiegac poprzez szlak zwigzany z
retikulum endoplazmatycznym (szlak siateczkowy - zwigzany ze stresem komorkowym)
oraz szlak tzw. pseudoreceptorowy zwigzany z perforynami i grazymem B (Green DR.,
I wsp.,2015). Niezaleznie od rodzaju szlaku w aktywacji apoptozy jej integralnym
elementem jest aktywacja proteaz cysteinowych z rodziny ICE (ang. interleukin —/
converting enzyme - nazwa pochodzi od pierwszej w komorkach ssakow
zidentyfikowanej kaspazy konwertujacej interleuking 1) zwanych kaspazami. Dzielimy
je na kaspazy indukujgce (kaspazy aktywatorowe, sygnatowe - 2, 8, 9, 10, 12) oraz
kaspazy efektorowe (kaspazy wykonawcze — 3, 7, 6). Kaspazy indukujace sg aktywne
jako dimery. Kasapzy wykonawcze wystepuja w cytoplazmie komorki jako nieaktywne
zymogeny (tzw. prokaspazy), ktore aktywowane sg w wyniku proteolizy z udzialem
kaspaz indukujacych, juz po zainicjowaniu procesu apoptozy. Wszystkie kaspazy tng
tancuch biatkowy pomiedzy Asp i Gly w sekwencji aminokwasowej Asp-Glu-Val-Asp-
Gly. Enzymy te degraduja zaréwno bialka strukturalne, jak i enzymatyczne. Jednym z
kluczowych biatek ulegajacych cieciu przez kaspazy jest polimeraza poli(ADP -rybozy),
ktoéra w warunkach prawidtlowych odpowiedzialna jest za napraw¢ DNA. Trawieniu
ulegaja rowniez takie biatka jak retinoblastomy (Rb), istotne w regulacji cyklu
komorkowego, biatko MDM2 odpowiedzialne za wigzanie i stabilizacj¢ biatka p53, czy

biatka cytoszkieletu komoérkowego. Sygnat przenoszony przez kaspazy prowadzi do
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aktywacji czynnikow transkrypcyjnych, takich jak AP1 (ang. activator protein 1) oraz
NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). W
konsekwencji prowadzi to do pojawienia si¢ zaburzen struktury i funkcji metabolicznej
komorki, i w efekcie powoduje jej $mier¢.

Cechg  charakterystyczng  komorek  apoptotycznych — jest  obecnos¢
fosfatydyloseryny na zewnetrznej powierzchni btony komoérkowej. Chromatyna jadrowa
ulega zageszczeniu i gromadzi si¢ wokot otoczki jadrowej. W miarg obkurczania si¢
komorki, chromatyna zaczyna wypetnia¢ cale jadro komoérkowe, cytoplazma staje si¢
gesta z ciasno upakowanymi organellami. Nastepnie jadro komorkowe ulega
fragmentacji 1 pojawiaja si¢ tzw. cialka apoptotyczne. Sa to fragmenty zaggszczonej
cytoplazmy, chromatyny i organelli komorkowych otoczone btong komoérkowa. Ich
zawarto$¢ nie wydostaje si¢ na zewnatrz, tym samym nie wywotuje reakcji zapalnej. W
ostatnim etapie fragmenty apoptotycznych komoérek ulegaja fagocytozie przez makrofagi
lub otaczajace komorki (Hacker i wsp., 2000; Pistritto i wsp., 2016)

Szlak wewnetrzny apoptozy moze zosta¢ zainicjowany Nnp.. podwyzszeniem
poziomu reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), zaburzeniami
transportu jonéw wapnia do cytoplazmy, zaburzeniami cyklu komdrkowego, dziataniem
lekow cytotoksycznych, czynnikow fizycznych, czy nieprawidlowo sfatdowanych biatek.
W procesie inicjacji apoptozy biorg udziatl zaréwno szlaki zwigzane z promowaniem
apoptozy jak i szlaki zwigzane z jej hamowaniem. Wptywaja one finalnie na aktywacje
kaspaz, przepuszczalnos$¢ btony mitochondrium 1 interakcje z biatkami posredniczacymi
w rozpadzie komorki.

W wewnatrzkomorkowym szlaku apoptozy kluczowa role odgrywaja biatka z
rodziny Bcl-2. Do biatek proapoptotycznych z rodziny Bcl-2 nalezg Bax, Bak, Bad, Bid,
Bik, ktore wystepuja gtownie w cytoplazmie, natomiast antyapoptotyczne biatka z
rodziny Bcl-2, takie jak Bcl-2, Bel-xL (Pistritto i wsp., 2016), w wigkszosci to integralne
biatka blonowe obecne w zewnetrznej blonie mitochondrium, oraz btonach retikulum
endoplazmatycznego. Biatka z rodziny Bcl-2 wykazuja homologie strukturalne, ze
wzgledu na wystepowanie w nich konserwatywnych domen BH (ang. Bcl-2 homology
domain) (Petros i wsp., 2004, Pistritto i wsp., 2016). Domeny te w trakcie zainicjowania
procesu apoptozy umozliwiaja tym biatkom tworzenie hetero- 1 homodimerow
odpowiedzialnych za odpowiedz pro- lub antyapoptotyczng. W warunkach stresu biatko
pS3 przemieszcza si¢ z cytoplazmy do zewngetrznej btony mitochondrium, tam wiaze si¢
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do kompleksu biatek antyapoptotycznych Bcl-2/Bcl-xL, co ulatwia tworzenie w niej
poréw i uwolnienie cytochromu ¢, prowadzac do programowanej $mierci komorki.

Z kolei wbudowanie proapoptotycznych biatek Bax i Bad w zewnetrzng blone
mitochondrium powoduje takie zaburzenia w jej strukturze, ze prowadzi to do uwalniania
nie tylko cytochromu c do cytozolu, ale rowniez uwalniane sg biatka Smac/DIABLO (z
ang. secondary mitochondria-derived activator of caspases) /(z ang. Direct inhibitor of
apoptosis-binding protein with low pl), czynnik AlF(ang. apoptosis inducing factor) i
endonuklezy G, petnigcych role regulatorow aktywacji kaspaz ( Delavallee L i wsp. 2011,
Rathore R i wsp., 2017). W cytoplazmie, cytochrom c tgczy si¢ z ATP oraz enzymem
Apaf-1 (Rathore R i wsp., 2017), ktory na swoim N-koncu zawiera domeng rekrutujaca
kaspaz¢ - CARD (ang. caspase activation and recruitment domain) (Hofmann K i wsp.,
2019). Poprzez domen¢ CARD do tego kompleksu biatkowego zostaje przylaczona
kaspaza 9, co prowadzi do utworzenia apoptosomu bedacego heptamerem kompleksow
biatkowych obejmujacych cytochrom c, Apaf-1 i kaspaze-9 (Rathore R i wsp., 2017).
Dodatkowym elementem przytaczanym do apoptosomu jest kompleks biatek Bcl-2/Bcl-
xL pehigcy funkcje regulatorows. Do niego wigzg si¢ biatka o funkcji pro-apoptotycznej
Bak, Bax, Bid, Bik. W rezultacie prowadzi to do unieczynnienia kompleksu Bcl-2/BclxL
I aktywacji kaspazy 9, ktora uruchomia kaskade kaspaz wykonawczych 3, 6 i 7.
Aktywacja kaspazy 3, petnigcej rolg dominujacg w tym procesie, polega na jej proteolizie
I utworzeniu dimeru aktywujacego kaspazy 61 7.

Do zahamowania procesu apoptozy moze doj$¢ w wyniku tworzenia przez biatka
Bcl-2 lub Bel-xL heterodimerow z takimi biatkami proapoptotycznymi jak Bak, Bax, Bid
, Bik. Ponadto biatka te po przylaczeniu do Apaf-1 uniemozliwiajg tworzenie
apoptosomu, hamujac tym samym aktywacj¢ kaspazy 9 i kaspaz wykonawczych.
Ostatecznie 0 przezyciu lub $mierci komodrki decyduje réwnowaga pomiedzy
aktywno$cig biatek pro- i antyapoptotycznych (Ola i wsp., 2011; Czabotar i wsp., 2014).

Do zahamowania procesu apoptozy moze réwniez dojs¢ poprzez aktywnos¢
bialek z rodziny IAP (ang. inhibitor of apoptosis protein) i XIAP (ang. human X
chromosome-encoded IAP), ktore charakteryzuja si¢ obecnoscia co najmniej jednej
domeny BIR (ang. baculoviral IAP repeat). Domena BIR 2 wchodzi w sktad biatek IAP1,
IAP2, XIAP oraz NAIP i jest w stanie zahamowa¢ aktywno$¢ kaspaz wykonawczych 3 i
7. Z kolei domena BIR 3 hamuje aktywno$¢ kaspazy 9 (Deveraux i wsp., 1999). W biatku
surwiwinie, nalezacej do tej rodziny biatek, istnieje tylko jedna domena BIR, ktéra
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hamuje aktywnos$¢ kaspaz wykonawczych 3 i1 7, natomiast w biatku liwinie pojedyncza
domena BIR jest w stanie zahamowa¢ aktywno$¢ kaspazy 9 i kaspaz wykonawczych 3,
617 (Shiniwsp., 2001). Oprocz domen BIR, w biatkach z rodziny IAP funkcje hamujaca
aktywnos$¢ kaspaz pelnig sekwencje taczace domeny BIR, jak rowniez domena RING o
strukturze palca cynkowego (ang. really interesting new gene). Odpowiadajg one za
ubikwitynacj¢ i trawienie nieaktywnych kompleksow biatka IAP 1 kaspazy przez
proteasomy. Naturalnymi inhibitorami biatek IAP sg biatka Smac/DIABLO i XAF1. W
przypadku biatka XAF1 dla jego proapoptotycznej funkcji istotny jest fragment C-
koncowy. XAF1 blokuje XIAP i uniemozliwia dalsze hamowanie kaspazy-3. Pokazano,
ze zwigzanie XIAP poprzez XAF1 ma pozytywny wplyw na chemioterapig.
Smac/DIABLO wystepuje gtownie w mitochondriach, skad jest uwalniany pod wptywem
czynnikoéw stresu. Razem z uwolnionym z mitochondriow cytochromem ¢ wchodzi w
interakcje z biatkami IAP, blokujac ich dziatanie. Biatko Smac/DIABLO moze taczy¢ si¢
ze wszystkimi IAP (Du i wsp., 2000)

Szlak zewnetrzny apoptozy moze zosta¢ aktywowany poprzez ograniczenie
ilosci czynnikow wzrostowych i substancji odzywczych, dziatanie cytokin i hormonow,
dzialanie lekéw cytostatycznych jak 1 dzialanie czynnikow fizycznych tj.:
promieniowanie UV i temperatura (Kulms D i wsp., 2000, Vydra N i wsp., 2006). W
komorkach szlak ten aktywowany jest przez receptory zawierajace domeng¢ $mierci (ang.
death domain, DD). Pierwszymi opisanymi receptorami $mierci byty receptory z rodziny
TNF (TNFRI, p75NTR, Fas/APO1/CD95, TRAIL-R1). Formg aktywng receptorow
$mierci z rodziny TNFR jest trimer. Ligandami dla tych receptorow sa TNF, FASL,
TRAIL. Receptor po zwigzaniu odpowiedniego ligandu zmienia konformacje¢ co pozwala
na zwigzanie bialka adaptorowego FADD (ang. Fas Associated Death Domain) i
aktywacje domeny cytoplazmatycznej zwanej domeng $mierci. Biatkko FADD moze
aktywowa¢ domen¢ $mierci samodzielnie lub przy udziale biatek posredniczacych
(DAXX, TRADD, TRAF 1 2) i nastepnie aktywowac kaspaze-8 w kompleksie DISC
(ang. Death Inducing Signaling Complex). Z kolei, kaspaza 8 aktywuje kaspazy 6, 7 i 3
Co ostatecznie prowadzi do apoptozy komorki (Fulda i wsp., 2006; Sayers i wsp., 2011).
Aktywna kaspaza 8 poprzez aktywacj¢ proapoptotycznego biatka Bid moze
zapoczatkowa¢ wewnatrzkomorkowy szlak apoptozy. Oba szlaki, zewnetrzny i
wewnetrzny, tacza si¢ wigc w jeden tor wykonawczy prowadzacy do programowanej
$mierci komorki (Fulda 1 wsp., 2006; Sayers i wsp., 2011).
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Szlak pseudoreceptorowy apoptozy jest aktywowany przez biatka o aktywnosci
cytotoksycznej, wydzielane przez komorki uktadu odpornosciowego (limfocyty T,
neutrofile, komoérki NK), do ktorych nalezg grazymy i perforyny. Cytotoksyczne komorki
efektorowe wigza si¢ do komorek docelowych, co prowadzi do przemieszczenia
ziarnisto$ci wewnatrzkomorkowych zawierajacych substancje cytotoksyczne w kierunku
komorki docelowej, nastepnie ich degranulacje i uwalnianie perforyn, ktére wbudowuja
si¢ w btone komoérki docelowej i tam w procesie zaleznym od jonow wapnia Ca?* ulegajg
polimeryzacji tworzac kanaly o S$rednicy 14 nm, zbudowane z 20 podjednostek.
Umozliwia to wnikanie do komorki grazyméw powodujacych proteolize struktur
komoérkowych (Greenberg i wsp.,1997).

Szlak siateczkowy apoptozy wywotywany jest gltéwnie przez zaburzenie
roOwnowagi jonow wapnia w komorce oraz nagromadzenie si¢ nieprawidlowo
sfaldowanych i zmodyfikowanych biatek w komorce. Zaburzenia te powoduja, ze biatka
te nie sg transportowane do siateczki $rodplazmatycznej, dochodzi do aktywacji kaspazy
12, ktora aktywuje kaspazy efektorowe 3, 7, 6 (Travers i wsp., 2000, Breckenridge D.G.
i wsp., 2003).

1.7. Molekularne mechanizmy dzialania doksorubicyny

Antybiotyki antracyklinowe stosowane s3 od ponad 40 lat w leczeniu chorob
nowotworowych. Pierwsze takie zwiazki: doksorubicyng (DOX) i daunorubicyne (DRB)
wyizolowano w latach sze$¢dziesigtych XX wieku ze szczepu Streptomyces peucetius var
caesius (Arcamone F i wsp., 1969, Arcamone F i wsp., 1964, Di Marco A i wsp. 1964).
Najlepiej poznanym mechanizmem cytotoksycznego dziatania antracyklin jest ich wptyw
na aktywnos$¢ topoizomeraz typu Il oraz bezposrednie interakcje z DNA obejmujace
tworzenie kompleksow interkalacyjnych, wigzan kowalencyjnych, modyfikacje zasad
azotowych oraz dziatanie wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu (Damiani RM., i
wsp., 2016). Prowadzi to do zaburzenia takich procesow jak replikacja i transkrypcja, a
nastepnie uruchomienia mechanizméw naprawy DNA lub indukcji apoptozy (Damiani
RM., i wsp., 2016).

Doksorubicyna tworzy kompleksy interkalacyjne z DNA oddzialujac z
sekwencjami 5'-GC-3', 5-CG-3' (Chaires i wsp., 1996, Jawad B i wsp., 2019), co w

konsekwencji powoduje wydtuzanie helisy DNA i znicksztatcenia jego struktury. Wazng
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role w stabilizowaniu kompleksow antracyklin z DNA odgrywaja wigzania wodorowe z
zasadami azotowymi, w ktorych uczestnicza czasteczki wody. Antracykliny, ktore nie
majg grupy —OH w pozycji C-9 nie sg zdolne do tworzenia wigzan wodorowych z
udziatem tej grupy, a tym samym pozbawione sg aktywnos$cCi przeciwnowotworowej
(Gniazdowski M i wsp., 2003). W powstawaniu wigzan kowalencyjnych DOX z DNA
uczestniczy formaldehyd (CH20) (Taatjes i wsp., 1999). W uktadzie in vitro, zrodtem
formaldehydu jest TRIS, ktory jest utleniany do CH20 przez rodniki hydroksylowe (HO")
powstajace z udziatem Fe?* w reakcji redukcji H.0; (reakcja Fentona) (Damiani RM., i
wsp., 2016). In vivo, zrédtem formaldehydu jest autokatalityczna oksydacja w pozycji C-
13 DOX z udziatem HO: (reakcja Bayera-Villigera) (Taatjes i wsp., 1996) i utlenianie
przez rodniki hydroksylowe zwigzanych z DNA poliamin (Taatjes 1 wsp., 1997). Kazdy
z tych mechanizméw jest zwigzany ze zdolnoéciag DOX do wigzania jonow Fe3* i od
komorkowego potencjatu redukcyjnego (Damiani RM., i wsp., 2016).

Cytotoksyczne dziatanie doksorubicyny jest takze zwigzane z hamowaniem
aktywno$ci topoizomeraz typu II-go. Topoizomerazy typu Il nacinajg obie nici DNA i
odpowiadaja za dodawanie superskretow. Antracykliny wigza si¢ do DNA w chwili kiedy
topoizomeraza Il przecina podwojng ni¢, co przeszkadza w ponownym tgczeniu wolnych
koncoéw DNA 1 przyczynia si¢ do fragmentacji DNA. Skutkuje to blokowaniem procesu

replikacji i w konsekwencji $miercig komoérki (Damiani RM., i wsp., 2016).

1.7.1. Indukowanie apoptozy w wyniku dzialania doksorubicyny

Miarg skutecznosci dzialania lekow przeciwnowotworowych oprdcz hamowania
proliferacji jest zdolno$¢ do indukowania apoptozy. Istnieje wiele mechanizméow
prowadzacych do apoptozy wywotywanej przez doksorubicyn¢ (Ryc. 4). Szlaki te
powigzane sa z aktywnoscig kinaz MAPK poprzez aktywacje kinaz p38 (Chen K.L., i
wsp. 2018), jak rowniez przez aktywacj¢ kinaz INK1/2 i czynnikéw transkrypcyjnych c-
jun i AP1. Doksorubicyna moze wplywaé na uwalnianie cytochromu c¢ z mitochondriow,
tym samym indukujgc apoptoz¢ bez wpltywu na struktur¢ DNA. Istnieje wiele doniesien
wskazujacych na role doksorubicyny w regulowaniu aktywnosci biatek z rodziny Bcl-2,
zaro6wno biatek proapoptotycznych jak i anty-apoptotycznych (Bax, Bak, Bik) (Pilco-
Ferreto i wsp., 2016). Wykazano, iz doksorubicyna zmiejsza poziom biatka Bcl-2 w
komoérkach MDA-MB-231 i jednoczesnie podnosi poziom biatka proapoptotycznego
Bax. Bialko Bax tworzac homodimery (Bax/Bax) lub blokujac biatko antyapoptotyczne

Strona | 27



1. Wstep

Bcl-xL w heterodimerach (Bax/Bcl-xL) moze kontrolowa¢ proces apoptozy komorki

nowotworowej (Liu J i wsp. 2019).

1
Receptor FAS Doksorubicyna *

—

P-glikoproteina, biatka opornosci
wielolekowej (MRP, BRCP).

IAP

x opoizomeraza I

——

y

aktywacja uwolnienie Mitochondria
kaspaz 3/7 cytochromu ¢

l - = = aktywacja transkrypcji
APOPTOZA = e hamowanie transkrypcji

Ryc. 4 Schemat obrazujacy proapoptotyczne dziatanie doksorubicyny.
Pietenpol i wsp. 2002.
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2. Cel pracy

2. Cel pracy

W badaniach nad rolg biatka PIP w raku gruczotu piersiowego wykazano, ze jego
ekspresja jest nizsza w zaawansowanym raku apokrynowym i raku inwazyjnym w
poréwnaniu z rakiem in situ oraz sgsiadujacg prawidlowa tkankg (Naderi i wsp., 2012) i
maleje wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu (Gangadharan i wsp., 2018). A
takze, ze jego ekspresja spada wraz ze wzrostem stopnia ztosliwosci G i jest najnizsza w
potrdjnie negatywnych rakach gruczotu piersiowego (ER-, PR-, HER2 -) o zlym
rokowaniu (Jabtonska i wsp., 2016). Koreluje to z krétszymi przezyciami wolnymi od
wznowy oraz wolnymi od przerzutow (Héhnel i wsp., 1996, Jabtonska i wsp. 2016).
Wykazano rowniez, iz wysoki poziom ekspresji PIP pozytywnie koreluje z odpowiedzia
pacjentek z rakiem gruczolu piersiowego na standardowa chemioterapi¢ adjuwantowa
(doksorubicyna + cyklofosfamid), co wskazuje na zwigzek pomigdzy niskim poziomem
lub brakiem ekspresji PIP, a opornoscig komoérek raka gruczotu piersiowego na
chemioterapi¢ (Darb -Esfahani i wsp., 2014; Jabtonska i wsp., 2016).

Powyzsze badania sugeruja, ze biatko PIP moze spowalnia¢ progresje¢ raka
gruczotu piersiowego 1 co wazne z punktu widzenia terapii tego nowotworu, zwigkszac
wrazliwo$¢ komorek nowotworowych na chemioterapi¢. Tymczasem inne dane
literaturowe dotyczace udziatu PIP w progresji nowotworowej pokazuja, ze biatko to
zwigksza potencjat proliferacyjny i1 inwazyjno$¢ komorek raka gruczotu piersiowego w
modelu in vitro (Cassoni P i wsp., 1995, Naderi A i wsp., 2014), co pozostaje w
sprzecznosci z obserwacjami klinicznymi przytoczonymi powyzej. Stad, ogélnym celem
realizowanych w niniejszej pracy badan bylo okreslenie roli biatkka PIP w opornosci
komorek tego nowotworu na cytotoksyczne dzialanie lekow
przeciwnowotworowych, ze szczegélnym uwzglednieniem doksorubicyny.

Biorac pod uwage fakt, ze efekt terapeutyczny lekow przeciwnowotworowych
stosowanych w leczeniu pacjentek z rakiem gruczotu piersiowego oparty jest przede
wszystkim na indukcji apoptozy, glownym celem zaplanowanych badan bylo
okreslenie roli bialka PIP w programowanej Smierci komérek raka gruczolu
piersiowego na drodze apoptozy indukowanej doksorubicyna, paklitakselem i 4-

hydroksycyklofosfamidem. Ich realizacja wymagata odpowiedzi na nast¢pujace

pytania:
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2)

3)

4)

5)

2. Cel pracy

Czy ekspresja biatka PIP nasila apoptoz¢ komorek raka gruczotu piersiowego
indukowang wybranymi cytostatykami?

Czy biatko PIP wptywa na potencjat proliferacyjny komorek raka gruczotu
piersiowego?

Czy biatko PIP wptywa na zdolno$¢ komorek raka gruczotu piersiowego do
wzrostu w postaci guza w badaniach in vivo w modelu myszy bezgrasiczych?
Czy doksorubicyna wptywa na zdolno$¢ komorek raka gruczotu piersiowego 0
zroznicowane] ekspresji biatka PIP do wzrostu w postaci guza w badaniach in vivo
w modelu myszy bezgrasiczych?

Czy biatko PIP wptywa na apoptoze komorek raka gruczotu piersiowego dziatajac

w mechanizmie wewnatrz- czy zewnatrzkomérkowym?
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3. Materialy 1 metody

3. Materialy i metody
3.1. Odczynniki

3.2. Bufory i roztwory.

Nazwa Sklad
Bufor do transferu 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,4 % SDS; 20 %
CHsOH; pH 8,3
Bufor do “strippingu” 1,5 % glicyna; 0,1% SDS; 1% Tween 80; pH
2,2
Bufor do elektroforezy w warunkach 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,1% SDS; pH
denaturujacych SDS-PAGE 8,3

Bufor lizujagcy RIPA(Sigma, USA) | 50 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; 0,1% SDS;
1% IGEPAL CA-630; 0,5% deoksycholan sodu;

pH 8,0
Bufor probkowy 62,5 mM Tris-HCI; 2% SDS; 10% glicerol,
(4x stgzony) 9% B-merkaptoetanol; 0,015% blekit
do elektroforezy SDS-PAGE bromofenolowy
Bufor probkowy do elektroforezy 0,09 % biekit bromofenolowy
DNA 0,09 % cyjanian ksylenu
(6x stezony)
60% glicerol
60 mM EDTA
Bufor probkowy purpurowy 6x 2,5% Fikol-400
stezony do elektroforezy DNA 10 mM EDTA
New England Biolabs, UK 3,3 mM Tris-HCI
0,02% barwnik 1
0,001% barwnik 2;
pH=28,0
PBS (bufor fosforanowy z 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NazHPOy;
dodatkiem NacCl) 2 mM KH2POg4; pH=7,5
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3. Materialy 1 metody

Bufor do elektroforezy w zelu

agarozowym (TAE)

40 mM Tris; 20 mM CH3COOH; 1 mM EDTA,;
pH=8,0

Bufor Tris z dodatkiem NaCl (TBS)

50 mM Tris-HCI; 150 mM NaCl; pH=7,5

Bufor Tris z dodatkiem NaCl i
Tween 20 (TBST).

50 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; 0,05% Tween
20;
pH=7,5

Bufor Transformujacy II

100 mM chlorek rubidu
75 mM chlorek wapnia (11)
20 mM MOPS
15 % glicerol v/v; pH6,4

Bufor Transformujacy I

100 mM chlorek rubidu
50 mM chlorek manganu (I1)
30 mM kwas octowy
100 mM chlorek wpania (I1), 15% glicerol
(v/v);pH 5,8

Roztwor bigkitu brylantowego

0,25% bfekit brylantowy ,Coomassie R-250
50% metanol

10% kwas octowy

Ekstrakt drozdzowy

1% MOPS
0,05% NacCl
20 mM glukoza
2,5 mM KCI
10 mM MgCly; pH 7,0
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3. Materialy 1 metody

3.3. Enzymy
Nazwa Producent
Polimerazy
e OptiTaq polimeraza EurX, Polska

o Hifidelity polimeraza
e Prime starGLX polimeraza
Ligaza
e LigazaT4
Odwrotna transkryptaza
e Multiscribe Reverse
transcriptase

Enzymy restrykcyjne

e Mlul
e EcoRI
o Xbal
e Nhel
e Swal
DNAza

Life Technologies, USA
Takara Biotech, Japonia

EurX, Polska

Affymetrix, USA

Bufor ,,Tango”, Thermofisher Scientific, USA
Bufor ” EcoRI”, Thermofisher Scientific, USA
Bufor ,,Tango”, Thermofisher Scientific, USA
Bufor ”Tango”, New England Biolabs, UK
Bufor ”Orange”, Thermofisher Scientific, USA
EurX, Polska

N-glikozydaza F

Lektyna ConA biotynylowana
Ekstrawidyna alkaliczna
fosfataza

Uzyskana od prof. dr hab. Mariusza Olczaka,
Uniwersytet Wroctawski

Biovector, Francja

Sigma-Aldrich, USA
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3.4. Gotowe zestawy odczynnikow
Nazwa

3. Materialy 1 metody

Producent

Zestaw do izolacji catkowitego RNA

Gene Matrix Uniwersal RNA purification kit

EurX, Polska

Zestaw do reakcji odwrotnej transkrypcji

High Capacity ¢ DNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystem, USA

Zestaw do oczyszczania DNA z zeli agarozowych EurX, Polska
»Agarose-Out”’GeneMatrix Agarose-Out DNA

Purification kit

Zestaw do izolacji DNA plazmidowego mini skala EurX, Polska

GeneMatrix plasmid Miniprep DNA purification Kit

Zestaw do izolacji DNA plazmidowego maxi skala

Qiagen plasmid Maxi Kit

Qiagen, Niemcy

Zestaw do oznaczania stezenia biatka metoda
bicynchoninowa

Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit

Sigma-Aldrich, USA

Zestaw substratow do chemiluminescencji

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate

Thermofisher, USA

Zestaw do wykrywania komorek apoptotycznych

CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3/7 Staining
Kit

eBioscience, USA

Zestaw do wykrywania komorek apoptotycznych

Annexin V/ FITC staining kit

Becton Dickinson, USA

Zestaw do oznaczania zywotnosci komorek

Cell Cytotoxicity/Proliferation Reagent (MTT)

Sigma-Aldrich, USA

Zestaw do transfekcji komorek eukariotycznych

X-fect Transfection Reagent

TakaraBiotech, Japonia
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3. Materialy 1 metody

FxCellcycle PI/RNAse solution Thermofisher Scientific,
USA
Zestaw do izolacji biatek membranowych Thermofisher, USA

PierceTMCell Surface Protein Isolation Kit.
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3. Materialy 1 metody

3.5. Oligonukleotydy

ACTBfor/PCR ACCACACCTTCTACAATGAGC
ACTBrev/PCR GATAGCACAGCCTGGATAGC
PIPfor/PCR CACATTGCCTTCTGTTTTCT
PIPrev/PCR GGTGTGGCAAACAGACA

PIP TagMan/(HS01114172_m1)

gReal-Time PCR

SDHA
gReal-Time PCR

TagMan(HS00188166_m1)

PIPforEcoRlI
klonowanie cDNA

PIP neoekspresja

GGAATTCCACATTGCCTTCTGTTTTCT

PIPrevMIul
klonowanie cDNA

PIP neoekspresja

GAACGCGTGGTGTGGCAAACAGACA

PIPforXbal
klonowanie cDNA
PIP-LEXSY forma

sekrecyjna

AAAATCTAGACCAGGACAACACTCGGAAG

PIPrevNhel
klonowanie cDNA
PIP-LEXSY forma

sekrecyjna

AAAAGCTAGCTTCTACCTTTAGGATTTCAATA
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3. Materialy 1 metody

3.6. Wektory

Neoekspresja biatka PIP

* pRRL-cppt-CMV-PIP-ires-PURO-X2-PRE-SIN- wektor zawierajacy
promotor CMV wykorzystywany do konstytutywnej ekspresji w systemie
lentiwirusowym Il generacji. Otrzymano od dr Didiera Trono (laboratorium
TronoLab, Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne, Lozanna, Szwajcaria).

Wyciszanie ekspresji PIP za pomocq interferencji RNA

e pLKO.1-purol, 2, 3, 4, 5 — wektory ekspresyjne zawierajace promotor U6 i
shRNA komplementarne do mRNA PIP  (shPIP1, shPIP2, shPIP3, shPIP4,
shPIP5) w systemie lentiwirusowym Il generacji (Sigma-Aldrich, USA).

e pLKO.1-puro- kontrolny wektor zawierajacy promotor U6 i shRNA o sekwencji
skierowanej na zaden znany ludzki gen wykorzystywany —w systemie

lentiwirusowym 111 generacji (Sigma-Aldrich, USA).

Wektory pakujace do systemu lentiwirusowego III generacji.
= pMDL-g/p-RRE, pRSV-Rev, pMk-VSVG (CMV) - Otrzymano od dr Didiera
Trono (laboratorium TronoLab, Ecole Polytechnique Fédérale de Lausanne,

Lozanna, Szwajcaria).

Ekspresja biatka rekombinowanego PIP

e pLEXSY-neo2.0- wektor do konstytutywnej ekspresji biatka rekombinowanego
z metka szesciu histydyn na C-koncu w komorkach linii P10 pasozyta Leishmania

Tarentolae (Jena Bioscience, Niemcy).
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Swal

PLEXSY-2 He

E.c. 9 kbp

3'ssu
marker
/
i)

utr3

Swa

Sall Xbal

Bglll Mol Xhol
AGA TCT GCr ATG GCC TOG AGG CTC GTC CGT GTG CTG GCC GCC GCC ATG CTG GTT GCA GCG GLC GTG TCG GTC GAC GLT GGC GCC TCT CTA GAC nmnnn
»M A S R L V R V L A A A M L v A A4 A ¥V § V D A G A 5 L D
‘SPCS
Mhel MspCl  Kpnl Notl
GCT AGC CTT AAG GGT ACC CAC CAC CAT CAC CAC CAC TAG GCGGLCGL
»A § L K 6 T H H H H H

Ryc. 5 Schemat wektora pLEXSY-2.0 neo oraz sekwencja otwartej ramy odczytu.

3.7. Szczepy bakteryjne

DH5a™ o genotypie:

Fp80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(rk’, mk*) phoA
SUpE44 thi-1 gyrA96 relA1A" (Clontech, USA).
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3.8. Przeciwciala

3. Materialy 1 metody

Nazwa Producent

Krolicze przeciwciata monoklonalne klasy 1gG skierowane | Abcam, Wielka
przeciwko ludzkiemu biatku PIP, Nr.kat.ab62363, klon | Brytania
[EP1582Y]

Mysie przeciwciala monoklonalne Kklasy IgG  skierowane | CellSignaling,
przeciwko ludzkiej B-aktynie, Nr.kat. 14968S Holandia

Mysie przeciwciala monoklonalne klasy 1gG anty-HisTag
Nr.kat. MA1-21315 [HIS:H8].

Thermofisher, USA

Mysie przeciwciata monoklonalne klasy IgG anty-Ki 67 Dako
Products [MIB-1]

Agilent, USA

Krolicze przeciwciata monoklonalne klasy IgG anty- cyklina
D1, nr.kat. 2978 klon [92G2]

Cell Signaling, USA

Mysie przeciwciata monoklonalne klasy IgG anty-cyklina B1
Nr.kat. 4135 klon [V152]

Cell Signaling, USA

Krolicze przeciwciata poliklonalne klasy IgG anty-ERK1/2
Nr.kat.9102

Cell Signaling, USA

Krolicze przeciwciata  poliklonalne klasy 1gG
ufosforylowana-ERK1/2 nr.kat.9101 [Thr202, Tyr 204]

anty

Cell Signaling, USA

Osle przeciwciala poliklonalne klasy 1gG skierowane | Jackson
przeciwko kroliczym IgG sprzezone z peroksydazg chrzanowa | ImmunoResearch,
Nr.kat. 711-035-152. USA
Kozie przeciwciata poliklonalne Kklasy 1gG skierowane | Abcam, USA
przeciwko mysim IgG sprzezone z peroksydaza chrzanowa
Nr.kat. ab205719.

3.9. Standardy DNA
Nazwa Producent

GeneRuler™ DNA Ladder Mix Nr.kat SM0333

Thermofisher, USA

GeneRuler™ 100bp Ladder Mix Nr.kat SM0331

3.10. Standardy bialek
Nazwa

Thermofisher, USA

Producent

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Nr. kat. 226619

Thermofisher, USA

Perfect™ Tricolor Prestained Protein Ladder Nr.kat. E3210-01

EurX, Polska

BSA —V frakcja albuminy surowicy bydlecej Nr. kat. 05479

Sigma-Aldrich, USA
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3.11. Podloza do hodowli bakteryjnych

Pozywka LB (Luria-Bertani) : 1% bakto-trypton, 1% NaCl.

Pozywka SB (South-Broth) : 3% bakto-trypton, 2% ekstrakt drozdzowy.

Pozywka SOC (Super Optimal Catabolite repression) : 2% bakto-trypton, 0,5%
ekstrakt drozdzowy.

Pozywka LB zestalona agarem: pozywka LB z dodatkiem 1,5% agaru.

Pozywka SB zestalona agarem: pozywka SB z dodatkiem 1,5% agaru.

Pozywki sterylizowano w autoklawie przez 30 min w temperaturze 120°C.

Do takich podtozy schtodzonych do temperatury 40°C-50°C dodawano ampicyling o

stezeniu koncowym w r-rze (100 pg/ml).

3.12. Podloza do hodowli komorek eukariotycznych P10 Pasozyta

Leishmania tarentolae

Pozywka plynna BHI
e 8% wyciag Sercowo-mozgowy
e 5% hydrolizat pepsynowy tkanki zwierzecej
e 16% trzustkowy hydrolizat kazeiny
e 5% chlorek sodu
o 2% glukoza
e 2,5% wodorofosforan disodowy
e hemina w 50% trietanolaminie (st¢zenie koncowe-5ug/ml)
e penicylina 10000 U /ml /streptomycyna 10000 pg/ml
e neomycyna (50pg/ml).
Pozywka BHI zestalona agarem: pozywka BHI z dodatkiem 1,5% agaru i 10% FBS.
Pozywki sterylizowano w autoklawie przez 15 min w temperaturze 121°C. Do takiego podtoza
schtodzonego do temperatury pokojowej dodawano mieszanine penicyliny/streptomycyny

(stezenie koncowe 100 pg/ml).
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3.13. Pozywki hodowlane i roztwory stosowane w pracy z komorkami

eukariotycznymi

Pozywka o-MEM (a-Minimal Essential Medium) [Biowest, Laboratorium
Chemii Ogolnej IITD PAN, Polska].

Pozywka a-MEM pelna — pozywka a-MEM z dodatkiem 10% FBS, 2 mM L-
glutaminy i mieszaniny antybiotykow (100 ug/ml - streptomycyny i penicyliny).
[Biowest, Laboratorium Chemii Ogolnej IITD PAN, Polska].

Pozywka RPMI 1640 [Biowest, Laboratorium Chemii Ogolnej IITD PAN,
Polska].

Pozywka RPMI 1640 pelna — RPMI 1640 z dodatkiem 10% FBS, 2 mM L-
glutaminy 1 mieszaniny antybiotykdw (stezenie koncowe 100 pg/ml
streptomycyny i penicyliny) [Biowest, Laboratorium Chemii Ogolnej IITD PAN,
Polska].

Pozywka DMEM High Glucose z dodatkiem 4,5 g glukozy [Biowest,
Laboratorium Chemii Ogolnej IITD PAN, Polska]

Pozywka DMEM High Glucose pelna z dodatkiem 4,5 g glukozy i 10% FBS,
2mM L-glutaminy I mieszaniny antybiotykow (stezenie koncowe 100 pg/ml
streptomycyny i penicyliny) [Biowest, Laboratorium Chemii Ogolnej IITD PAN,
Polska] (DMEM High Glucose- Pelna)

Roztwor Trypsyny/EDTA — roztwor wodny 0,05% trypsyny 1 0,02% EDTA
[Biowest, Laboratorium Chemii Og6lnej IITD PAN, Polska]

Plodowa surowica bydleca (FBS) [Biowest, EurX, Polska]

Roztwoér L-glutaminy 200 mM [Biowest, Bioshop, Polska]

Roztwor PEN/STREP — Penicylina/Streptomycyna (10.000 U/ml; 10 mg/ml,
Biowest, Bioshop, Polska)

Roztwoér puromycyny 10 mg/ml roztwor (Gibco, Wielka Brytania).
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3.14. Linie komoérkowe

Linia komorek pakujacych LentiX-293FT

Lini¢ komorek pakujgcych LentiX-293FT zakupiono w firmie Clontech, USA. Komorki

te wywodza si¢ z ludzkich pierwotnych, embrionalnych komorek nerki HEK293 (ang.

human embryonic kidney cells), ktére uzyskano poprzez transdukcjg DNA ludzkiego

adenowirusa typu 5 i cDNA dla antygenu T (ang. larger T antygen). Biatko EIA

adenowirusa odpowiada za transaktywacj¢ niektérych promotorow wirusowych, a

obecno$¢ antygenu T pochodzacego z wirusa SV40 zapobiega integracji wektorow z

genomem komorek pakujacych. Po modyfikacjach genetycznych wyselekcjonowano

klon komorkowy charakteryzujacy si¢ duza wydajnoscia transfekcji 1 produkcja

wysokiego miana lentiwiruséw, ktory nazwano LentiX-293FT.

Ludzkie linie komérkowe raka gruczolu piersiowego

a)

b)

Linia komorkowa T47D ludzkiego raka gruczotu piersiowego — harmonozalezny
gruczolakorak piersi. Komoérki tej linii wykazujg ekspresje receptorow dla
estrogenu (ER), progesteronu (PR) oraz naskoérkowego czynnika wzrostu typu 2
(HER-2). Cecha charakterystycznag tej linii jest palindromowa duplikacja genu
PIP stad linia ta wykazuje wzmozong konstytutywna ekspresja tego biatka
(ECACC, Wielka Brytania).

Linia komérkowa MDA-MB-453 ludzkiego raka gruczotu piersiowego- komorki
tej linii wykazuja ekspresje receptorow androgenowych (AR). Wyprowadzono z

hormono-zaleznego gruczolakoraka (ATCC, USA).

Linia komérkowa MDA-MB-231 ludzkiego raka gruczohu piersiowego - komorki
tej linii wyprowadzono z gruczolakoraka gruczotu piersiowego, nie wykazujg one
ekspresji receptorow dla estrogenu (ER), progesteronu (PR) i naskérkowego
czynnika wzrostu typu 2 (HER-2). Komorki te charakteryzuja si¢ brakiem
ekspresji biatka PIP jak rowniez mRNA na poziomie mierzalnym ( ATCC, USA).
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d)

f)

9)

3. Materialy 1 metody

Linia komérkowa MCF-7 ludzkiego raka gruczotu piersiowego - komorki tej linii
wywodzg si¢ z wysiecku jamy oplucnowej kobiety cierpigcej na
estrogenozaleznego gruczolakoraka gruczotu piersiowego. Charakteryzujg si¢
obecnoscig receptorow estrogenowych (ER) jak i progesteronowych (PR) (IITD
PAN, Wroctaw).

Linia komorkowa SKBR-3 ludzkiego raka gruczotu piersiowego - komorki tej
linii wykazuja nadekspresj¢ receptora naskorkowego czynnika wzrostu typu 2
(HER-2), przy braku ekspresji receptoréw dla progesteronu (PR) oraz estrogenu
(ER). Komorki te sg zdolne do tworzenia nisko zréznicowanych nowotworow w

modelu myszy bezgrasiczych (IITD PAN, Wroctaw).

Linia komérkowa BT-474 ludzkiego raka gruczotu piersiowego - komorki tej linii
wywodza si¢ z litego raka przewodowego gruczotu piersiowego. Linia ta
wykazuje nadekspresje receptora naskérkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER-

2) (IITD PAN, Wroctaw).

Linia komoérkowa ZR-75-1 ludzkiego raka gruczohu piersiowego - komorki ZR-
75-1 wywodza si¢ z wysigku jamy brzusznej pacjentki obarczonej
gruczolakorakiem gruczotu piersiowego. Wykazuja ekspresje receptorow
estrogenowych (ER) (IITD PAN, Wroctaw).

Linia komorkowa P10 pasozyta Leishmania tarentolae.

Linia komoérkowa P10 pasozyta Leishmania tarentolae (Nr. Kat. LT-101) zostata

pozyskana z Hiszpanskiego Gekona murowego (Jena Bioscience, Niemcy).

3.15. Zwierzeta doswiadczalne

W dos$wiadczeniach in vivo wykorzystano, 6-7 tygodniowe samice wsobnego szczepu

Balb/c Crl:NU-Foxn1™, ktére zakupiono w firmie Charles River (USA). Szczep tych
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myszy otrzymano w National Institute of Health (USA). Do badan udzielono zgode nr
26/2016 z poprawka nr 022/2019 przez I Lokalng Komisj¢ Etyczng ds. Doswiadczen na
Zwierz¢tach we Wroctawiu wedlug wytycznych opisanych w ,, Interdysciplinary
Principles and Guidelines for the Use of Animals in Research, Marketing and Education”
New York Academy of Sciences ad Hoc Comittee on Animal Research. Doswiadczenia
prowadzono w warunkach SPF (Specific Patghogen Free - wolne od patogenow), przy
uwzglednieniu obowigzujacych norm higienicznych i etycznych. Myszy hodowane byty

z dostgpem do wody i paszy ad libitum.

3.16. Metody biologii molekularnej

3.16.1. Izolacja plazmidowego DNA na mala skale za pomocg zestawu

»Plasmid miniprep DNA purification kit ”

Hodowle bakterii prowadzono w 6 ml pozywki LB (rozdz. 3.4) z dodatkiem
ampicyliny (100 pg/ml) przez noc w temperaturze 37°C, z wytrzgsaniem. Nast¢pnie 1,5
ml zawiesiny bakterii przenoszono do probowki i wirowano przez 5 min przy 3000 x g.
Supernatant zlewano, a do probowki dodawano kolejng porcje zawiesiny bakterii 1
ponownie wirowano w takich samych warunkach. Po zlaniu supernatantu, osad
bakteryjny zawieszano w 250 pl buforu do zawieszania Cell R (rozdz. 3.4). Nastgpnie
bakterie lizowano poprzez dodanie 200 ul buforu lizujacego Lysis Blue (rozdz. 3.4) Po
wymieszaniu przez kilkukrotne odwrocenie probowki, dodawano 350 pl buforu Neutral
B (rozdz. 3.4), nastepnie ponownie doktadnie i powoli mieszano zawarto$¢ probowki
poprzez kilkukrotne odwracanie, az do catkowitego zaniku niebieskiej barwy zawiesiny
i wytraceniu genomowego DNA oraz SDS-u (rozdz. 3.1). Nast¢pnie wirowano przez 7
min z predkoscig ok 12000 X g. Supernatant nanoszono na uprzednio zaktywowang
poprzez dodanie 40 pl buforu PL kolumne znajdujacg si¢ w proboéwce odbierajacej i
wirowano przez Imin z predkoscig 10000 X g. Nastepnie przesacz zlewano a kolumne ze
zwigzanym DNA plukano 500 pl buforu ptuczacego PLX1 i wirowano 1 min z predko$cia
10000 x g. Dalej ponownie zlewano przesgcz i ptukano powtérnie kolumne 650 ul buforu
PLX2 i wirowano 1min. 10000 x g. Nastepnie przesacz zlewano i wirowano ponownie

na tych samych obrotach jeszcze przez 2 min w celu pozbycia si¢ resztek zanieczyszczen
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1 buforu ptuczacego. Ostatecznie, zwigzane DNA eluowano woda wolng od nukleaz. Tak

oczyszczone DNA przechowywano w temperaturze -20°C do dalszych analiz.

3.16.2. Izolacja plazmidowego DNA na duzg skale za pomocg zestawu

»Plasmid maxi kit Qiagen”.

Izolacjg¢ DNA w maxi skali prowadzono z wykorzystaniem zestawu ,,Plasmid
Maxi kit Qiagen” wedtug dostarczonego protokotu producenta (rozdz. 3.4).

Pozywke LB (4 ml) z dodatkiem ampicyliny (100 pg/ml) inokulowano
pojedyncza kolonig bakterii, i hodowano przez 6 godzin w temperaturze 37°C. Nastgpnie,
cala objctoscig tej hodowli szczepiono 400 ml $wiezej pozywki LB z dodatkiem
ampicyliny (100 pg/ml), i bakterie hodowano przez noc, w temperaturze 37°C, z
wytrzasaniem. Takg zawiesing komorek bakteryjnych wirowano przez 10 min przy 6000
X g w temperaturze 4°C. Uzyskany osad bakteryjny zawieszano w 10 ml schtodzonego
do 4°C buforu P1, nastgpnie dodawano 10 ml buforu P2 w celu lizy komoérek
bakteryjnych. Po wymieszaniu przez kilkukrotne odwracanie probowki 1 5 minutowe;j
inkubacji w temperaturze pokojowej, do prob dodawano 10 ml schtodzonego do
temperatury 4°C buforu P3, i cato§¢ pozostawiano w temperaturze topniejacego lodu
przez okres 20 min. Po tym czasie probke wirowano przez 30 minut przy 20000 x g w
temperaturze 4°C i klarowny supernatant nanoszono na uprzednio zréwnowazong 10 ml
buforu QBT, kolumng dostarczong przez producenta, wypetniong ztozem wigzacym
DNA. Po grawitacyjnym usuni¢ciu niezwigzanego materiatu, kolumne przeptukiwano
dwukrotnie 30 ml roztworu QC, a zwigzane DNA wymywano 15 ml roztworu QF. DNA
wytracano poprzez dodanie do préby 10,5 ml izopropanolu. Po wymieszaniu, cato$¢
wirowano przez 30 minut, w temperaturze 4°C, przy 15000 x g. Supernatant zlewano, a
osad plazmidowego DNA przeptukiwano 5 ml 70 % etanolu, wirujac probki przez 5
minut przy 14000 x g. Supernatant ponownie zlewano, a probke DNA suszono i

ostatecznie rozpuszczano w 500 pul wody wolnej od nukleaz.
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3.16.3. Izolacja calkowitego RNA z komérek eukariotycznych

Do izolacji mRNA z komorek eukariotycznych wykorzystywano zestaw
,,GeneMatrix Universal RNA Purification kit” (EurX, Polska), postepujac zgodnie z
zaleceniami producenta. Komorki hodowano na ptytkach 6-dotkowych (Greiner Bio One,
USA) tak, aby w dniu izolacji pokrywaty 60 % powierzchni dotka hodowlanego. W celu
izolacji RNA, komoérki odrywano od dna studzienki za pomoca roztworu
Trypsyna/EDTA (rozdz. 3.13) i po dwukrotnym przeptukaniu PBS, zawieszano w 350 ul
buforu lizujacego RL z dodatkiem [B-merkaptoetanolu (10 pl B-merkaptoetanolu/l ml
buforu RL). Nastepnie, lizat komorkowy nanoszono na kolumienke dostarczong przez
producenta, ktéra wirowano przez 2 min 14000 x g. Do tak uzyskanego przesaczu
dodawano 250 ul 70 % etanolu. Po doktadnym wymieszaniu, cato$§¢ nanoszono na
kolejng kolumienke, ktorg rowniez wirowano przez 1 min przy 11000 x g. W kolejnym
etapie, kolumienke przeptukiwano, kolejno, buforem DN1 (400 ul) celem pozbycia si¢
sladow DNA oraz dwukrotnie buforem RBW (650 pl i 350 pl), wirujac za kazdym razem
przez 1 min, przy 11000 x g. W celu usunigcia resztek buforu, kolumienke ponownie
wirowano przez 1 min przy 11000 x g. Zwigzane ze ztozem RNA ostatecznie wymywano
50 ul wody wolnej od RNAz. Oczyszczone RNA stuzylo jako matryca do syntezy
pierwszej nici cDNA (rozdz. 3.4) i wykorzystywane byto od razu po wymyciu z kolumny.
Pozostatlg ilos¢ RNA przechowywano w -80°C.

3.16.4. Synteza cDNA na matrycy RNA

Do syntezy pierwszej nici cDNA wykorzystywano gotowy zestaw ,,High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit” (Applied Biosystem, USA). W pierwszej
kolejnosci, do wolnej od RNAz probowki dodawano 2,5 pg catkowitego RNA (rozdz.
3.4) oraz 2 ul r-ru startera dostarczanego przez producenta. Probke mieszano i dodawano
2 ul buforu reakcyjnego (5 x stgzonego), 0,8 pl roztworu ANTP (Mix) (100 mM) oraz 1
ul roztworu odwrotnej transkryptazy Multiscribe oraz 1ul inhibitora RNAz i po
wymieszaniu, zwirowaniu, probke inkubowano w temperaturze 25°C przez 10 minut
nastepnie 37°C przez 120 min. Reakcj¢ przerywano przez pozostawienie probki przez 5
minut w temperaturze 85°C. Czeg$¢ uzyskanego cDNA wykorzystywana byta do dalszych
eksperymentdéw, bezposrednio po jego wyizolowaniu, natomiast niewykorzystana cze$¢

przechowywana byta w temperaturze -20°C.
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3.16.5. Oznaczanie iloSci i czystosci RNA

Pomiaréw iloSci 1 czystosci RNA dokonywano w spektrofotometrze
,,NanoDrop2000” (Thermofisher, USA), poprzez pomiary absorbancji (A) przy dtugosci
fal 260 i 280 nm. Czystos¢ RNA okreslano na podstawie stosunku Azeo/Azg0. Preparat
RNA uznawano za czysty, tzn. wolny od zanieczyszczen biatkami i DNA, kiedy stosunek
A260/A2g0 wynosit 1,8-2,0. Jezeli probka RNA zanieczyszczona byta DNA to stosunek
Aol Azgo byt wyzszy niz 1,8, natomiast jezeli probka zanieczyszczona byta biatkami to
stosunek Azeo/Azs0 byt nizszy niz 1,8. Integralno$¢ wyizolowanego RNA oceniano

poprzez rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym (rozdz. 3.1).

3.16.6. Rozdzial elektroforetyczny DNA i RNA w Zelu agarozowym

Roztwor agarozowy 2% - owy przygotowywano poprzez rozpuszczenie 0,6 g
agarozy w 30 ml buforu TAE (rozdz. 3.2). Po schlodzeniu, do rozpuszczonej agarozy
dodawano 1,2 ul bromku etydyny 10 mg/ml. Do probek DNA i RNA, przed naniesieniem
na zel, dodawano buforu obcigzajagcego w stosunku objetosciowym 5:1, a do
poszczegblnych studzienek w zelu agarozowym nanoszono okoto 1 g DNA w objetosci
25 ul lub 4 pg RNA w 25 pl. Elektroforeza prowadzona byta w 1 % buforze TAE, przy
napigciu 100 V, przez 30 minut. W celu wykrycia rozdzielonych prazkow DNA lub RNA,
zel po zakonczonej elektroforezie przenoszony byt do czytnika UV (Syngene Image
Analyser G:BOX, Wielka Brytania), gdzie wykonywano rowniez zdjecie cyfrowe zelu.

3.16.7. I1zolacja DNA z zelu agarozowego za pomocg zestawu GeneMatrix Agarose-
Out DNA Purification kit

Izolacje DNA z zelu agarozowego prowadzono wedtug protokotu dostarczonego
przez producenta (rozdz. 3.4). Wycigte sterylnym skalpelem bloczki agarozy zawierajace
wlasciwe fragmenty DNA, przenoszono do probowek (1,5ml) dodawano 0,6 ml roztworu
(Orange A) i ogrzewano probki do temperatury 55°C, az do catkowitego rozpuszczenia
agarozy. Nastepnie, calo$¢ nanoszono na kolumienke ze zlozem wigzacym DNA, ktorg
wirowano przez 60 sekund przy 10000 x g. Kolumienkg¢ przeptukiwano, kolejno, 500 ul
buforu ptuczacego A1 i 650 ul buforu AX2, wirujac ja za kazdym razem przez 1 minutg,
przy 10000 x g. W celu usunigcia resztek buforu, kolumienke ponownie wirowano przez
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1 min, przy 10000 x g. Zwigzane ze ztozem DNA wymywano, 55 ul wody wolnej od
DNAaz. DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.16.8. Reakcja ligacji

Reakcje taczenia roznych fragmentéw DNA prowadzono w temperaturze 16 °C
przez 16 godzin z wykorzystaniem enzymu ligazy faga T4. (EurX, Polska). Skiad
mieszaniny reakcyjnej stosowano zgodnie z zalgczonym protokotem producenta. Catos¢
proby wykorzystywano do transformacji bakterii. Najczgsciej reakcje ligacji prowadzono

przy stosunku molowym insertu do wektora 3:1.

3.16.9. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Trawienie DNA prowadzono z wykorzystaniem enzymoéw restrykcyjnych zgodnie z
zaleceniami producenta, w konicowej objetosci 50 pl. Mieszanina reakcyjna zawierala

1 ng DNA (plazmidowe DNA lub fragment DNA uzyskany w reakcji PCR), odpowiedni
enzym restrykcyjny (10 U), wiasciwy bufor stezony 10 razy (dostarczony przez
producenta) oraz wodg¢ destylowang. Trawienie DNA prowadzono w temperaturze 37°C

przez 2 godziny lub cata noc (Thermofisher, USA)
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3.16.10. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Amplifikacje fragmentéw DNA metoda reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)

prowadzono przy uzyciu polimerazy OptiTaq (rozdz. 3.3) oraz GLX (rozdz. 3.3) zgodnie

z zalagczonymi protokotami producenta. Jako matryce wykorzystywano wektory oraz

uprzednio zsyntetyzowane cDNA. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki w jakich

prowadzono reakcje przedstawiono w tabelach ponize;j.

Tab. 1a Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej proby w reakcji PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetosé

Matryca cDNA 1ul

dNTP MIX (10 mM) 1l

Starter F (10 pmol/ul) 1ul

Starter R (10 pmol/pl) 1ul

Polimeraza OptiTaq 0,5 ul

Bufor C 2,5 ul

Woda wolna od DNAz 18 ul

Objetosé catkowita 25 pl

Tab. 1b Warunki reakcji PCR
Warunki Wstepna _ | Przylaczanie _ | Koncowa
reakcji denaturacja Denaturacja starterow Elongacja elongacja
Temperatura | 95°C 95°C 46°C 72°C 72°C
Czas 3 min 30s 30s 455 3 min
Gradient
2°Cls 2°Cls 2°Cls 2°Cls 2°Cls

temperatury
Liczbacykli |1 29 29 29 1
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Tab. 1c Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej proby w reakcji PCR

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢

Matryca cDNA 10 ng 2 ul

dNTP MIX 1ul

Starter F (10 pmol/ul) 1ul

Starter R (10 pmol/pl) 1ul

Polimeraza GLX 1ul

Bufor 5ul

Woda wolna od DNAz 14 ul

Objetos¢ catkowita 25 pl

Tab. 1d Warunki reakcji PCR

Warunki | Przylaczanie )
reakaii Denaturacja starterdmw Elongacja
Temperatura | 98°C 60°C 68°C
Czas 10s 15s 120s
Liczba cykli | 30 30 30

Generalnie, jako temperatur¢ przylaczenia starterdw przyjmowano temperatur¢ o dwa
stopnie nizsza niz $rednia z temperatur topnienia starterow. Czas syntezy DNA zalezat
od dlugosci amplifikowanego fragmentu DNA. Zgodnie z zaleceniami producenta
stosowano 60 sekund na kazde 1000 pz produktu PCR. Liczba cykli zalezata gtownie od
poczatkowej ilosci matrycowego DNA. Celem minimalizacji ryzyka powstawania

mutacji, nie przekraczano liczby cykli 30.

3.16.11. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym (Real-Time-PCR, qPCR) prowadzono w
aparacie 7500 (Applied Biosystem, USA) z uzyciem specyficznych starterow
znakowanych sonda TagMan (rozdz. 3.1.4). Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki
reakcji Jako matryce

dla pojedynczej przedstawiono w tabelach ponizej.

wykorzystywano uprzednio zsyntetyzowane cDNA (rozdz. 3.2.8), natomiast jako gen
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referencyjny wykorzystano gen SDHA kodujacy dehydrogenaze bursztynianows.
Reakcje prowadzono przez 40 cykli. Poziom ekspresji badanych genow analizowano za
pomocg oprogramowania udostepnionego przez producenta Applied Biosystem (Qant-

Studio Real Time PCR, USA).

Tab. 2a Sktad mieszaniny reakcyjnej dla jednej proby w reakcji PCR w czasie

rzeczywistym

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Objetos¢
iTag Master Mix wraz z polimeraza 10 pl
Matryca cDNA 1l
TagMan (10 pmol/ul) 1 ul
Woda destylowana 7 ul
Koncowa objetosé¢ 20 pl

Tab. 2b Warunki PCR w czasie rzeczywistym

. Wstepna .
Warunki _ | Denaturacj | Syntez o
N denaturacj Krzywa topnienia
reakcji a a DNA
a
Temperatur
95°C 95°C 60°C 95°C 60°C 95°C
a
Czas 10 min 15s 60 s 15s 60 s 15s
Gradient 2,63°C/ | 2,42°C/ | 0,05°C/
1°C/s 1°C/s 1°C/s
temp. S S S
Liczbacykli |1 40 40 1 1 1

3.16.12. Przygotowanie chemikompetentnych bakterii

Bakterie E. coli szczepu DH5a (rozdz. 3.7) wysiewano na pozywke LB
zestalong 1,5 % agarem (rozdz. 3.1). Hodowle prowadzono w temperaturze 37°C przez
16 godzin, do momentu pojawienia si¢ pojedynczych kolonii bakteryjnych, ktore
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przenoszono indywidualnie do 10 ml ptynnej pozywki LB, kontynuujac hodowlg przez
noc. Nastepnie, 4 ml takiej kultury bakteryjnej przenoszono do 300 ml ptynnej pozywki
LB, prowadzac hodowl¢ do momentu, az zawiesina bakterii uzyska ODsoo = 0,5.
Nastepnie, bakterie wirowano przy 2500 X ¢, przez 10 minut, w temperaturze 4°C, a
nastgpnie ich osad zawieszano w 32 ml buforu ,,transformujacego” I (schtodzonego do
temperatury 4°C) (rozdz. 3.2.) i ponownie wirowano przy 2500 x g przez 10 minut.
Uzyskany osad bakterii ponownie zawieszano w 9 ml buforu ,.transformujgcego” II
(rozdz. 3.2.), po czym 100 ul takiej zawiesiny bakterii przenoszono do probowek,

mrozono w ciektym azocie ktére przetrzymywano w temperaturze -80°C.

3.16.13. Transformacja bakterii

Do 100 pl zawiesiny chemikompetentnych bakterii E. coli szczepu DHS5a (rozdz. 3.7)
dodawano 100 ng plazmidowego DNA i pozostawiano je na lodzie na okres 20 minut.
Nastepnie bakterie przenoszono do temperatury 42°C na okres 50 sekund i ponownie
przektadano na 16d, tym razem na okres 10 minut. Nastepnie do préboéwki z bakteriami
dodawano 500 pl pozywki SOC (rozdz. 3.12) umieszczano ja na wytrzgsarce, w
temperaturze 37°C, na dwie godziny. Po tym czasie, bakterie wirowano przy 2000 x ¢
przez 5 min, ponownie zawieszano w 50 pl pozywki SOC 1 calo$¢ wysiewano na plytke
Petriego pokryta pozywka LB zestalong dodatkiem agaru (rozdz. 3.12) z dodatkiem
ampicyliny w stezeniu 100 pg/ml. Hodowle bakterii prowadzono przez noc w
temperaturze 37°C. Oporne na antybiotyk kolonie bakterii, ktore przyjety plazmidowe
DNA, wykorzystywano do dalszych badan.
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3.16.15. Transfekcja i Transdukcja komorek eukariotycznych

Komorki pakujgce HEK 293FT (rozdz. 3.14.) hodowano w butelkach T-75 w taki
sposob, aby w dniu eksperymentu komorki porastaty okoto 70 % powierzchni dna
naczynia hodowlanego. Komorki te transfekowano wektorami sktadajagcymi si¢ na

system lentiwirusowy trzeciej generacji (rozdz. 3.6):

Wektor ekspresyjny 20 ug
pMDL-g/p-RPE 10 ug
PRSV-REV 5 ug
PMk-VSVG 5ug
PEI 50 ul
Dopeftniano do 1000 pl PBS

W tym celu wektory plazmidowe, w ilosciach podanych w Tabeli 3 powyzej,
rozpuszczano w 900 pl PBS do ktérych dodawano 50 pl roztworu polietylenoiminy o
stezeniu 1 mg/ml. Przygotowang mieszaning transfekcyjng nanoszono kroplami na
powierzchnie pozywki znad komérek HEK 293FT, tak aby rownomiernie rozprowadzi¢
go po catej powierzchni i hodowle kontynuowano przez kolejnych 16 godzin. Po tym
czasie, pozywke z dodatkiem odczynnika transfekcyjnego wymieniano na pelng pozywke
a-MEM. Po nastgpnych 48 godzinach hodowli, kiedy widoczny byt efekt w postaci
zmiany ksztattu komoérek 1 uwidocznieniem si¢ charakterystycznych syncytiow,
wywotany uwalnianiem czastek pseudowirusa, pozywke znad komorek zbierano do
proboéwki 15 ml i wirowano w temperaturze 4°C, przez 10 min, przy 500 x g. W celu
izolacji uwolnionych do nadsgczu czgstek wirusa, pozywke wstepnie oczyszczano z
uzyciem filtrow strzykawkowych 0,2 um (Millipore), a nastgpnie preparat wirusowy
zaggszczano na filtrach ,,Amicon Ultra-15 100kDa” (Millipore), wirujac proby przez 10
minut w temperaturze pokojowej przy 2460 X g. W ten sposdb z 10 ml nadsaczu
wirusowego uzyskiwano 150 pl zageszczonego preparatu zawierajacego infekcyjne
czastki wirusa. W celu transdukgji, do 3 x 10* komoérek zawieszonych w 900 ul pozywki
bez surowicy, dodawano zazwyczaj 150 pl zageszczonego preparatu Wirusowego,
nastepnie probki wirowano przez 2,5 godziny przy 2460 x g, w temperaturze 23°C. Po

tym czasie supernatant zlewano, a osad komorek zawieszano w pelnej pozywce
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odpowiedniej do danej linii komérkowej i wysiewano do studzienek ptytki 6 - dotkowe;.
Hodowlg prowadzono, w obecno$ci puromycyny 1 pg/ml celem selekcji komorek, ktére

przyjety obce DNA.

3.16.16 Sekwencjonowanie DNA

Sekwencjonowania DNA wykonywata firma ,,Genomed” Sp. z 0.0 (Warszawa,
Polska). Do sekwencjonowania wykorzystywane byty startery identyczne ze starterami
stuzacymi do amplifikacji fragmentow DNA metodg PCR (rozdz. 3.16.11) lub startery,

dostarczane przez firme ,,Genomed”, (Warszawa, Polska).

3.17. Hodowle komorkowe

3.17.1 Prowadzenie hodowli komérek adherentnych

Hodowle komorek eukariotycznych prowadzono w naczyniach plastikowych o
powierzchni 25 cm? (T-25), 75 cm? (T-75) lub 175 cm? (T-175) (Greiner BioOne, USA),
w pelnej pozywce a-MEM, RPMI 1640 lub DMEM w temperaturze 37°C i atmosferze
zawierajacej 5 % CO». Pelne pozywki do hodowli komérkowych przechowywano w
temperaturze 4°C przez okres jednego miesigca, a przed uzyciem ogrzewano je do
temperatury 37°C. Hodowle prowadzono zmieniajac pozywke Srednio co 3 dni, do
momentu poros$nigcia przez komorki okoto 80 % powierzchni naczynia hodowlanego. W
celu podtrzymania hodowli, pozywke zlewano, naczynie hodowlane ptukano 2-krotnie
roztworem PBS o temperaturze 37°C 1 komorki odrywano od dna naczynia traktujac je 4
ml roztworu Trypsyna/EDTA (rozdz. 4.1.12) przez 5 min. Nastgpnie, dodawano 5 ml
pelnej pozywki w celu inaktywacji trypsyny a zawiesing komorek przenoszono do
probowki wirowkowej o objetosci 15 ml (Falcon, BD, USA). Po odwirowaniu prob (300
X g przez 5 min), supernatant zlewano, komorki zawieszano w 1 ml medium petnego i
odpowiednie ich ilosci ponownie wysiewano do butelki celem kontynuacji hodowli.
Zywotnoéé komorek sprawdzano raz w tygodniu za pomocg barwienia 0,1 % r-rem

btekitu trypanu i zliczano je w komorze Biirkera.

Strona | 54



3. Materialy 1 metody

3.17.2. Prowadzenie hodowli komérek nieadherentnych P10 pasozyta Leishmania

tarentolae.

Statyczng hodowle komorek Leishmania tarentolae prowadzono w
niedherentnych naczyniach plastikowych o powierzchni 25 cm? (T-25), 75 cm? (T-75)
(Greiner Bio One, USA), w pelnej pozywce BHI (rozdz. 3.12) w temperaturze 26°C bez
doptywu $wiatta i CO2. Pelng pozywke do hodowli komoérek P10 przechowywano w
temperaturze 4°C bez dostepu $wiatla przez okres jednego miesigca, a przed uzyciem
ogrzewano ja do temperatury 26°C. Hodowle prowadzono zmieniajac pozywke Srednio
co 3 dni, do momentu osiggni¢cia przez komorki gestosci optycznej OD=1,4, co
odpowiada liczbie komorek 6 x 10”/ml. Nastepnie pozywke zbierano, zawiesing komorek
przenoszono do probowki wirdwkowej o objetosci 15 ml (Falcon, BD, USA). Po
odwirowaniu (300 x g przez 5 min), supernatant zlewano, a komorki zawieszano w
swiezym medium hodowlanym BHI z dodatkiem neomycyny 50 pg/ml. Hodowle
prowadzono w kolbach o pojemnosci 500 ml umozliwiajacych dopltyw powietrza
(Nalgen, USA), w temperaturze 26°C, z wytrzasaniem orbitalnym 140 obrotow/min, bez
dostepu $wiatla. Wyjsciowo, hodowlg zaszczepiano 10 ml zawiesiny komorek P10 o
gestosci optycznej OD=1,4, znajdujacych si¢ w fazie logarytmicznego wzrostu. Po 72 h
hodowli zawiesing komodrek P10, wirowano 2460 x g przez 40 min w temperaturze 4°C
a supernatant zbierano celem izolacji rekombinowanego biatka PIP (rozdz. 3.19.3).
Zebrany supernatant dializowano do bufou fosforanowego pH=7.5. Bufor dializacyjny
wymieniano co 24h. Tak przygotowany supernatant przechowywano w 4°C, nie dluzej

niz 3 dni przed oczyszczniem na ztozu NiNT-agaroza (Thermofisher, USA).

3.17.3. Zamrazanie i rozmrazanie eukariotycznych komorek adherentnych

Komorki eukariotyczne inkubowano z roztworem trypsyno-wersenu przez 5 min,
po zakonczonej inkubacji komorki przeptukiwano w pelnym medium, wirowano, i osad
(w liczbie 2,5 x 10® komoérek) zawieszano w 1,0 ml pelnej pozywki z dodatkiem DMSO,
w krioprobéwkach o pojemnosci 1,5 ml (Greiner Bio One, USA), ktére umieszczano w
krionaczyniu wypelionym izopropanolem w temperaturze -80°C. Po 24 godzinach

przenoszono je do pojemnika z cicktym azotem.
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Komoérki rozmrazano przez dodanie do krioprobéwki 1,5 ml odpowiedniej pelnej
pozywki o temperaturze 37°C nastgpnie przenoszono do probowek wiréwkowych o
objetosci 15 ml (BectonDickinson, USA) i objetos¢ prob uzupeliato do 5 ml
odpowiednig pelng pozywka. Probki wirowano przy 300 x g przez 5 min i po usunigciu
supernatantu, komorki zawieszano w $wiezej pelnej pozywce i wysiewano do butelki
hodowlanej T-25 (BectonDickinson, USA). Nastepnego dnia pozywke¢ hodowlang

wymieniano na $wiezg i hodowl¢ kontynuowano.

3.17.4. Zamrazanie i rozmrazanie komérek P10 Leishmania tarentolae

Zawiesing komorek P10 (6 x 107) o gestosci optycznej rownej OD = 1,4 wirowano (300
X g przez 5 min) a ich osad zawieszano w 2 ml petnej pozywki BHI z dodatkiem 10 %
glicerolu. Nastepnie takg zawiesing komorek pozostawiano na 10 min w temperaturze
pokojowej i 60 min w temperaturze topniejagcego lodu. Po tym czasie umieszczano

probowke w temperaturze -20°C na calg noc, a nast¢pnie przenoszono do -80°C.

3.17.5. Prowadzenie hodowli komérek adherentnych w obecnosci czynnikow
stresowych

Hodowle komoérek prowadzono w ptytkach 6- lub 96- dotkowych (Greiner Bio
One, USA) do momentu porosnig¢cia przez nie okoto 50 % powierzchni studzienki.
Nastepnie pozywke wymieniano na S$wieza, a komodrki hodowano w obecnosci
wybranego cytostatyku w takich ilosciach, aby st¢zenie koncowe doksorubicyny,
paklitakselu wynosito: 0,005; 0,05; 0,5; 1,0; 2 uM, a dla 4-hydroksycyklofosfamidu
wynosito 0,5; 1,0; 10; 20; 30 uM. Hodowle w obecnosci cytostatykow prowadzono przez
kolejnych 24, 48, 72 godziny w inkubatorze o temperaturze 37°C i atmosferze

zawierajacej 5 % COo.

3.18. Testy komorkowe in vitro

3.18.1 Oznaczanie zywotnosci komorek za pomoca testu MTT

Do oceny aktywno$ci metabolicznej komodrek, a tym samym ich zywotnosci,
wykorzystywano test MTT (rozdz. 3.18.1), ktory polega na redukcji przez komorkowe

dehydrogenazy soli tetrazolowej do barwnego formazanu. Ilos¢ powstajacego barwnika
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formazanu jest wprost proporcjonalna do liczby metabolicznie aktywnych komoérek w
hodowli. Komorki, w liczbie 3-6 x 103, wysiewano do studzienek 96-dotkowych plytek
hodowlanych (Grainer BioOne, USA) i prowadzono hodowle w pelnej pozywce a-MEM,
RPMI 1640 z dodatkiem cytostatykow przez 24, 48 1 72 godziny. Nastepnie, do kazdego
z dotkow dodawano 30 pl MTT (Sigma, USA) o stezeniu 5 mg/ml inkubowano w
temperaturze 37°C przez 4 godziny w atmosferze zawierajacej 5 % CO». Nastepnie,
dodawano DMSO celem rozpuszczenia krysztatow formazanu. Pomiaréw absorbancji
przy dtugosci fali Assp (maximum absorbancji dla MTT) 1 Aes20 (absorbancja tla)
dokonywano przy uzyciu czytnika ptytkowego ,,EnSpire 2300 Multilabel Reader” firmy
(Perkin-Elmer, USA). Dane analizowano za pomoca programu ,,EnSpire 9,0” (Perkin-
Elmer, USA).

3.18.2. Cytometria przeplywowa

Komorki do testu przeptukiwano dwukrotnie buforem PBS, a nastepnie odrywano
od dna naczynia hodowlanego za pomocg roztworu Trypsyna/EDTA. Po ponownym
przeptukaniu, zawieszono je w 100 pl roztworu odpowiedniego pierwszorzgedowego
przeciwciala (rozdz. 3.8) w buforze PBS (1:50) i inkubowano przez 45 minut w
temperaturze pokojowej. Nastepnie, proby wirowano przy 300 X g przez 5 min i komoérki
przeptukiwano trzykrotnie buforem PBS, zawieszajac je w 100 pl drugorzedowego
przeciwciata skonjugowanego z FITC (rozdz. 3.8) rozcienczonego 1: 200 buforem PBS.
Po inkubacji probki przez 45 min w temperaturze pokojowej przeptukiwano ja ponownie,
trzy razy, buforem PBS. Ostatecznie komorki zawieszano w 0,4 ml buforu PBS i
przenoszono do probdéwek stuzacych do pomiaru fluorescencji. Pomiardw fluorescencji
dokonywano na cytometrze LRSFortessa (Becton Dickinson, USA) z uzyciem kanatu
FL1. Zebrane dane analizowano z uzyciem programu ,,Flowing Software2.0” (Turku,

Finlandia) i przedstawiono w postaci histogramu (Samani F.S i wsp., 2014).

3.18.3 Analiza cyklu komdérkowego z uzyciem jodku propidyny

Do oceny proliferacji komorek wykorzystywano cytometr przeplywowy
LRSFortessa, (Becton Dickinson, USA). Analizy wynikéw dokonano za pomoca
programu (ModFitLT™5.0, USA). Dla kazdej z badanych probek okreslono odsetek
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jader komorkowych w fazie cyklu komodrkowego. Wyniki obrazowano za pomoca
jednowymiarowych wykreséw (histograméw) zaleznosci odsetka jader komoérkowych od
intensywnosci fluorescencji. Intensywnos$¢ fluorescencji jest wprost proporcjonalna do
zawartosci DNA w komorkach. Komoérki wysiewano na ptytki 6 dotkowe w ilosci 250
tys. komorek na dotek i hodowano 24, 48, 72 godziny. Nastgpnie komorki odklejano za
pomoca r-ru Trypsyna/EDTA i wirowano 5 min 500 x g. Ptukano zimnym PBS trzy
krotnie i wirowano 500 x g. Zawieszono w 1000 ul zimnym wodnym 70 % roztworze
alkoholu etylowego mieszajac. Tak przygotowane proby przechowywano nie dtuzej niz
5 dni do analizy w celu utrwalenia i permabilizacji komorek. Nastepnie wirowano
komorki 500 x g 4°C w celu pozbycia si¢ etanolu i dalej ptukano dwukrotnie zimnym
PBS i wirowano 500 x g. Dodawano 200 pul odczynnika (rozdz. 3.4) zawierajacego Jodek
Propidyny i RNAzg¢ A, przenoszono do probéwek typu FACS inkubowano 30 min w temp
37°C bez doplywu $wiatta. Odczyt w cytometrze przeplywowym wykonano przy uzyciu
oprogramowania FACS Diva 3.0 (Becton Dickinson, USA).

3.18.4 Wykrywanie komorek apoptotycznych poprzez pomiar poziomu aktywnych
kaspaz 3/7.

Komorki apoptotyczne wykrywano za pomocg zestawu ,,CaspGLOW Fluorescein
Active Caspase-3/7 Staining Kit” (rozdz. 3.4) opartego na oznaczaniu aktywnych form
kaspaz-3 i 7 za pomocg cytometrii przeplywowej z wykorzystaniem terapeptydu DEVD-
FMK (Asp-Glu-Val-Asp-fluorometyloketon) skoniugowanego z FITC (FITC-DEVD-
FMK) wykonywano zgodnie z zalaczonym protokotem producenta. Komorki, po
oderwaniu od dna naczynia hodowlanego za pomocag r-ru Trypsyna/EDTA (rozdz. 3.13),
przenoszono do probéwek pomiarowych (Becton Dickinson, USA) o pojemnosci 5 ml i
wirowano przez 3 min, przy 300 x g. Nastgpnie, osad komoérek zawieszano w 0,5 ml
buforu PBS z dodatkiem 1 pl gotowego roztworu koniugatu FITC-DEVD-FMK i
inkubowano w temperaturze 37°C przez 60 min. Nastepnie proby ponownie wirowano
jak wyzej, osad komoérek dwukrotnie plukano 1 ml buforu ,,Wash” wchodzacego w sktad
zestawu i ostatecznie zawieszano w 0,5 ml buforu ,,Wash”. Analizg tak przygotowanych
préb  prowadzono w  cytometrze przeptywowym  "LRSFortessa" (Becton

Dickinson,USA), mierzac poziom fluorescencji w pasmie FLI1 lasera niebieskiego dla
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fluorochromu FITC. Dane analizowano za pomocg programu "Flowing Software 2,0"
(Turku, Finlandia) (Samani F.S i wsp., 2014).

3.18.5 Wykrywanie komorek apoptotycznych na podstawie oznaczenia aneksyny V

Komorki apoptotyczne wykrywano za pomocg zestawu ,,AnnexinV/FITC Kkit”
(BD, USA) (rozdz. 3.4) opartego na zdolnosci do selektywnego wigzania si¢ ancksyny V
do fosfatydyloseryny na zewnetrznej powierzchni blony komoérkowej, komoérek
apoptotycznych. Komorki (1 x 108 po oderwaniu od dna naczynia hodowlanego za
pomocg roztworu Trypsyna/EDTA (rozdz. 3.13), przenoszono do probowek
pomiarowych (Becton Dickinson, USA) o pojemnosci 5 ml i wirowano przez 3 min, przy
300 x g. Nastepnie, osad komorek zawieszano w 0,5 ml buforu wigzacego z dodatkiem 5
ul gotowego roztworu koniugatu aneksyny V/FITC oraz 2,5 ul jodku propidyny i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 min. Analizg tak przygotowanych prob
prowadzono w cytometrze przeptywowym "LRSFortessa" (Becton Dickinson, USA),
mierzac poziom fluorescencji w pasmie FL1 lasera niebieskiego dla fluorochromu FITC
oraz FL2 dla jodku propidyny. Dane analizowano za pomocg programu "Flowing
Software 2,0" (Turku, Finlandia).

3.19. Metody biochemiczne i immunochemiczne

3.19.1 Przygotowanie lizatow komérkowych

Komorki odklejano od dna naczynia hodowlanego poprzez uzycie r-ru
Trypsyna/EDTA, a nastepnie wirowano przy 300 X g przez 5 min w temperaturze 4°C i
2-krotnie ptukano PBS. Osad komorek zawieszano w 60-100 ul buforu do lizy RIPA
(rozdz. 3.1) z dodatkiem gotowego 1 mM roztoworu inhibitoréw proteaz (rozdz. 3.1) i
pozostawiano w temperaturze topniejacego lodu przez 30 min. Nastgpnie lizat
komorkowy wirowano przy 10000 x g przez 10 min w temperaturze 4°C. Po wirowaniu
supernatant przenoszono do nowej probowki, jednoczesnie pobierajac z niej odpowiednig
Jego objetos¢ do oznaczenia stezenia biatka (rozdz. 3.19.4). Po oznaczeniu st¢zenia biatka
catkowitego, pobierano odpowiednia objetos¢ supernatantu i po dodaniu buforu

probkowego (rozdz. 3.5) w stosunku 1:5 (1 objgtos¢ buforu do 5 objgtosci supernatantu)
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proby pozostawiano w temperaturze 100°C przez 10 min. Nastepnie probki lizatow

komodrkowych poddawano elektroforezie w zelu poliakryloamidowym (rozdz. 3.1).

3.19.2. Izolacja bialek membranowych z ludzkich linii komérkowych raka
gruczolu piersiowego

Komorki wysiewano do 4 butelek hodowlanych T-75 i hodowano do osiagnigcia przez
nie 90 % powierzchni naczynia hodowlanego. Nastepnie pozywke hodowlang zlewano,
komorki ptukano dwukrotnie PBS i do kazdej z butelek hodowlanych dodawano po 10
ml buforu zawierajacego sulfo-NHS-SS-biotyne. Biotynylacje prowadzono w
temperaturze 4°C przez 60 min, przy ciaglym mieszaniu. Reakcje przerywano przez
dodanie 500 ul roztworu ,,Quenching solution” dostarczonego przez producenta.
Nastgpnie komorki delikatnie zdrapywano i przenoszono do sterylnej proboéwki 0
objetosci 50ml, nastgpnie naczynia hodowlane dodatkowo przeptukano 10 ml zimnego
TBS. Catos¢ wirowano w temperaturze 4°C, 500 x g przez 5 min. Osad komorek
przeplukiwano dwukrotnie zimnym TBS 1 wirujac probki za kazdym razem jak wyze;j.

Zbiotynylowane komorki lizowano przez 30 min w temperaturze topniejacego lodu,
dolaczonym przez producenta buforem zawierajagcym mieszaning inhibitoréw proteaz.
Podczas lizy, co 5 min komorki poddawano dziataniu ultradzwickoéw. Po uptywie tego
czasu, proby wirowano przez 2 min w temperaturze 4°C przy 10000 x g. W celu izolacji
bialek btonowych, kolumn¢ ze zlozem agarozowym z przytaczong streptawidyng
(dostarczong przez producenta) wirowano wstepnie przez 1 min 1000 X g a nastgpnie
ptukano czterokrotnie 500 ul buforu ,,Wash” zawierajacego mieszaning inhibitoréw
proteaz, stosujagc wirowanie j.w. Na tak przygotowang kolumng¢ nanoszono lizat
komoérkowy 1 pozostawiono na 60 min w temperaturze 4°C delikatnie mieszajac. Po
uptywie tego czasu, kolumng wirowano przez 1 min 1000 x g, i ptukano cztero-krotnie
500 pl buforu ,,Wash” zawierajagcego miesznine inhibitoréw proteaz, wirujac za kazdym
razem jak wyzej. Zwigzane ze streptawidyna, biotynylowane biatka blonowe wymywano
z kolumny, traktujac je buforem zawierajacym 1 M DTT przez 1 godzing, w temperaturze
4°C z delikatnym mieszaniem. Ostatecznie, usuwano je z kolumny przez wirowanie w

warunkach j.w i przechowywano w temperaturze -20°C.
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3.19.3 Ekspresja i oczyszczanie bialka rekombinowanego PIP-LEXSY.

Celem otrzymania rekombinowanego biatka PIP, hodowle komorek Leishmania
tarentolae prowadzono w kolbach o pojemnosci 500 ml (Nalgen, USA) z doptywem
powietrza w temperaturze 26°C z wytrzasaniem 140 rpm bez dostepu swiatta. Wyjsciowo
500 ml medium BHI szczepiono 10 ml zawiesiny komorkowej (komorek P10
znajdujacych si¢ w fazie logarytmicznego wzrostu) o gestosci optycznej OD=1.4. Po 72
h hodowli zawiesing zbierano, wirowano 2400 X g przez 30 min w 4°C, a pozywke
hodowlang zbierano a nastepnie dializowano do buforu fosforanowego (rozdz. 3.2) przez
okres pieciu dni. Bufor dializacyjny wymieniano co 24 godziny. Tak przygotowang
spulowang pozywke hodowlang przechowywano w 4°C nie dluzej niz 3 dni przed
oczyszczniem na ztozu NiNT-agaroza. W drugim etapie nanoszono zaggszczong i
poddang dializie pozywke hodowlang o objetosci ok. 350 ml na 1-2 ml odpowiednio
zrownowazonego ztoza NiNT-agaroza umieszczonego w kolumnie o tgcznej pojemnosci
10 ml. Po zwigzaniu biatek do ztoza NiNT-agaroza przez kolumne przepuszczano 50 ml
buforu ,,Wash” celem odptukania biatlek zwigzanych niespecyficznie ze ztozem.
Natomiast elucje zwigzanych ze zlozem biatek prowadzono z uzyciem buforu
fosforanowego z dodatkiem wzrastajacego stezenia imidazolu (od 10 mM, 20 mM, 30
mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM oraz 500 mM). Tak oczyszczong pule biatka
rekombinowanego PIP znajdujacego si¢ we frakcji buforu fosforanowego z dodatkiem
imidazolu o stezeniu 100 mM i 200 mM ponownie dializowano do buforu TBS o pH=7,5
a nastgpnie zaggszczano do objetosci 1ml (Srednio uzyskiwano st¢zenie 0,5 mg/L biatka

PIP-lexsy o stopniu czystosci 90 % ).

3.19.4. Oznaczanie ilo$ciowe bialka metoda biscynchoninowg (BCA) wg. Smith i
wsp., 1985

Stezenie biatka w probach oznaczano przy uzyciu zestawu "Bicinchoninic Acid
Protein Assay Kit" (rozdz. 3.4) wedtug protokotu producenta (SigmaAldrich, USA). Do
200 pl mieszaniny roztworu kwasu bicynchoninowego i Siarczanu miedzi w stosunku
objetosciowym 50:1 (v/v) dodawano 1 pl lizatu komorkowego oraz 9 ul wody MiliQ.
Probg ,,$lepa” stanowito 10 pl wody MiliQ. Tak przygotowane proby inkubowano przez
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30 min w temperaturze 37°C. Absorbancj¢ mierzono wobec proby ,,$lepej” przy dlugosci
fali 562 nm w spektrofotometrze "Enspire" (Perkin Elmer, USA). Do wyznaczenia
krzywej standardowej wykorzystywano kolejne rozcienczenia standardu BSA (rozdz.
3.1) (0,125; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 mg/ml).

3.19.5 Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym (wg Laemmliego i wsp. 1970)

Elektroforez¢ w zelu poliakryloamidowym prowadzono w warunkach
denaturujgcych wg. Laemmli’ego (SDS-PAGE) (Laemmli UK, i wsp., 1970). W tym celu
przygotowywano zel poliakryloamidowy o st¢zeniu 4 %, (tzw. zel zageszczajacy) oraz
zel 15 %-owy, (tzw. Rozdzielajacy). Sktad mieszanin do przygotowania obu zeli podano
w tabeli nr. 4. Na zel nanoszono probki lizatow komorkowych o catkowitej iloSci biatka
wynoszacej 50 pg. Nanoszono rowniez po 4 pl standardu masy ,,PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder” (rozdz. 3.10). Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w
buforze do elektroforezy (rozdz. 3.4) przy napigciu 80 V, do momentu wniknigcia probek
w zel rozdzielajacy, podwyzszajac nastepnie napiecie do 110 V. Elektroforezg

prowadzono przez okoto 1,5 godziny.
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Tab. nr 4 Sktad mieszanin do przygotowania zelu rodzielajacego i zaggszczajacego w

metodzie SDS-PAGE wg. Laemmli i wsp. (1970)

Skladniki 10 ml zelu 3 ml zelu zageszczajacego 4%
rozdzielajacego 15% Objetos¢ [ml]
Objetos¢ [ml]
H.O 2,3 2,1
30% roztwor 5,0 0,5

akrylamid/bis-
akrylamid (29:1

v/V)
1,5 M Tris (pH 2,5 -
8,8)
1,0M Tris - 0,38
(pH=6,8)
10% SDS 0,1 0,03
10% APS 0,1 0,03
TEMED 0,004 0,003

3.19.6. Wykrywanie bialek metoda immunoblotingu (western blot wg. Towbin i
wsp. 1979)

Biatka po rozdziale elektroforetycznym, przenoszono na membrang
nitrocelulozowa (rozdz. 3.1.12) metoda elektroblotingu wg. Towbin (Towbin i wsp.
1979). Transfer biatek prowadzono w buforze do transferu (rozdz. 3.1.2) przy nat¢zeniu
pradu réwnym 300 mA, przez 60 min. Nastgpnie, membran¢ pozostawiano w 5 %
roztworze odttuszczonego mleka w proszku (rozdz. 3.1.1) w buforze TBS (rozdz. 3.1.2),
aby zapobiec niespecyficznemu wigzaniu przeciwcial przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej. Nastepnie membrang plukano w buforze TBST (rozdz. 3.1.2) przez 10 min i
inkubowano z odpowiednim I-rzedowym przeciwcialem rozcienczonym buforem TBST
z dodatkiem 5 % odtluszczonego mleka w proszku, przez noc w temperaturze 4°C. Po
tym czasie, membrang plukano 3-krotnie buforem TBST i inkubowano przez 1 godzing
z roztworem drugorzedowego przeciwciata skoniugowanego z peroksydazg chrzanowa,
usuwajac niezwigzane przeciwcialo poprzez trzykrotne ptukanie membrany buforem

TBST. Zwigzane z membrang przeciwciala wykrywano za pomoca mieszaniny
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substratow (1:1 v/v) wchodzacych w sktad zestawu do chemiluminescencji
LouperSignal™  West Femto Maximum Sensitivity Substrate” (rozdz. 3.1.4).
Chemiluminescencje obrazowano i archiwizowano w postaci plikow cyfrowych za
pomocg aparatu G:Box (Syngene, Niemcy).

Ponowne uzycie membrany nitrocelulozowej wymagato usunig¢cia przylaczonych
juz przeciwcial. W tym celu membrang ptukano 2-krotnie buforem do ,,strippingu”
(rozdz. 3.1.2), 2-krotnie PBS i 3-krotnie buforem TBST, za kazdym razem przez 10 min,
a nastepnie membran¢ pozostawiano w 5 % roztworze odttuszczonego mleka w proszku
w buforze TBS, przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Tak przygotowana
membrana nitrocelulozowa mogta zosta¢ wykorzystana do ponownej inkubacji z
odpowiednim przeciwcialem pierwszorzgdowym. W przypadku metody far-western
bloting, zamiast przeciwcial pierwszorzedowych do wykrywania biatek zwigzanych z
nitroceluloza wykorzystywano biatko PIP-lexsy, nastgpnie takie zwigzane do
nitrocelulozy biatko rekombinowane PIP wykrywano za pomoca kroliczego
monoklonalnego przeciwciata anty-PIP 1 obrazowano za pomocg drugorzedowego
przeciwciala anty-krolik konjugowanego z HRP za pomoca chemiluminescencyjnego

substratu (rozdz.3.8)

3.19.7. Pobieranie materialu

Zwierzeta usmiercano metoda przerwania rdzenia w okolicy krggdw szyjnych po
uprzednim wprowadzeniu zwierzat w stan anestezji. Pobierano narzady: wezty chtonne
pachowe, ptuca, serce, watrobe, nerki oraz $ledziong, ktore natychmiast utrwalano w
zbuforowanym, 4% roztworze formaliny. Pobierano réwnniez guz nowotworowy wraz z
przylegtymi tkankami prawidtowymi. Fragmenty tkanki umieszczano w plastikowych
kasetkach histologicznych i zanurzano w 4% roztworze formaliny. Nast¢pnie, ptukano
pobrane tkanki i organy w wodzie biezacej przez 24 godziny i odwadniano poprzez
przeprowadzenie przez szereg alkoholowy o wzrastajagcym st¢zeniu procentowym 70%
— 96% — 100%. Tak przygotowane fragmenty tkanek i organ6w zatapiano w parafinie.
Przygotowane ww. sposob bloczki parafinowe cigto na skrawki grubosci 4 pm przy
uzyciu mikrotomu RM2165 (Leica, Niemcy). Skrawki umieszczano na szkietkach
podstawowych, a nastgpnie inkubowano w temperaturach: 65°C (30 minut) i 37°C (24
godziny). Przygotowane preparaty barwiono hematoksyling i eozyng (H&E), celem

Strona | 64



3. Materialy 1 metody

weryfikacji oraz oceny histopatologicznej pobranych tkanek i nastgpnie wykorzystano do
przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznych (IHC).

3.19.8. Reakcje immunohistochemiczne i metoda TUNEL.

Reakcje immunohistochemiczne przeprowadzone z uzyciem przeciwciat anty Ki-67
(rozdz.3.8) oraz metod¢ TUNEL — na skrawkach parafinowych, wykonaty (mgr Natalia
Glatzel-Plucinska i dr Karolina Jabtonska, Zaklad Histologii i Embriologii, UM,
Wroctaw). Do wykrycia zwigzanych do epitopow biatek przeciwciatl anty Ki-67 uzyto
systemu EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH (Dako, USA). Szkietka ze skrawkami
tkankowymi inkubowano w buforze Target Retrieval Solution o pH = 6,1 (Dako, USA)
w temp. 100°C w urzadzeniu PT Link (Dako, USA) przez 20 minut w celu deparafinizaciji,
uwodnienia oraz odstoni¢cia determinant antygenowych i studzono w buforze ptuczagcym
TBST (TBS z 0,1% Tween 20) przez 3 minuty. Endogenng peroksydaze blokowano
poprzez inkubacje 5 minut w EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (Dako,
USA). Preparaty inkubowano z pierwszorzgdowym przeciwcialem w rozciefczeniu
1:100 przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Resztki przeciwciala usuwano poprzez
ptukanie w buforze TBST. Naste¢pnie szkietka ze skrawkami tkankowymi inkubowano z
przeciwcialem drugorzgdowym znakowanym peroksydaza chrzanowa FEnVision™
FLEX/HRP (Dako, USA) przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Resztki
przeciwciata usuwano poprzez ptukanie w buforze TBST. Po 5 minutowej inkubacji
szkietlek w buforze TBST, dodawano substrat dla peroksydazy chrzanowej — 3,3*-
diaminobenzydyne EnVision™ FLEX DAB+ Chromogen (Dako, USA) rozcienczony
buforem EnVision™ FLEX Substrate Buffer (Dako, USA) przygotowanym bezposrednio
przed reakcja. Resztki odczynnika usuwano poprzez przeptukanie w buforze TBST. W
celu uwidocznienia jader komoérkowych i struktury tkanki wykonano barwienie
kontrastujgce przez 7 minutowg inkubacj¢ z Automation Hematoxylin (Dako, USA).
Resztki odczynnika odptukiwano w wodzie destylowanej. Nastgpnie skrawki tkankowe
na szkietkach odwadniono przez przeprowadzenie przez szereg alkoholowy o
wzrastajgcym stezeniu procentowym (70%, 96%, 100% ) oraz w ksylenie. Procedury
barwienia wykonano automatycznie z wykorzystaniem aparatu Autostainer Link 49
(Dako, USA). Szkietka zaklejano w SUB-X Mounting Medium (Dako, USA) za pomoca
urzadzenia Coverslipper (Dako,USA).
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Do wykrywania apoptozy w tkankach guzow nowotworowych wykorzystano
zestaw ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, USA).
Szkietka odparafinowywano poprzez 15 minutowg inkubacj¢ w ksylenie, a nast¢pnie
uwadniano
przez przeprowadzenie przez szereg alkoholowy o malejacym st¢zeniu (100% , 96%,
70%). Po przeptukaniu w wodzie destylowanej oraz w buforze PBS, szkietka inkubowano
z proteinazg K (Dako, USA) przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie,
szkietka ptukano trzykrotnie po 3 minuty w buforze PBS, po czym blokowano endogenng
peroksydazg poprzez 5 minutowg inkubacje w 3% H202 w buforze PBS. Po ptukaniu w
buforze PBS, szkietka inkubowano w buforze preinkubacyjnym Equilibration Buffer
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Reakcje deoksyrybonukleotydylotransferazy
prowadzono przez godzing W roztworze TdT Enzyme w buforze Reaction Buffer w
proporcji 33:77 w temperaturze 37°C. Nastepnie, reakcje zatrzymywano poprzez
umieszczenie szkielek ze skrawkami tkankowymi w buforze pluczacym (Stop/Wash
Buffer), rozcienczonym woda destylowang w stosunku 1:35 1 inkubacj¢ przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Po plukaniu buforem PBS preparaty inkubowano z
przeciwcialem antydioksygenina skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa Anti-
Digoxigenin-Peroxidase przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Po ptukaniu w PBS
dodawano substrat dla peroksydazy chrzanowej w postaci 3,3“-diaminobenzydyny
(Dako, USA). Resztki odczynnika usuwano poprzez przeptukanie w wodzie
destylowanej. Barwienie kontrastowe i kolejne procedury przeprowadzono identycznie
jak w przypadku badan antygenu Ki-67. Ocene¢ reakcji immunohistochemicznych
(ekspresja antygenu Ki-67) oraz nasilenia apoptozy (metoda TUNEL) przeprowadzano z
wykorzystaniem mikroskopu swietlnego ,,Olympus BX-42” wyposazonego w tor
wizyjny oraz kamerg z oprogramowaniem ,,Cellp” do komputerowej analizy obrazu.
Liczbe komorek wykazujacych pozytywna reakcj¢ barwna (ekspresja jadrowa) zliczano
w trzech hotspot -miejscach wykazujgcych potencjalnie najwyzszg nasilenie reakcji IHC
oraz TUNEL pozytywnych pod powigkszeniem 400x z uzyciem ww. oprogramowania.
Otrzymane wyniki w postaci odsetka komorek nowotworowych wykazujacych reakcje
barwng w stosunku do wszystkich komoérek nowotworowych, poddano analizie

statystycznej.
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3.20. Badania in vivo

3.20.1 Przeszczep ortotopowy ludzkich komérek raka gruczolu piersiowego
myszom bezgrasicznym szczepu Balb/c "W/nu

Doswiadczenia na myszach zostaty zatwierdzone przez komisje¢ Etyczng ds. doswiadczen
na zwierzetach we Wroclawiu (nr zgody: 026/2016 z poprawka 022/2019) i byly
wykonywane zgodnie z zaleceniami Ustawy o Ochronie Zwierzat Dz.U.Nr.13/2007.
Ludzkie komérki MDA-231/PIP, MDA-231/PURO oraz MDA-231 (2,5 x 10°
zawieszone w 50 pl mieszaniny matrigel ptyn Hangsa 1:3 (rozdz. 3.4) szczepiono

ortotopowo pod prawy sutek iglg o Srednicy 0,3 mm i strzykawka o pojemnosci 1 ml.

3.20.2 Pomiar objetosci guzow nowotworowych

Zaktadajac, ze guz nowotworowy to elipsoida obrotowa, jego pomiaréw dokonywano w
dwoéch wymiarach: poprzecznym (a) i poduznym (b), a jego objeto$é wyliczano w mm?
stosujac wzor:

TV[mm?®]=a? x b/2

gdzie TV (tumor volume) to obj¢tos¢ guza. Pomiaru $rednic dokonywano za pomoca
elektronicznej suwmiarki, w odstepach kilku dniowych, poczawszy od drugiego tygodnia
po przeszczepieniu komorek nowotworowych myszom. Ponadto dokonywano pomiarow

masy ciata oraz ogélnych obserwacji zwierzat.

3.20.3 Badanie wplywu bialka PIP na przeszczepiane guzy ludzkiego raka gruczolu
piersiowego w modelu myszy bezgrasiczych leczonych doksorubicyng

Podawanie myszom doksorubicyny (Pfizer, Niemcy) rozpoczynano w momencie, kiedy
guzy nowotworowe osiagaty ojetos¢ 75 mm? dla MDA-231/PIP i objetos¢ 30 mm?® MDA-
231/PURO w 35 dniu od przeszczepienia komoérek nowotworowych (rozdz. 3.1.4). Lek
podawano dozylnie (do zyly ogonowej i.v) w dawce 1,5 mg/kg.m.c stosujac igle o
srednicy 0,4 mm. Doksorubicyne podawano dwukrotnie, w odstepie 6 dni. Grupe
kontrolng placebo stanowily myszy, ktorym podawano w analogiczny sposob sol
fizjologiczng. Dziatanie przeciwnowotworowe doksorubicyny 1 PIP wyrazano jako
procent o jaki zostata zmniejszona objetos¢ guza w stosunku do kontroli placebo, ktory

wyliczano na podstawie wzoru:
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TGI [%]= 100 - TVT (pox)/ TV (PLACEBO) X 100%

gdzie: TGI- (ang. tumor growth inhibition) to zahamowanie wzrostu guza, TVt (ang.
Tumor volume Test) — S$rednia obj¢to$¢ guza myszy badanych otrzymujacych
doksorubicyng, TVc (ang. Tumor volume Control) — $rednia objeto$¢ guza myszy
kontrolnych- otrzymujacych placebo.

Warto$ci dodatnie TGI wskazujg na zahamowanie wzrostu guza w grupie badane;j
w stosunku do kontroli, natomiast wartosci ujemne TGI oznaczaja stymulacj¢ wzrostu
guza warto$¢ zero oznacza brak efektu zastosowanego preparatu na wzrost guza w

poréwnaniu do kontroli (Simeoni M., i wsp., 2004)

3.21. Analiza statystyczna

Uzyskane dane zestawiono i interpretowano za pomocg programow: ,,MS Office
Excel”, ,,Flowing Software2.0.(Turku, Finland) Analizy statystyczne oraz graficzne
zobrazowanie wynikoéw przeprowadzono z wykorzystaniem programu ,,GraphPad Prism
5”. W przypadku danych o charakterze iloSciowym wyniki opisano przy uzyciu
nastgpujacych parametrow: warto§¢ Srednia, mediana, odchylenie standardowe:
minimum i maksimum. Do poréwnania wystgpowania wartosci oczekiwanych i czgstosci
wystepowania zmiennych w poszczegolnych grupach zastosowano test Chi-kwadrat. Do
poréwnania $rednich dwoch grup zastosowano parametryczny test istotnosci réznic t-
Studenta w przypadku rozktadow zmiennych normalnych oraz nieparametryczny test
Annova two way z poprawka Bonferoniego w przypadku, gdy rozktad zmiennych byt
ro6zny od rozktadu normalnego. Przy weryfikacji wszystkich hipotez statystycznych za
istotny przyjeto wartos¢ p < 0,05. W wiegkszosci przypadkow dane otrzymane w
badaniach in vitro nie spetniaty zalozenia testow parametrycznych (brak rozktadu
normalnego) dlatego zastosowano testy nieparametryczne: Two-way ANOVA oraz test
stuzacy do wielokrotnych porownan danych z poprawka Bonfferoniego , Multiple
Comparisons p values (2-tailed), za pomocg ktérego przeprowadzono szczegdtows
analiz¢ danych. Analize statystyczng dla wynikéw uzyskanych w badaniach in vivo
przeprowadzono réwniez z uzyciem testow nieparametrycznych: Two-way ANOVA

Dunett post-test oraz Multiple Comparisons p values (2-tailed). Dodatkowo w celu
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doktadniejszego poréwnania ze sobg dwoch grup wykorzystano Mann-Whitney U test.

Szczegoty analiz umieszczono pod rycinami.
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4.1. Charakterystyka linii komorkowych ludzkiego raka gruczolu

piersiowego pod wzgledem ekspresji PIP

Poziom biatka PIP oznaczano W nastepujacych siedmiu liniach komoérkowych
raka gruczotu piersiowego: T47D, ZR-75-1, BT-474, MCF-7, SKBR-3, MDA-MB-231 i
MDA-MB-453. Analiza ekspresji genu PIP metoda PCR w czasie rzeczywistym,
wykazata wysoki poziom ekspresji mMRNA PIP w komoérkach T47D, co pozostaje w
zgodzie z danymi literaturowymi (Shiu i Iwasiow, 1985), stosunkowo wysoki jego
poziom w komorkach MDA-MB-453 i niski w komorkach raka ZR-75-1, BT-474,
SKBR-3i MCF-7 (Ryc. 6A). Brak ekspresji mRNA PIP stwierdzono w komodrkach MDA-
MB-231. Poziom PIP oznaczano réwniez na poziomie biatka metoda western blot,
uzyskujac w wigkszosci przypadkéw wyniki zbiezne z uzyskanymi metoda ilosciowego
PCR (Ryc. 6B). | tak, zdecydowanie najwyzsze ilosci biatka PIP wykazano w komoérkach
T47D, miernie wysoka jego ilo$¢ obserwowano w komorkach MDA-MB-453 oraz
stosunkowo niski poziom w komoérkach ZR-75-1, BT-474 i MCF-7, przy jego braku w
komorkach MDA-MB-231. Jedynie w przypadku komoérek SKBR-3 brak byto biatka
przy resztkowej ekspresji mRNA.
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Ryc. 6 A) Ekspresja mRNA PIP w komérkach T47D, MDA-MB-453, ZR-75-1, BT-474, MCF-7,
SKBR-3 i MDA-MB-231 ludzkiego raka gruczolu piersiowego. Wzgledny poziom ekspresji mMRNA PIP
oznaczono metodg PCR w czasie rzeczywistym. Poziom ekspresji mRNA w komorkach MCF-7 przyjeto
jako 1. Jako gen referencyjny wykorzystano SDHA kodujacy dehydrogenaze bursztynianowa. B)
Ekspresja bialtka PIP w lizatach komérek T47D, MDA-MB-453, ZR-75-1, BT-474, MCF-7, SKBR-3
i MDA-MB-231. Biatko PIP wykrywano metoda western bloting z uzyciem monoklonalnych kréliczych
przeciwciat anty-PIP. Elektroforez¢ SDS-PAGE prowadzono w 15% zelu rozdzielajacym, nanoszac na
$ciezke 50 pg biatka.

4.2. Utworzenie komorek MDA-MB-231 z neoekspresja biatka PIP

W celu utworzenia komorek raka gruczotu piersiowego z neoekspresja PIP
(model funkcjonalny, ang. gain of function phenotype), majac na uwadze wyniki
dotyczace poziomu PIP w liniach komoérkowych raka gruczotu piersiowego (rozdz. 4.1),
wybrano komorki MDA-MB-231 charakteryzujace si¢ catkowitym brakiem ekspresji
PIP zaréwno na poziomie MRNA jak i brakiem biatka PIP.

Wektor ekspresyjny zawierajacy cDNA PIP uzyskano wg. schematu
przedstawionego na Ryc. 7A. W pierwszym etapie, za pomocg metody RT-PCR
otrzymano cDNA PIP wykorzystujac jako matrycg MRNA izolowane z komorek T47D
oraz par¢ starterow forPIP-EcoRI i revPIP-MIlul (rozdz. 4.1.5, Ryc. 7B). Nastepnie
produkt PCR o dtugosci 470 pz klonowano do wektora pRRL-cppt-CMV-IRES-PURO-
PRE-sin, wykorzystujac miejsca restrykcyjne dla enzymow EcoRI 1 Mlul. W tym celu,
zarowno cDNA PIP jak i wektor traktowano enzymami EcoRI i Mlul, a nast¢pnie insert

oraz zlinearyzowany wektor fagczono ze soba, poddajac je dzialaniu ligazy faga T4. Taka
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mieszaning ,,poligacyjng” transformowano bakterie E. coli szczepu DH5a (rozdz. 4.1.8)
I wysiewano na ptytki Petriego z pozywka LB zestalong 1,5% agarem. Nastepnie po
catonocnej inkubacji w 37°C zbierano pojedyncze kolonie bakteryjne, z ktérych po
namnozeniu bakterii, izolowano plazmidowe DNA. Celem analizy poprawnosci
sekwencji przyjetego przez szczep E. coli DHS5a konstruktu, wyizolowane plazmidowe
DNA poddawano analizie restrykcyjnej enzymami EcoRI oraz Mlul (Ryc. 7C), a
nastepnie sekwencjonowaniu w firmie Genomed S.A, Polska. Uzyskany wektor
ekspresyjny nazwano pRRL-cppt-CMV-PIP-IRES-PURO-PRE-sin.
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Wektor pRRL-cppt-CMV-PIP-IRES-PURO-PRE-sin, razem z pozostatymi
wektorami systemu lentiwirusowego Il generacji: pMDL-g/p-RPE, pRSV-REV, pMk-
VSVG (rozdz. 4.1.7), wykorzystano do ko-transfekcji komérek HEK 293FT celem
uzyskania infekcyjnych czastek pseudowirusa, ktore postuzyty do transdukcji komorek
MDA-MB-231. Po transdukcji, komorki MDA-MB-231 hodowano w pelnej pozywce a-
MEM z dodatkiem puromycyny (1pug/ml), az do uzyskania klonow komérek opornych na
antybiotyk, ktoére analizowano pod katem ekspresji biatka PIP (Ryc. 8A) Ze wzgledu na
fakt, ze PIP jest biatkiem sekrecyjnym, jego obecno$¢ wykrywano zarowno w lizatach
komorkowych jak i pozywce hodowlanej (Ryc. 8B). Do dalszych badan wybrano klon
komoérkowy o wysokiej ekspresji PIP zar6wno na poziomie mRNA jak i biatka, ktéry
nazwano MDA-231/PIP. Kontrolne komorki MDA-MB-231, ktore transdukowano
wektorem pRRL-cppt-CMV-IRES-PURO-PRE-sin nie zawierajacym cDNA PIP zostaty
nazwane MDA-231/PURO.
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Ryc. 8A) Ekspresia. mRNA PIP w komérkach MDA-MB-231 transdukowanych ,,pustym”
wektorem pRRL-cppt-CMV-IRES-PURO-PRE-sin” (MDA-231/PURO) i w komérkach MDA-MB-
231 transdukowanych wektorem pRRL-cppt-CMV-PIP-IRES-PURO-PRE-sin zawierajacym cDNA
PIP (MDA-231/PIP). Poziom ekspresji mRNA PIP oznaczono metoda PCR w czasie rzeczywistym
wzgledem komoérek MCF-7. Jako gen referencyjny wykorzystano SDHA. B) Poziom bialka PIP w
lizatach i pozywkach hodowlanych kontrolnych komérek MDA-231/PURO i komérek MDA-
231/PIP. Biatko PIP wykrywano metoda western bloting z wykorzystaniem kroliczego monoklonalnego
przeciwciala anty-PIP.
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4.3. Utworzenie komorek T47D z zahamowang ekspresja bialka PIP

Do utworzenia modelu komoérek raka gruczotu piersiowego z zahamowang
ekspresja PIP wybrano komorki T47D charakteryzujace si¢ naturalng nadekspresja PIP
(rozdz. 3.14). Przy tworzeniu tzw. modelu niefunkcjonalnego (ang. lost of function

phenotype) wykorzystano zjawisko interferencji RNA (iRNA) (Napoli i wsp., 1990).

4.3.1. Otrzymanie komorek T47D z zahamowana ekspresja PIP za pomoca
shRNA komplementarnego do mRNA PIP

Do zahamowania ekspresji PIP wykorzystano gotowe wektory ekspresyjne
pLKO.1shPIP1, PLKO.1shPIP2, pLKOshPIP3, pLKO.1shPIP4 i pLKO.1shPIP5
zawierajace wklonowane sekwencje shDNA komplementarne do mRNA PIP oraz wektor
pLKO.1shctrl z shDNA o przypadkowej sekwencji nukleotydow (rozdz. 3.6). Wektory
te, wraz z pozostalymi wektorami systemu lentiwirusowego III generacji: pMDL-g/p-
RPE, pRSV-REV i pMk-VSVG wykorzystano do ko-transfekcji komorek HEK 293FT
celem uzyskania infekcyjnych czastek pseudowirusa, ktore postuzyly do transdukcji
komorek T47D. Po transdukcji, komorki T47D hodowano w pelnej pozywce RPMI z
dodatkiem puromycyny (1 pg/ml), az do uzyskania klonéw komorek opornych na
antybiotyk. Podobnie jak w przypadku komorek z neoekspresja PIP, w kolejnym etapie
badan, klony te analizowano pod katem ekspresji PIP na poziomie mRNA (Ryc. 9A) i
biatka, wykrywajac w tym drugim przypadku, jego obecno$¢ zarowno w lizatach
komoérkowym jak i pozywkach hodowlanych (Ryc. 9B, C). Do dalszych badan wybrano
komorki T47D transdukowane wektorem pLKO.1shPIP5, w ktorych doszto do
zahamowania ekspresji biatka PIP na poziomie 95%. Nazwano je T47Dpuro/shPIP. Jako
komorki  kontrolne wykorzystano komorki T47D  transdukowane wektorem
pLKO.1shctrl, ekspresjonujace PIP na takim samym jak komorki rodzicielskie, ktore

nazwano T47Dpuro/ctrlsh.
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Ryc. 9. A) Ekspresji mMRNA PIP w komérkach kontrolnych T47Dpuro/ctrish transdukowanych
wektorem pLKO.1shctrl z shDNA o przypadkowej sekwencji nukleotydéw i komdrkach
T47Dpuro/shPIP  transdukowanych  wektorem pLKO.1.shPIP5 zawierajagcym ShDNA
komplementarne do mRNA PIP. Poziom ekspresji mRNA PIP wyznaczono metodg PCR w czasie
rzeczywistym. Jako gen referencyjny wykorzystano gen SDHA. B) Ekspresji biatka PIP w lizatach i
pozywkach hodowlanych komoérek T47D, kontrolnych komoérek T47Dpuro/ctrish oraz komérek
T47Dpuro/shPIP. Biatko PIP wykrywano metoda western bloting z wykorzystaniem kroliczego
monoklonalnego przeciwciata anty-PIP (rozdz.3.8)
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4.4. Przezywalno$¢ oraz podatnos¢ na apoptoze ludzkich komorek T47D i
MDA-MB-231 raka gruczolu piersiowego z rozng ekspresja PIP
poddawanych dzialaniu wybranych cytostatykow stosowanych w terapii raka

gruczohu piersiowego

W opublikowanych ostatnio przez Jabtonska i wsp. (2016) badaniach wykazano, ze
wysoki poziom ekspresji PIP w komoérkach raka gruczotu piersiowego pozytywnie
koreluje z odpowiedzig pacjentek z tym nowotworem na standardowg chemioterapi¢
adjuwantowa (doksorubicyna-cyklofosfamid). Uzyskane wyniki sugeruja, ze niski
poziom ekspresji PIP moze by¢ zwigzany z opornosciag komorek raka gruczotu
piersiowego na chemioterapi¢. Celem weryfikacji tej hipotezy ww. komoérki o rdznej
ekspresji PIP analizowano pod katem ich przezywalno$ci i opornosci/podatnosci na
apoptoze indukowang chemioterapeutykami (doksorubicyna, 4-hydroksycyklofosfamid

i paklitaksel) wykorzystywanymi standardowo w leczeniu raka gruczotu piersiowego.

4.4.1. Doksorubicyna

Komoérki hodowano przez 48 godzin w obecno$ci wzrastajacych stezen
doksorubicyny (0,005 uM; 0,05 uM, 0,5 uM, 1 uM i 2 uM). Wykorzystujac test MTT,
stwierdzono, ze w obecnosci doksorubicyny, poczawszy od stezenia 0,5 uM, liczba
aktywnych metabolicznie komorek T47Dpuro/ctrlsh z naturalng nadekspresja PIP byla
nizsza w poréwnaniu z komorkami T47Dpuro/shPIP z zahamowang ekspresja PIP, przy
czym przy stezeniu 1 uM roznica ta byta statystycznie istotna (Ryc. 10A). Natomiast w
przypadku komérek MDA-231/puro nie wykazujacych ekspresji PIP, procent aktywnych
metabolicznie komorek byt istotnie wyzszy w porownaniu z koméorkami MDA-231/PIP

z nadekspresja PIP poczawszy od stezenia doksorubicyny - 0,005 uM (Ryc. 10B).
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Ryc. 10 A) Przezywalno$¢ komorek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP, B) komoéorek MDA-
231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci doksorubicyny przez 48 godzin. Do oceny
zywotnosci komorek wykorzystywano test MTT. Dane prezentowane sa jako wartosci $rednie = SD z
pigciu pomiaréw wykonanych w kazdym z dwoch niezaleznych eksperymentoéw (n=10). * p <0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001 po zastosowaniu testu two-way Annova z poprawka Bonfferoniego. C) Podatno$¢ na
apoptoze komérek T47Dpuro/ctrish, T47Dpuro/shPIP, D) Podatnos$é na apoptoze komérek MDA-
231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecno$ci doksorubicyny przez 48 godzin. Procent
komoérek apoptotycznych okreslono za pomoca cytometrii przeptywowej barwigc komoérki jodkiem
propidyny oraz aneksyng V skoniugowang z FITC.
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E) Podatno$é na apoptoze komérek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz F) komérek MDA-
231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecno$ci doksorubicyny przez 48 godzin. Procent
komorek apoptotycznych oznaczano jak wyzej. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + SD z dwoch
pomiaréw wykonanych w kazdym z trzech niezaleznych eksperymentow (n=6). *p < 0,05; **p < 0,01,
***p < 0,001 po zastosowaniu testu two-way Annova z poprawka Bonfferoniego. G) Komérki
T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz H) komérki MDA-231/PURO i MDA-231/PIP hodowane
w obecnosci doksorubicyny przez 48 godzin. Komorki apoptotyczne wykrywano za pomoca zestawu
,»,CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3/7 Staining Kit” opartego na oznaczaniu aktywnej form
kaspaz-3/7 za pomocg cytometrii przeptywowej. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie + SD z dwoch
pomiarow wykonanych kazdym z trzech niezaleznych eksperymentow (n=6). **p <0,01; ***p < 0,001,
po zastosowaniu testu Annova two-way z poprawka Bonfferoniego.
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W celu wyjasdnienia, czy réznice w przezywalnosci komorek raka gruczotu
piersiowego o roznej ekspresji PIP hodowanych w obecnosci doksorubicyny sg zwigzane
z indukcjg procesu apoptozy, komoérki hodowano przy dwoch st¢zeniach tego zwigzku
(0,5 uM 1 1,0 uM), a nastepnic po 48 godzinach oznaczano procent komorek
apoptotycznych. W tym celu komorki barwiono jodkiem propidyny i aneksyng V
skoniugowang z FITC, co pozwolilo na odréznienie komoérek znajdujacych si¢ we
wczesnym etapie apoptozy (wigzacych tylko aneksyne V) od komoérek w pdznej fazie
apoptozy (barwionych zaréwno aneksyng V jak i jodkiem propidyny) oraz identyfikacje
komorek nekrotycznych (barwigcych sie tylko jodkiem propidyny). Stosujac cytometrie
przeptywowa wykazano, iz procent wszystkich (w fazie wczesnej i p6znej) komorek
apoptotycznych byt istotnie wyzszy w przypadku komorek T47Dpuro/ctrlsh 1 wynosit
srednio dla stezen doksorubicyny 0,5 uM 1 1,0 uM, odpowiednio 48,7% 1 57,05% w
porownaniu z komorkami T47DshPIP z zahamowang ekspresja biatka PIP, kiedy
hodowano je w obecnos$ci doksorubicyny o tym samym stezeniu, i wynosit odpowiednio
30,13% oraz 32,79% (Ryc. 10 C, E).

Z kolei, w przypadku koméorek MDA-231/PURO bez ekspresji PIP stwierdzono
1z procent wszystkich komorek (w fazie wezesnej 1 poznej) apoptotycznych byt istotnie
nizszy dla stezen doksorubicyny 0,5 uM oraz 1 uM i wynosit odpowiednio 37,95% oraz
28,49% w porownaniu z komorkami MDA-231/PIP z nadekspresja biatka PIP, gdzie
procent komorek apoptotycznych przy tych samych stezeniach doksorubicyny wynosit
odpowiednio 21,17% oraz 17,46% (Ryc. 10 D, F). W przypadku obu linii komérkowych
obserwowano tylko znikomy procent komorek nekrotycznych.

W celu wykazania, iz apoptoza komérek T47D i MDA-MB-231 indukowana
doksorubicyng jest zalezna od aktywacji kaspaz 3 i1 7, postuzono si¢ zestawem
,CaspGLOW Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit” opartym na cytometrii
przeptywowej, w ktorej do wykrywania komoérek apoptotycznych wykorzystywano
tetrapeptyd DEVD-FITC skoniugowany z FITC. Stwierdzono, ze w przypadku komorek
T47Dpuro/shPIP z wyhamowang ekspresja PIP, procent komorek apoptotycznych byt
nizszy, kiedy hodowano je w obecno$ci doksorubicyny o stezeniu 0,5 uM 1 1 uM przez
48 godzin i wynosit odpowiednio 6% oraz 8,11% w poroéwnaniu z komoérkami
kontrolnymi T47Dpuro/ctrlsh, gdzie procent komorek apoptotycznych przy tych samych
stezeniach leku wynosit odpowiednio 11,84% oraz 21,74%, przy czym przy stezeniu 1
uM roéznica ta byta statystycznie istotna (Ryc. 10G). Natomiast, w przypadku komorek
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MDA-231/PIP z neoekspresja biatka PIP procent komorek apoptotycznych byt wyzszy,
kiedy hodowano je w obecnosci doksorubicyny o stezeniu 0,5 uM i 1 pM i wynosit
odpowiednio 14,59% oraz 36,5% w porownaniu z komorkami kontrolnymi MDA-
231/puro, u ktorych brak jest ekspresji PIP i gdzie procent komorek apoptotycznych przy
tych samych stezeniach doksorubicyny wynosit odpowiednio 10,15% oraz 19,94%, przy
czym przy stezeniu 1 M roznica ta byta statystycznie istotna (Ryc. 10 H).

4.4.2. 4-hydroksycyklofosfamid

Komorki, hodowano przez 48 godzin w obecnosci 4-hydroksycyklofosfamidu o
stezeniu 0,005 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM i 30 uM. Stwierdzono, ze
liczba aktywnych metabolicznie komdrek T47Dpuro/ctrlsh z naturalng nadekspresja PIP
byla istotnie nizsza w poréwnaniu z komoérkami T47Dpuro/shPIP, kiedy hodowano je w
obecnosci 4-hydroksycyklofosfamidu, poczawszy od stezenia 5 uM (Ryc 11 A). Réwniez
w przypadku linii komorkowej MDA-MB-231, procent zywych komérek MDA-231/PIP
z nadekspresja PIP byt istotnie mniejszy w poréwnaniu z komérkami MDA-231/PURO
bez ekspresji PIP, kiedy hodowano je w obecnosci tego zwigzku, poczawszy od stezenia
5uM (Ryc. 11 B).
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Ryc. 11 A) Przezywalnosé komérek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz B) MDA-231/PURO i
MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci 4-hydroksycyklofosfamidu przez 48 godzin. Do oceny
zywotnosci komorek wykorzystywano test MTT. Dane prezentowane sa jako wartosci $rednie +SD z
pieciu pomiaréw wykonanych w kazdym z dwodch niezaleznych eksperymentéw (n=10). *p < 0,05; ***p <

0,001 (test two-way Annova z poprawka Bonfferoniego).
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C) Podatno$é¢ na apoptoze komoérek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz D) Podatno$é na
apoptoze komoérek MDA-231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecno$ci 4-
hydroksycyklofosfamidu przez 48 godzin. Procent komoérek apoptotycznych okre§lano za pomoca
cytometrii przeptywowej barwiac komorki jodkiem propidyny i aneksyng V skoniugowang z FITC. E)
Podatno$¢ na apoptoze komoérek T47Dpuro/Carl i T47Dpuro/shPIP oraz F) komoérek MDA-
231/PURO i MD-231/PIP hodowanych w obecnosci4-hydroksycyklofosfamidu przez 48 godzin.
Procent komorek apoptotycznych oznaczano jak wyzej. Dane prezentowane sa jako wartosci $rednie+SD
z dwoch pomiaréw wykonanych w kazdym z trzech niezaleznych eksperymentow (n=6). **p < 0,01; ***p
< 0,001 (test two-way Annova z poprawka Bonfferoniego). G) Podatno$¢ na apoptoze komérek
T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz H) MDA-231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w
obecnosci 4-hydroksycyklofosfamidu przez 48 godzin. Komorki apoptotyczne wykrywano za pomoca
zestawu ,,CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit” opartego na oznaczaniu aktywnej
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formy kaspazy-3/7 za pomocg cytometrii przeptywowej. Dane prezentowane sg jako warto$ci $redne =SD
z dwoch pomiarow wykonanych w kazdym w trzech niezaleznych eksperymentow (n = 6). *p< 0,05; **p
<0,01; ***p < 0,001 (test two-way Annova z poprawka Bonferroniego).

Podobnie jak w przypadku doksorubicyny, aby wykaza¢, ze roznice we
wrazliwosci komorek o roéznej ekspresji PIP na 4-hydroksycyklofosfamid sa zwigzane z
indukcja procesu apoptozy, hodowano je w obecnosci 20 uM tego zwigzku, a nastepnie
po 48 godzinach oznaczano procent komorek apoptotycznych jak wyzej. Stosujac
cytometri¢ przeplywowa wykazano, iz procent wszystkich (w fazie wczesnej 1 poznej)
komorek apoptotycznych byt istotnie wyzszy w przypadku komorek T47Dpuro/ctrish i
wynosit 31,62% w poréwnaniu z komorkami T47DshPIP z zahamowang ekspresja biatka
PIP, gdzie wynosit on 20,08% (Ryc. 11 C, E). I odwrotnie, w przypadku komérek MDA -
231/PURO bez ekspresji biatka PIP procent wszystkich (w fazie wczesnej i poznej)
komorek apoptotycznych byl nizszy w przypadku komoérek MDA-231/PURO i wynosit
7,77% poréwnaniu z komérkami MDA-231/PIP z nadekspresja PIP, gdzie wynosit on
15,29% (Ryc. 11 D, F).

Podatno$¢ komorek T47D i MDA-MB-231 o roznej ekspresji PIP na apoptoze
indukowang 4-hydroksycyklofosfamidem okreslano réwniez postugujac si¢ zestawem
,CaspGLOW Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit” opartym na oznaczaniu
aktywnych form kaspaz-3/7 za pomoca cytometrii przeptywowej. Stwierdzono, ze w
przypadku komorek T47Dpuro/shPIP z zahamowang ekspresja PIP, ktére hodowano w
obecnosci  4-hydroksycyklofosfamidu o stgzeniu 10 uM, procent komoérek
apoptotycznych byl istotnie nizszy i1 wynosit 7,9% w pordwnaniu z kontrolnymi
komorkami T47Dpuro/ctrlsh, w przypadku ktorych procent komorek apoptotycznych
wynosit 18,54% (Ryc. 11 G). Z kolei, w przypadku komoérek MDA-231/PIP, przy
stezeniach tego leku 1,0 i 10 pM, procent komorek apoptotycznych byty istotnie wyzszy
(odpowiednio 12,46% i 17,89%) w poréwnaniu z kontrolnymi komorkami MDA-
231/PURO (odpowiednio 4,75% i 7,5%) (Ryc. 11 H).
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4.4.3. Paklitaksel

Komorki hodowano przez 48 godzin w obecnosci nastgpujacych stezen
paklitakselu: 0,005 uM, 0,05 uM, 0,5 uM, 1 uM i 2 uM. Postugujac si¢ testem MTT,
stwierdzono, ze w przypadku komorek T47D ekspresja PIP nie zmienia ich wrazliwosci
na ten zwigzek, poniewaz procent zywych komorek T47Dpuro/ctrlsh z naturalng
ekspresja PIP byl poréwnywalny z procentem zywych komorek T47Dpuro/shPIP z
zahamowang ekspresja PIP (Ryc. 12A). Natomiast ekspresja PIP w znaczacy sposob
wplywala na przezywalno$s¢ komoérek MDA-MB-231 hodowanych w obecnosci
paklitakselu, bowiem procent aktywnych metabolicznie komoérek MDA-231/PIP z
nadekspresja PIP byt istotnie mniejszy w pordwnaniu z kontrolnymi komoérkami MDA -
231/PURO, poczawszy od stezenia 0,05 uM (Ryc. 12B).

Podobnie jak w przypadku pozostatych cytostatykow, aby wykazac, ze rdéznice
we wrazliwos$ci na paklitaksel komorek o roznej ekspresji PIP sg zwigzane z indukcja
procesu apoptozy, hodowano je w obecnosci dwoch stezen tego zwigzku: 0,5 uM i 1 uM,
a nastgpnie po 48 godzinach oznaczano procent komoérek apoptotycznych jak wyzej.
Stosujac cytometri¢ przeptywowa wykazano, iz procent wszystkich (w fazie wczesnej i
poznej) komodrek apoptotycznych byl istotnie wyzszy w przypadku komorek
T47Dpuro/ctrlsh  w  porownaniu z komoérkami T47Dpuro/shPIP. Dla komorek
T47Dpuro/ctrlsh hodowanych w obecnosci stezen paklitakselu 0,5 uM i 1,0 uM wynosit
on, odpowiednio, 29,31% i 34,99%, natomiast dla komoérek T47Dpuro/shPIP z
zahamowang ekspresja biatka PIP wynosit, odpowiednio, 10,66% oraz 10,59% (Ryc. 12
C, E). W przypadku komorek T47D, paklitaksel powodowat powstawanie wysokiego
odsetka komorek nekrotycznych, przy czym dla stezenia paklitakselu 0,5 puM nie
obserwowano statystycznie istotnych roznic w odsetku komoérek nekrotycznych
pomiegdzy kontrolnymi komoérkami T47Dpuro/ctrlsh a komdrkami T47Dpuro/shPIP z
zahamowang ekspresja PIP. Z kolei, przy stezeniu paklitakselu 1,0 pM procent
nekrotycznych komorek T47Dpuro/shPIP byt istotnie wyzszy (21,8%) w pordéwnaniu z
kontrolnymi komdérkami T47Dpuro/ctrlsh (14,6%), co moze ttumaczy¢ brak réznic w
przezywalnosci pomigdzy komorkami T47Dpuro/ctrlsh a T47Dpuro/shPIP traktowanymi
paklitakselem obserwowany w tescie MTT. W przypadku komérek MDA-231/PURO bez
ekspresji biatka PIP, procent wszystkich (w fazie wczesnej 1 pdznej) komorek
apoptotycznych byt istotnie nizszy w przypadku komérek MDA-231/PURO i wynosit dla
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stezen paklitakselu 0,5 uM i1 1,0 uM, odpowiednio. 24,38% 1 23,2%. Z kolei, dla komorek
MDA-231/PIP z nadekspresja PIP procenty

odpowiednio, 35,7% oraz 32,9% (Ryc. 12D i F).

komorki aktywne metabolicznie [%]

A
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-
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komorki aktywne metabolicznie [%]

komorek apoptotycznych wynosity,

1201

(V]

-+ MDA-231/PURO -= MDA-231/PIP

Ryc. 12 A) Przezywalno$¢ komérek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz B) MDA-231/PURO i
MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci paklitakselu przez 48 godzin. Do oceny zywotno$ci komorek
wykorzystywano test MTT. Dane prezentowane sg jako wartosci $rednie +SD z pigciu pomiar6w w dwoch
niezaleznych eksperymentach (n=10). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (test two-way Annova z
poprawka Bonfferoniego).

(0,51M)

Paklitaksel

(1,0 pM)

Paklitaksel

PI

T47Dpuro/shetrl

17,51%

23.24%

7,87%

am
Aneksyna V/FITC

T47Dpuro/shPIP

Aneksyna V/FITC

8,54%

7,99%

1,69%

PI

PI

MDA-231/PURO

17,68%

19,46%

Aneksyna V/FITC

PI

PI

MDA-231/PIP

23,03%

10,43%
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C) Podatno$¢ na apoptoze komoérek T47Dpuro/ctrlsh i T47Dpuro/shPIP oraz D) Podatno$¢ na
apoptoze komérek MDA-231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci paklitakselu przez 48
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godzin. Procent komoérek apoptotycznych okre$lano za pomoca cytometrii przeptywowej barwiac komorki

jodkiem propidyny oraz aneksyng V skoniugowag z FITC
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. E) Podatno$¢ na apoptoze komorek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP OraZ F) komorek MDA-
231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci 1 nM paklitakselu przez 48 godz. Procent
komoérek apoptotycznych okreslano jak wyzej. Dane prezentowane sg jako wartosci srednie £SD z dwdch
pomiaré6w wykonanych w kazdym z trzech niezaleznych eksperymentéw (n=6). * p< 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001 (test two-way Annova z poprawka Bonfferoniego). G) Komorki T47Dpuro/ctrish i
T47Dpuro/shPIP
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H) MDA-231/PURO i MDA-231/PIP hodowanych w obecnosci paklitakselu przez 48 godzin. Komorki
apoptotyczne wykrywano za pomoca zestawu ,,CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit”
opartego na oznaczaniu aktywnej formy Kkaspaz-3/7 za pomoca cytometrii przeplywowej Dane
prezentowane sa jako wartoéci $redne +SD z dwoch pomiaréw wykonanych w kazdym z trzech
niezaleznych eksperymentéw (n = 6). * p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (test two-way Annova z

poprawka Bonfferoniego).

Podatnos¢ komoérek T47D i MDA-MB-231 o r6znej ekspresji PIP na apoptoze
indukowang paklitakselem analizowano rowniez postugujac si¢ zestawem ,,CaspGLOW
Fluorescein Active Caspase-3 Staining Kit” opartym na oznaczaniu aktywnych form
kaspaz-3/7 za pomoca cytometrii przeptywowej. Stwierdzono, ze w przypadku komorek
T47Dpuro/shPIP z zahamowang ekspresja biatka PIP procent komorek apoptotycznych
byt istotnie nizszy, kiedy hodowano je w obecnosci paklitakselu o stezeniu 0,5 uM 1 1,0
uM przez 48 godzin i wynosil odpowiednio 6,42% oraz 7,06% w poréwnaniu z
komorkami kontrolnymi T47Dpuro/ctrlsh, gdzie procent komorek apoptotycznych przy
tych samych stezeniach leku wynosit odpowiednio 10,36% oraz 10,67% (Ryc. 12 G).
Natomiast, w przypadku komoérek MDA-231/PIP z neoekspresja biatka PIP, procent
komorek apoptotycznych byl istotnie wyzszy w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi
MDA-231/puro, kiedy hodowano je w obecnosci paklitakselu poczawszy od st¢zenia 0,05
uM (Ryc. 12 H).
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4.5. Potencjal proliferacyjny komorek T47D i MDA-MB-231 z rozna
ekspresja bialka PIP

Wczesniejsze badania sugerowaly, ze biatkko PIP zwigksza potencjat
proliferacyjny komorek raka gruczotu piersiowego (Cassoni i wsp., 1995; Naderi A i wsp.
2012, Baniwal S.K i wsp. 2013), jakkolwiek nie znajduje to potwierdzenia we wszystkich
pracach (Debily i wsp., 2009). W zwiazku z powyzszym, W celu sprawdzenia, czy biatko
PIP zmienia potencjat proliferacyjny komorek MDA-231/PIP z nadekspresja PIP w
poréwnaniu z kontrolnymi komoérkami MDA-231/PURO oraz komorek T47D/ctrish z
naturalng nadekspresjg PIP w poréwnaniu z komorkami T47Dpuro/shPIP z zahamowang
ekspresja PIP, wykonano testy MTT. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w
przebiegu krzywych przezycia (posrednio krzywych proliferacyjnych komoérek MDA-
MB-231 i T47D z i bez ekspresji PIP, co wskazuje, ze biatko to nie zwigksza in vitro

proliferacji komorek raka gruczotu piersiowego (Ryc. 13).

—&- T47Dpuro/ctrish T47Dpuro/shPIP —& MDA-231/PURO -8~ MDA-231/PIP

0.8+ 0.8-
0.6+

0.4

0.2 e ~

(Y — r T

Absorbancja[550/620] = odchylenie standardowe
\
Absorbancja[550/620] + odchylenie standardowe

godziny godziny

Ryc. 13 Potencjal proliferacyjny komérek T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP oraz MDA-
231/PURO i MDA-231/PIP. Do oceny zywotnosci komoérek wykorzystywano test MTT. Dane
prezentowane sa jako wartosci $rednie +SD z pigciu pomiardow wykonanych w kazdym z dwoéch
niezaleznych eksperymentoéw ( n= 10).

W drugim etapie badan analizowano przebieg faz cyklu komorkowego w
komorkach T47D i MDA-MB-231 charakteryzujacych si¢ r6zng ekspresja biatka PIP za
pomoca cytometrii przeptywowej, barwigc komodrki odczynnikiem ,,FxCellcycle
PI/RNAse solution” (rozdz.3.4). Analiza wynikéw za pomoca testow Kruskal Wallis,
One-way Anova Dunne post-test i chi-kwadrat nie wykazata statystycznie istotnych

réznic w przebiegu fazy GI, S i G2/M pomiedzy komoérkami T47Dpuro/ctrish i
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T47Dpuro/shPIP oraz komérkami MDA-231/PURO i MDA-231/PIP po 24, 48 i1 72
godzinach hodowli (Ryc. 14 A i B). W trzecim etapie badan, analizowano dodatkowo
poziom ekspresji biatek odpowiedzialnych za przebieg cyklu komérkowego, takich jak
cyklina D1, cyklina B1 oraz kinaz pERK1/2 i ERK1/2 metodg western bloting. Zgodnie
z wynikami uzyskanymi w pierwszym i drugim etapie badan, nie stwierdzono réznic w
poziomach ich ekspresji w komodrkach roznigcych si¢ od siebie poziomem biatka PIP
(Ryc. 14 C).
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Ryc. 14 A) Przebieg cyklu komérkowego w komérkach T47Dpuro/ctrish i T47Dpuro/shPIP Liczbe
jader w komorkach znajdujacych sie¢ w danej fazie cyklu komorkowego obliczano za pomoca cytometrii
przeplywowej po wybarwieniu komorek odczynnikiem ,FxCellcycle PI/RNAse solution”. Dane
analizowano z wykorzystaniem programu ModFit5.0. oraz Wykres obrazujacy liczbe jader w
komorkowych znajdujacych sie wdanej fazie cyklu. Dane prezentowane jako S$rednia z trzech
niezaleznych pomiarow.
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Ryc. 14 B) Przebieg cyklu komérkowego w komérkach MDA-231/PURO i MDA-231/PIP. Liczbe
jader w komorkach znajdujacych si¢ w danej fazie cyklu komérkowego obliczano za pomocg cytometrii
przeplywowej po wybarwieniu komorek odczynnikiem ,,FxCellcycle PI/RNAse solution”. Dane
analizowano z wykorzystaniem programu ModFit5.0 oraz Wykres obrazujacy liczbe jader w
komérkowych znajdujacych si¢ wdanej fazie cyklu. Dane prezentowane jako $rednia z trzech
niezaleznych pomiarow.
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PIP

cyklina D1

cyklina B1

p- ERK1/2

(Thr 202, Thr 204)

ERK1/2

p- aktyna

Ryc. 14 C) Ekspresja PIP, cykliny D1, cykliny B1 oraz kinaz ERK1/2 i ich fosforylowanych form
(PERK1/2 Thr 202, Tyr 204) w komérkach MDA-231/PURO i MDA-231/PIP oraz T47D puro/ctrish
i T47D puro/shPIP. Biatka wykrywano metoda western bloting z uzyciem kroliczych przeciwciat
monoklonalnych anty-cyklina D1, anty-cyklina B1, anty-pERK1/2, anty-ERK1/2, anty-PIP. Elektroforeze
SDS-PAGE prowadzono w 15% zelu poliakrylamidowym, nanoszac na $ciezke 25 pg biatka. Wyniki
normalizowano wobec B-aktyny wykrywanej za pomocg kroliczego monoklonalnego przeciwciata anty-f§
aktyna.

4.5. Badania in vivo

45.1. Zdolno$¢ komérek MDA-MB-231/puro i MDA-MB-231/PIP do wzrostu w
postaci guzéw po ich ortotopowym przeszczepieniu myszom nu/nu, Kktore
poddawano leczeniu za pomocg doksorubicyny

Myszom szczepu Balb/c Crl:NU-Foxn1l™™ przeszczepiano ortotopowo komorki
MDA-MB-231, kontrolne komoérki MDA-231/PURO transdukowane samym wektorem
oraz komorki MDA-231/PIP ekspresjonujace PIP, a nastepnie dwukrotnie podawano im
dozylnie roztwor soli fizjologicznej i doksorubicyny 1,5mg/kg.mc w 35 i 42 dniu
eksperymentu (Ryc. 15 A). Pomiarow objgtosci powstajacych guzow nowotworowych
dokonywano co 4 dni, poczawszy od dnia 7 po podaniu komoérek nowotworowych (Ryc.
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15 B). Stwierdzono, zZe objetosci guzow utworzonych przez rodzicielskie komorki MDA-
MB-231 ($rednia objetos¢ 77 mm?®) i kontrolne komérki MDA-231/PURO ($rednia
objetos¢ 79 mm?3) sa istotnie mniejsze (p < 0,001) w poréwnaniu z guzami tworzonymi

przez komoérki MDA-231/PIP ($rednia objetosé 177 mm®).

A
Komérek Podanie i.v DOX Podanie i.v
przeszczep komérek MDA-231/PIP, 1,5mg/kg.m.c lub DOX 1,5mg/kg.m.c lub KONIEC
MDA-231/PURO, MDA-231 sél fizjologiczna sél fizjologiczna EKSPERYMENTU

| | | |

Dzieri 0 35 dzieft 42 dzien 45 dziert
kontrola wagi myszy kontrola wagi myszy kontrola wagi myszy
pomiar masy guzow pomiar masy guzoéw pomiar masy guzoéw

1400+ *hk

[mm®]

ia objetos¢ guza

dn

sre

5 10 15 20 25 30 35 40 45
czas [dni]

4

-& MDA-231 -e- MDA-231/PURO -« MDA-231/PIP

Ryc.15 A) Schemat eksperymentu. B) Kinetyka wzrostu guzéw nowotworowych po ortotopowym
przeszczepieniu rodzicielskich komérek MDA-MB-231, kontrolnych komérek MDA-231/PURO i
komorek MDA-231/PIP ekspresjonujacych PIP myszom szczepu Crl:NU-Foxnl™™, odpowiednio
n=6, n=8, n=7. ™p < 0,01 *** p < 0,001, test Anova two-way z poprawka Bonferroniego. Gwiazdkami
oznaczono poziom istotno$ci statystycznej r6znic pomiedzy odpowiednimi punktami na krzywych.
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C) Srednie objetosci guzow nowotworowych W 45 dniu eksperymentu po ortotopowym przeszczepieniu

komoérek MDA-231/PIP lub kontrolnych komoérek MDA-231/PURO myszom, ktéorym podawano
doksorubicyng (MDA-231/PIP doksorubicyna i MDA-231/PURO doksorubicyna) lub sol fizjologiczng
(MDA-231/PIP placebo i MDA-231/PURO placebo). *p < 0,05, test Anova two-way z poprawka
Bonferroniego.

W celu wykazania zwiazku pomigdzy ekspresja PIP a podatno$cia/oporno$cia
komorek raka gruczolu piersiowego na chemioterapi¢ prowadzong przy uzyciu
doksorubicyny, myszom obarczonym guzami podawano dozylnie, roztwor
doksorubicyny w dawce 1,5 mg/kg.m.c. i analogicznie jak wyzej wykonywano pomiary
objetosci guzoéw (Ryc. 15 A). W ostatnim dniu eksperymentu, w przypadku kontrolnych
komoérek MDA-231/PURO nie stwierdzono réznic w wielko$ci guzow pomigdzy grupa
myszy, ktore otrzymywaty sol fizjologiczng (MDA-231/PURO placebo), a grupg myszy,
ktorym podawano doksorubicyng (MDA-231/PURO doksorubicyna). Natomiast, w
przypadku myszy obarczonych guzami utworzonymi przez komorki MDA-231/PIP,
wielkosci guzéw nowotworowych u zwierzat leczonych doksorubicyng byty istotnie
mniejsze (*p < 0,05) w poréwnaniu ze zwierzgtami, ktorym podawano sol fizjologiczng
(Ryc. 15 C).

Skuteczno$¢ przeciwnowotworowego dziatania doksorubicyny i1 PIP wyrazano jako
procent zahamowania wzrostu guza TGI (Tumor Growth Inhibition) (rozdz. 3.20.1).
Wartos$ci TGI w wybranych dniach eksperymentu przedstawia Tabela 5. W 35 dniu, guzy
nowotworowe utworzone przez komoérki MDA-231/PURO i komérki MDA-231/PIP z
ekspresja biatka PIP miaty taka samg warto§¢ TGI rowna 10, co oznacza, ze przed

podaniem doksorubicyny $rednia masa guzéw W grupach placebo i badanych, byta taka
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sama. Wyliczone ujemne warto$ci TGI wskazuja na brak hamowania wzrostu guzow u
myszy obarczonych guzami MDA-231/PURO bez ekspresji PIP, ktorym podawano
doksorubicyne w porownaniu ze zwierzgtami, ktorym podawano sol fizjologiczng.
Natomiast dodatnie wartosSci TGI w przypadku myszy z guzami MDA-231/PIP
ekspresjonujagcymi biatko PIP $wiadczg o hamowaniu wzrostu guzow przez ten

cytostatyk w obecnosci biatka PIP.

Tabela 5. Efekt wspéldzialania bialka PIP i doksorubicyny na wzrost guzéw nowotworowych
wyrazony wartosciami TGI

TGI
DZIEN MDA-231/PURO | MDA-231/PIP
35 10 10
37 -26,1 35
38 -10,9 29,5
40 -32,6 37,3
42 -20,1 28,5
43 -2,9 29,5
44 -34,9 29,8

Skrawki tkankowe pochodzace z guzéw nowotworowych utworzonych przez
komorki MDA-231/PURO pochodzace od myszy, ktorym podawano sol fizjologiczng
(MDA-231/PURO placebo) Iub doksorubicyne (MDA-231/PURO doksorubicyna) i
guzy nowotworowe utworzone przez komorki MDA-231/PIP, ktorym podawano sol
fizjologiczng  (MDA-231/PIP  placebo) lub  doksorubicyng (MDA-231/PIP
doksorubicyna) poddawano reakcji immunohistochemicznej w celu wykrycia antygenu
Ki-67, begdacego powszechnie stosowanym markerem proliferacji. Stosujgc mysie
monoklonalne przeciwciato skierowane przeciwko antygenowi Ki-67 nie stwierdzo

réznic w ekspresji tego markera pomiedzy guzami utworzonymi przez komorki MDA -
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231/PURO pochodzace od myszy, ktorym podawano sol fizjologiczng lub
doksorubicyne. Wykazano natomiast wyzszy (p < 0,0556) poziom ekspresji antygenu Ki-
67 w skrawkach guzéw tworzonych przez komoérki MDA-231/PIP pochodzacych od
myszy, ktérym podawano sol fizjologiczng w poréwnaniu z guzami utworzonymi przez
komorki MDA-231/PIP, ktore pochodzity od myszy otrzymujacych doksorubicyne (Ryc.
17 A i B). Nie stwierdzono réznic w apoptozie oznaczanej na skrawkach guzéw z
wykorzystaniem metody TUNEL zaréwno dla guzéw utworzonych przez komorki
kontrolne MDA-231/PURO, ktérym podawano sdl fizjologiczng lub doksorubicyne jak
i dla komorek MDA-231/PIP. (Ryc. 17)

Swiadczy¢ to moze po pierwsze o zbyt poéznym podaniu myszom doksorubicyny tj.
wmomencie, kiedy rdéznice w wielkoSci guzéw pomigdzy grupa zwierzat, z
przeszczepionymi komorkami MDA-231/PIP a grupa zwierzat z przeszczepionymi
komorki MDA-231/PURO byty widoczne. Po drugie podanie dwoch dawek leku mogto
okaza¢ si¢ niewystaczajace do zaobserwowania znaczacych réznic w odpowiedzi na

leczenie przy tak szybko rosngcym guzie.
A)

MDA-MB-231/PIP placebo MDA-MB-231/PIP doksorubicyna

L
-
A
0
<
4

4

MDA-MB-231/PURO placebo MDA-MB-231/PURO doksorubicyna

Ryc. 16 A) Reakcja immunohistochemiczna obrazujaca ekspresje antygenu Ki-67 w guzach MDA-
231/PIP i MDA-231/PURO pochodzacych od myszy, ktérym podawano dozylnie albo doksorubicyne albo

sol fizjologiczna. Powigkszenie 200x
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. B) Procent komérek Ki-67 pozytywnych w guzach MDA-231/PIP i MDA-231/PUR pochodzacych
od myszy, ktérym podawano dozylnie albo doksorubicyne albo sél fizjologiczng. p < 0,0556; U-Man
Whitney test.

PIP

PURO

Ryc. 17 A) Metoda TUNEL obrazujaca apoptoze w guzach MDA-231/PIP i MDA-231/PURO
pochodzacych od myszy, ktorym podawano dozylnie albo doksorubicyne albo s6l fizjologiczna.
Powickszenie 20X
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MDA-231/PIP MDA-231/PIP MDA-231/PURO MDA-231/PURO
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% komorek TUNEL pozytywnych

. B) Procent komérek TUNEL pozytywnych w guzach MDA-231/PIP i MDA-231/PURO
pochodzacych od myszy, ktorym podawano dozylnie albo doksorubicyne albo sél fizjologiczna.

4.6. Otrzymanie rekombinowanego bialka PIP w systemie pLEXSY

wykorzystujacego komorki P10, Leishmania terantolae

Komoérki P10neo/PIP otrzymano poprzez transformacj¢ komorek P10 za pomoca
zlinearyzowanej Kkasety ekspresyjnej bedacej czescig wektora pLEXSY-neo2.0, ktora
zawiera cDNA biatka PIP z sekwencja kodujacg sze$¢ histydyn na C koncu, sekwencjg¢
peptydu sygnatowego umozliwiajacego sekrecje biatka PIP do pozywki hodowlanej oraz
sekwencje warunkujace integracje¢ tej kasety z genomem komorek P10 w miejscu gdzie
kodowany jest gen dla mniejszej podjednostki rybosomu.

cDNA kodujace biatko PIP otrzymano metoda RT-PCR wykorzystujac jako
matryce¢ mRNA pochodzace z komoérek T47D i pare starterow ForXbalPIP i RevNhel
PIP (rozdz. 3.3). Nastepnie produkt PCR o dlugosci 420 pz zakonczony sekwencjami
odpowiadajgcymi miejscom restrykcyjnym dla enzymow Xbal or Nhel klonowano do
wektora pLEXSY?2.0neo na te same miejsca restrykcyjne. Tak otrzymanym wektorem
ekspresyjnym transformowano bakterie E. coli szczepu DH5a, ktore wysiewano na plytki
Petriego z pozywka LB zestalong 1,5% agarem z dodatkiem ampicyliny. Po calonocne;j
hodowli w temperaturze 32°C zbierano pojedyncze kolonie bakteryjne, z ktorych po

namnozenil bakterii izolowano plazmidowe DNA. Celem analizy poprawnos$ci
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sekwencji, wyizolowane rekombinowane czasteczki DNA poddawano najpierw analizie
restrykcyjnej enzymami Xbal oraz Nhel (Ryc. 18A), a nastepnie sekwencjonowaniu.

Uzyskany wektor ekspresyjny nazwano pLEXSY-neo/PIP.

- <— Wektor pLEXSYneo2.0 - -
»| I S

<— Insert cDNA PIP

> S
$ S
S S
C S S &
& & <
EF < F
“ § ?

- glikoformy
<— PIP

Ryc. 18 A) Elektroforeza w zelu agarozowym fragmentéw DNA uzyskanych po trawieniu wektora
pLEXSY-neo/PIP enzymami restrykcyjnymi Xbal oraz Nhel. Sciezka 1 — standard DNA GeneRuler™
1000 bp Plus Ladder (Fermentas), §ciezki 2 i 3 - plazmidowe DNA po trawieniu enzymami restrykcyjnymi
Xbal oraz Nhel. B) Wykrywanie obecnoéci biatka PIP-lexsy w pozywce hodowlanej znad komorek P10
Leishmania tarentolae metodg western blot wykorzystujac mysie monoklonalne przeciwciato skierowane
przeciwko metce His-tag. C) Elektroforeza SDS-PAGE kolejnych frakeji zawierajacych bialka PIP-
lexsy otrzymanych podczas oczyszczania PIP z pozywki hodowlanej za pomoca chromatografii
powinowactwa na zlezu NiNT-agaroza. Zel barwiono 0,025% roztworem biekitu kumazyny R-250.
Markery mas: (B) PageRulerPlus Prestained #226619 i (C) Perfect Tricolor Protein Ladder E3210-01.

Wektorem ekspresyjnym pLEXSY-neo/PIP transformowano komorki P10-neo2.0
Leishmania terantolae, otrzymujagc w ten sposob komoérki P10-neo2.0-PIP, ktore
nastepnie analizowano pod katem produkcji 1 sekrecji rekombinowanego biatka PIP,
nazwanego PIP-lexsy. Wykorzystujac metod¢ western blot wykazano obecno$¢ w
pozywce pochodzacej z hodowli tych komorek znaczne ilosci PIP-lexsy wystepujace w
postaci dwoch pasm biatkowych o pozornej masie czasteczkowej 16,5 kDa i 14 kDa (Ryc.
18B). W kolejnym etapie, biatko PIP, ze wzgledu na obecno$¢ metki His-tag, izolowano
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z ptynu hodowlanego metodg chromatografii powinowactwa na ztozu NiNT-agaroza i
czystos¢ uzyskanego preparatu sprawdzano za pomoca elektroforezy SDS-PAGE. Obok
spodziewanych dwoch prazkow biatkowych o pozornych masach czasteczkowych 16,5
kDa i 14 kDa, stwierdzono obecno$¢ dodatkowego pasma 0 pozornej masie
czasteczkowej Ok 66 kDa, reprezentujacej najprawdopodobniej tetramer biatka PIP
(Caputo E i wsp., 2003) (Ryc. 18C).

4.7. Wiazanie bialka PIP do powierzchni komorek MDA-MB-231 raka gruczolu

piersiowego oraz jego dzialanie pro-apoptotyczne w obecnosci doksorubicyny

Dotychczasowe badania wskazuja, ze PIP jako biatko sekrecyjne, (lokalizacja w
pecherzykach sekrecyjnych) (Mazoujian i wsp., 1984) oraz obecnos¢ N-glikanow w jego
strukturze (Caputo i wsp., 2003), moze petnic¢ swoja funkcje zewnatrzkomorkowo wigzac
si¢ do powierzchni komoérek raka gruczotu piersiowego (Cassoni i wsp., 1995).
Jakkolwiek, ostatnie rezultaty badan sugeruja, ze PIP zwigksza potencjat proliferacyjny
komorek dziatajac wewnatrzkomorkowo (Baniwal i wsp., 2014; Nader i wsp., 2014).
Stad, w celu wykazania, ze mechanizm dzialania PIP jako biatka wydzielniczego jest
zwigzany z dzialaniem zewnatrzkomérkowym, analizowano jego wigzanie do
powierzchni komorek raka gruczolu piersiowego, a nastgpnie badano, czy
zewnatrzkomérkowy PIP zmienia wrazliwos$¢ tych komorek na apoptozg¢ indukowang
doksorubicyna.

Wigzanie biatka PIP do powierzchni komorek raka gruczotu piersiowego
analizowano za pomocg cytometrii przeptywowej, wykorzystujac do wykrywania PIP
krolicze monoklonalne przeciwcialo anty-PIP oraz mysie przeciwciata skierowane
przeciwko IgG krolika skoniugowane z FITC. W tym celu, komorki MDA-MB-231, ktore
pozbawione sg biatka PIP (w tych komoérkach PIP nie jest ekspresjonowany) inkubowano
z pozywka pochodzaca znad hodowli komérek MDA-231/PIP z nadekspresja PIP i
wykazano, ze znaczny procent komoérek MDA-MB-231 inkubowanych wczesniej z tym
nadsagczem wigze przeciwciato anty-PIP (Ryc. 19A- 1). Ten wynik potwierdzono
nastepnie, inkubujac komorki MDA-MB-231 z rekombinowanym biatkiem PIP-lexsy
(Ryc. 19A-3)
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Aby sprawdzié, czy za wigzanie biatka PIP do powierzchni komérek MDA -MB-
231 odpowiedzialny jest specyficzny receptor, biatka powierzchniowe poddawno
biotynylacji, a nastgpnie z takich komorek izolowano frakcj¢ biatek btonowych metoda
chromatografii powinowactwa na ztozu z awidyng. Biatka te nastepnie rozdzielano za
pomocy elektroforezy SDS-PAGE i przenoszono na membrang nitrocelulozowa. W celu
wykrycia biatka receptorowego, membrang inkubowano z rekombinowanym biatkiem
PIP. Obecnos¢ zwigzanego do membrany biatka PIP wykrywano za pomocg kroliczych

przeciwciatl anty-PIP Stwierdzono, ze wigze si¢ ono do prazka biatkowego o masie

czasteczkowej 55 kDa (Ryc. 19B).

A
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log fluorescencji log fluorescencji
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Ryc. 19 A) Wigzanie bialka PIP do powierzchni komérek MDA-MB-231.

(1) Pozywka hodowlana znad kontrolnych komérek MDA-231/PURO; (2) pozywka hodowlana znad
komorek MDA-231/PIP z nadekspresja bialka PIP. (3) bialko rekombinowane PIP-Lexsy. Bialy
histogram: komorki kontrolne, jasnoszary histogram komorki + przeciwcialo II rzedowe, czarny
histogram PIP + przeciwcialo I rzedowe + przeciwcialo II rzedowe.

Zwigzane bialko PIP zaréwno z nadsaczu jak i rekombinowane PIP-LEXSY wykrywano za pomoca

cytometrii przeptywowej wykorzystujac krolicze przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko biatku
PIP).
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membranowych Lizat
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B) Wiazanie rekombinowanego bialka PIP-lexsy do frakcji bialek blonowych izolowanych z
komorek wyjsciowych MDA-MB-231. Biatko PIP wykrywano metodg far-western bloting wykorzystujac
przeciwciato monoklonalne anty PIP i ll-rzgdowe przeciwciato skoniugowane z peroksydazg chrzanowsa.
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kontrola PIP doksorubicyna PIP 100 ng/ml PIP 10 pg/ml
10 pg/ml 0,5 pM doksorubicyna doksorubicyna
0,5 M 0,5 pM

C) Podatno$é¢ na apoptoze komérek MDA-MB-231 hodowanych w obecnosci doksorubicyny o
stezeniu 0,5 pM i bialka PIP-Lexsy (100 ng/ml i 10 pg/ml). Komorki apoptotyczne wykrywano za
pomoca zestawu ,,CaspGLOW™ Fluorescein Active Caspase-3/7 Staining Kit.” Dane prezentowane sa
jako wartosci $redne £SD, n = 3, *p < 0,05; Anova One-way Dunet post-test.
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W celu wykazania, ze zewnatrzkomorkowy PIP moze zmienia¢ wrazliwosé
komorek raka gruczotu piersiowego na apoptoze indukowana doksorubicyng, komoérki
MDA-MB-231 hodowano w obecnosci wzrastajgcych stezen rekombinowanego biatka
PIP-lexsy (100ng/ml i 10ug/ml) przez 24 godziny, a nastepnie rowniez doksorubicyny o
stezeniu, 0,5 uM, przez kolejnych 48 godzin. Po tym czasie oznaczano procent komoérek
apoptotycznych w oparciu 0 oznaczanie aktywnych formy kaspaz 3 i 7 za pomoca
cytometrii przeplywowej. Stwierdzono, ze procent komorek apoptotycznych jest istotnie
nizszy (*p < 0,05) w przypadku komoérek MDA-MB-231 traktowanych tylko
doksorubicyng w poréwnaniu z komorkami MDA-MB-231, ktore hodowano najpierw w
obecnosci rekombinowanego biatka PIP, a nastepnie doksorubicyny w tej samej dawce
(Ryc. 19C).
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W latach siedemdziesigtych ubiegltego wieku wprowadzono (neoadjuwantowe)
przedoperacyjne leczenie cytostatykami u pacjentek z rakiem gruczotu piersiowego,
gdzie zabieg operacyjny byl niewskazany ze wzgledu na duze zaawansowanie choroby
nowotworowej. Po zabiegu za$ kontynuowano (adjuwantowe) leczenie cytostatykami.
Obecnie podawanie cytostatykow przed zabiegiem operacyjnym stato si¢ powszechna
praktyka zwigkszajaca szanse chorych na przezycie poprzez zmniejszenie
zaawansowania choroby. Wedlug obowiazujacych rekomendacji, przy wyborze
schematu chemioterapii nalezy kierowa¢ si¢ przede wszystkim oceng wrazliwosci
komorek raka gruczolu piersiowego na leczenie stosowanymi cytostatykami oraz oceng
stopnia klinicznego zaawansowania choroby.

Dlatego tak istotne jest poszukiwanie czynnikow predykcyjnych, ktére mogltyby
wskazaé, czy dany typ nowotworu bedzie wrazliwy na stosowang terapi¢. Jednym z
takich czynnikéw moze by¢ biatko PIP, na co wskazujg badania Jabtonskiej i wsp. (2016),
ktorzy wykazali, ze wysoki poziom tego biatka w komorkach raka gruczotu piersiowego
pozytywnie koreluje z odpowiedzig pacjentek z tym nowotworem na standardowg
chemioterapi¢ adjuwantowa (doksorubicyna + cyklofosfamid).

Co prawda, w badaniach wykonanych dwa lata wczesniej przez Darb-Esfahani i
wsp. (2014), przeprowadzonych na grupie 602 pacjentek chorych na raka gruczotu
piersiowego, nie wykazano istotnej korelacji pomiedzy ekspresja PIP a odpowiedzig na
leczenie cytostatykami (docetaksel, doksorubicyna i cyklofosfamid). Jednakze
wykazano, ze u tych pacjentek z rakiem gruczohu piersiowego, u ktorych poziom PIP byt
wyzszy, obserwowano diuzsze przezycia wolne od wznowy oraz przerzutow, co
potwierdzito wczesniejsze badania innych autorow. I tak, Pagani 1 wsp. (1994) po raz
pierwszy pokazali, ze wysoka ekspresja PIP koreluje z dtuzszymi przezyciami pacjentek
wolnymi od wznowy, a takze, ze ekspresja PIP w guzach jest pozytywnym czynnikiem
rokowniczym 1 koreluje z brakiem przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych.
Kolejne badania takze potwierdzily, ze pacjentki z wyzsza ekspresja PIP
charakteryzowaty si¢ dtuzszymi przezyciami wolnymi od wznowy i przerzutéw (Hahnel
I wsp., 1996; Fritzsche i wsp., 2007). Wykazano rowniez, ze poziom ekspresji PIP spada
wraz ze wzrostem stopnia zlosliwosci G 1 jest on najnizszy w przypadku potrojnie
negatywnych rakow gruczotu piersiowego 2z brakiem ekspresji receptorow
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estrogenowych, progesteronowych i naskorkowego czynnika wzrostu typu 2 (ER-, PR- i
HER-2-) o ztym rokowaniu (Fritzsche i wsp., 2007; Jabtonska i wsp., 2016; Gangadharan
i wsp., 2018). W rzadkim inwazyjnym typie raka gruczotu piersiowego jakim jest typ
apokrynowy wykazano wysoka ekspresje PIP skorelowang z wysokg ekspresjg receptora
androgenowego AR i dalej pokazano iz duze guzy tego typu charakteryzujg si¢ obnizong
ekspresja tego biatka (Baniwal S.K. i wsp.2012).

Powyzsze wyniki badan sugrujg, ze biatko PIP moze z jednej strony zwigkszac
wrazliwo$¢ komoérek raka gruczotu piersiowego na chemioterapig, a z drugiej, moze
spowalnia¢ progresj¢ tego nowotworu.

Ostatnie rezultaty badan in vivo, uzyskane przez Edechi w 2019 roku, w ktorych
myszy Balb/c z przeszczepionymi komérkami mysiego raka gruczotu mlekowego 4T1
(reprezentujacymi model triple negative) z nadekspresja mysiego biatka mPIP,
wykazywaly op6zniony wzrost guza w poréwnaniu do myszy z przeszczepionymi
kontrolnymi komorkami 4T1/puro. Ponadto, u tych zwierzat odnotowano zwigkszony
poziom limfocytow Tk, komoérek dendrytycznych i limfocytow CD4 * IL4 * T ale
rownoczesnie zwickszong liczbg przerzutow do pluc w poréwnaniu do myszy z guzami
utworzonymi przez komorki kontrolne 4T1/puro.

Jakkolwiek, przeszczepione myszom Balb/c komorki raka gruczotu mlekowego
E0771 z nadekspresja mPIP (reprezentujagce model luminal A) nie wykazywaty roznic w
wielkoséci guza w poréwnaniu do komorek kontrolnych E0771/puro. Nie odnotowano
takze u tych zwierzat roznic w ilo$ci limfocytow Tnk, komorek dendrytycznych 1 komorek
CD4 " IL4 " T, jak réwniez nie wykazano roznic w ilo$ci przerzutow do ptuc. Mimo, iz
mysie biatko mPIP posiada tylko 51% identycznosci z ludzkim PIP i nie ulega ekspresji
w wyzej wymienionych liniach komérkowych 4T1 i E0771, badania te moga wskazywac,
ze obecnos¢ PIP w komorkach raka gruczotu mlekowego reprezentujacych rézne typy
tego nowotworu moze by¢ zwigzana z réznorodng rolg tego biatka w procesie
nowotworowym (Edechi C.A i wsp. 2019a)

Biorac pod uwage fakt, ze efekt terapeutyczny lekéw przeciwnowotworowych
stosowanych w terapii raka gruczotu piersiowego, oparty jest przede wszystkim na
indukcji apoptozy, wazne bylo przeprowadzenie badan, ktorych celem byto okreslenie
roli biatka PIP w apoptozie indukowanej wybranymi lekami przeciwnowotworowymi
(stosowanymi  klinicznie), takimi jak doksorubicyna, paklitaksel i 4-
hydroksycyklofosfamid (pochodna cyklofosfamidu aktywna in vitro).
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Badania te zrealizowatam wykorzystujac dwa modele eksperymentalne.
Pierwszy, nazwany modelem funkcjonalnym (gain of function phenotype), obejmowat
komorki MDA-MB-231 z neoekspresja PIP (komérki MDA-231/PIP). Drugi, okreslony
mianem modelu afunkcjonalnego (loss of function phenotype), obejmowal komorki
T47D, w ktorych za pomocg interferencji RNA wyciszono ekspresje genu PIP (komorki
T47D puro/shPIP). Wyboru komoérek stuzacych do stworzenia obu modeli dokonatam w
oparciu 0 wykonang wczes$niej analize poziomu PIP w komercyjnie dostepnych ludzkich
liniach komorkowych raka gruczotu piersiowego. Najwyzszy poziom biatka PIP, zgodnie
z oczekiwaniami, obserwowatam w komorkach T47D, ktore zgodnie z danymi
literaturowymi posiadaja naturalng jego ekspresje (Myal Y i wsp. 1991). Natomiast brak
biatka PIP stwierdzitam w komoérkach MDA-MB-231, ktére odpowiadaja typowi
molekularnemu potrdjnie negatywnemu (triple negative), gdyz nie wykazuja ekspresji
receptoréw dla estrogenu (ER-), progesteronu (PR-) i naskorkowego czynnika wzrostu
typu 2 (HER-2). Postugujac si¢ metodg MTT wykazatam, ze komorki raka gruczotu
piersiowego z wysoka ekspresja PIP (T47D puro/ctrish i MDA-231/PIP), charakteryzuja
si¢ nizszg opornoscia na  cytotoksyczne  dziatanie  doksorubicyny,  4-
hydroksycyklofosfamidu oraz paklitakselu w poréwnaniu z komérkami, ktore naturalnie
nie wytwarzajg PIP (MDA-231/PURO) lub, w ktorych doszto do zahamowania ekspresji
PIP (T47D puro/shPIP). Jedynie w przypadku paklitakselu, nie obserwowatam réznic dla
komorek T47D puro/ctrish i T47D puro/shPIP, co moze by¢ zwigzane z ich wysoka
letalnoscig w wyniku nekrozy wywotanej dziataniem tego leku. Ta zwigkszona
wrazliwo$§¢ komoérek z wysoka ekspresja PIP, na dziatanie ww. cytostatykow
spowodowana jest ich zwigkszong podatno$cia na apoptoze, co pokazatam wykorzystujac
do badan test z aneksyng V. Co wigcej, wykorzystujac test oparty na wykrywaniu
aktywnych form kaspaz 3 i 7 wykazatam, ze apoptoza tych komodrek zachodzi poprzez
ich aktywacje. Podsumowujgc, w efekcie przeprowadzonych eksperymentéw in vitro, po
raz pierwszy pokazalam, Ze ekspresja PIP w komorkach raka gruczolu piersiowego
prowadzi do ich zwiekszonej podatno$ci na apoptoz¢ wywolang dziataniem wybranych
lekow cytotoksycznych.

Nalezy dodac, ze nieliczne doniesienia wskazuja na mozliwy udziat biatka PIP w
apoptozie komorek raka gruczotu piersiowego. Mianowicie, we wczesnych badaniach
Laponite i wsp. (1999) pokazali, ze zwickszenie ekspresji PIP wywotlane dziataniem 5a-
dihydrotestosteronu (5aDHT), zwigzane bylo ze znacznym spadkiem ekspresji anty-
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apoptotycznego biatka Bel-2 w komorkach ZR-75-1 raka gruczotu piersiowego. Rowniez
Debilly i wsp. (2009) wykazali za pomoca funkcjonalnej genomiki, ze wzrost poziomu
ekspresji PIP w komorkach T47D raka gruczotu piersiowego i prawidtowych komoérkach
VH1 nabtonka gruczotu piersiowego, wywolany dzialaniem 50DHT zwigzany jest z
obnizeniem poziomu ekspresji biatka Bcl-2. Badania ostatnich lat przeprowadzone przez
Edechi CA i wsp. (2018), na myszach z nokautem genu PIP wskazuja, Ze utrata biatka
PIP jest zwigzana z defektem w funkcjonowaniu limfocytow

Thl odgrywajacych kluczowg role w immunologicznej odpowiedzi antynOwotworowej.

Dalsze eksperymenty in vitro Edechi C.A i wsp. (2019a), na modelu mysich linii
komorkowych 4T1 i EO771 z nadekspresja mysiego biatka mPIP nie wykazaty réznic w
proliferacji oraz migracji w stosunku do komorek kontrolnych 4T 1puro i E0771puro.

W odpowiedzi na cytostatyki takie jak: doksorubicyna, etopozyd i cisplatyna z
wykorzystaniem testu XTT, przezywalno$¢ obu tych modeli komorkowych (4T1/mPIP
i EO771/mPIP) dla kazdego z lekow w dawce: doksorubicyna- 0,5uM, cisplatyna-20uM,
etopozyd-50uM oraz leku blokujacego receptory estrogenowe (ER) tamoksifenu-10uM,
nie wykazata znaczacych réznic w stosunku do komorek kontrolnych 4Tl1puro i
EO771puro. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, iz model mysiego raka gruczotu
piersiowego z nadekspresja mysiego biatka mPIP wymaga weryfikacji badan na modelu
ludzkim. Okreslenie i pordwnanie stopnia przezywalnosci obu tych modeli komorkowych
powinno by¢ oparte na wigkszej liczbie dawek dla kazdego z ww. lekow.

Z kolei, na udziat biatka PIP we wrazliwo$ci komorek raka gruczotu piersiowego
na chemioterapi¢, wskazujg badania in vivo, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy,
w ktorych wykorzystatam myszy bezgrasicze nu/nu z przeszczepionymi ortotopowo
ludzkimi komorkami MDA-231/PIP oraz MDA-231/PURO. Na podstawie uzyskanych
rezultatow wykazano, ze myszy Z guzem nowotworowym utworzonym przez komorki
MDA-231/PIP z wysoka ekspresja PIP, odpowiadajg lepiej na stosowanie doksorubicyny
podanej dozylnie niz zwierzgta z guzami utworzonymi przez komorki kontrolne MDA-
231/PURO bez ekspresji PIP. W przypadku guzéw utworzonych przez komorki MDA-
231/PIP ich objetos¢ byta istotnie mniejsza po podaniu myszom doksorubicyny w
porownaniu z guzami MDA-231/PIP u myszy, ktorym podawano sél fizjologiczna.
Natomiast, guzy utworzone przez komoérki kontrolne MDA-231/PURO nie rdznily si¢

wielko$ciami, kiedy myszom podawano albo doksorubicyne, albo sol fizjologiczna.
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Zaobserwowano trend (p = 0,056) w poziomie ekspresji antygenu Ki-67 pomigdzy
gupa zwierzat z guzami utworzonymi przez komorki MDA-231/PIP  leczonych
doksorubicyng w poréwnaniu do grupy kontrolnej MDA-231/PIP otrzymujacej placebo.
Przy braku jakich kolwiek réznic w ekspresji antygenu Ki-67 dla komorek MDA -
231/PURO bez wzgledu na to czy podano im doksorubicyng czy sol fizjoogiczng.

Tym niemniej, nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy grupami kontrolnymi
(placebo) a grupami badanymi (doksorubicyna), w liczbie komorek apoptotycznych, w
obu liniach MDA-231/PIP, MDA-231/PURO kiedy pochodzgce z nich skrawki tkankowe
analizowano metoda TUNEL.

Swiadczyé to moze po pierwsze o zbyt poéznym podaniu myszom doksorubicyny
tj. w 35 dniu po przeszczepieniu, Kiedy roznice w wielkosci guzow pomigdzy grupa
zwierzat, z przeszczepionymi komorkami MDA-231/PIP a grupa zwierzat z
przeszczepionymi komérki MDA-231/PURO byty widoczne. Po drugie podanie dwoch
dawek leku moglo okaza¢ si¢ niewystaczajace do zaobserwowania znaczacych roznic w
odpowiedzi na leczenie przy tak szybko rosngcym guzie.

Juz wezesne badania nad rolg biatka PIP wykazaty, ze inkubacja komorek raka
gruczotu piersiowego z natywnym biatkiem PIP, zwigksza ich potencjat proliferacyjny
przy braku takiego efektu dla innych typow nowotworow (Cassoni i wsp., 1995). W
pozniejszych badaniach nad rolag PIP w proliferacji komorek raka gruczotu piersiowego,
wykorzystano komorki z zahamowana ekspresja tego biatka. Do uzyskania modelu
niefunkcjonalnego uzywano albo syntetyczne siRNA (Naderi i Meyer, 2012), albo
shRNA generowane za pomoca systemu tet-on (z wykorzystaniem doksycykliny)
wprowadzonego do komorek za pomocg lentiwirusa (Baniwal i wsp., 2012).
Wykorzystujac komoérki T47D i1 MDA-MB-453 wykazano, ze zahamowanie ekspres;ji
PIP znacznie obniza ich potencjat proliferacyjny (Baniwal i wsp., 2012; Naderi i Meyer,
2012). Przy czym, w przypadku komorek T47D zwigkszenie potencjatu proliferacyjnego
w wyniku stymulacji czynnikami wzrostu obecnymi w ptodowej surowicy bydlecej lub
dihydrotestosteronem bylto calkowicie zalezne od obecnosci biatka PIP (Baniwal i wsp.,
2012). Rozszerzajac badania o kolejne linie komorkowe raka gruczotu piersiowego: BT-
474, MCF-7, HCC-202, HCC-1954, SKBR-3 i MFM-223 i MDA-MB-231 wykazano, ze
zahamowanie ekspresji PIP w kazdym przypadku zwigzane bylo z obnizeniem
proliferacji (Naderi i wsp., 2014). Brak ekspresji PIP powodowat zatrzymanie podziatu
komorek w fazie G1 albo M, zaburzenia w przebiegu cytokinezy i zmiany w ekspresji
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gendw zwigzanych z cyklem komodrkowym, szczegélnie tych, ktore zwigzane sa
bezposrednio z fazg mitozy (Naderi i wsp., 2014). W przypadku komoérek T47D 1 MDA-
MB-453 zahamowanie ekspresji PIP manifestowato si¢ 10 — 20% wzrostem populacji
komorek w fazie GO/G1, co korelowato z obnizeniem ekspresji genéw cyklin D11 El, a
takze obnizonym poziomem fosforylacji kinaz ERK1/2. Zdaniem Naderi i wsp. (2014),
to wlasnie zmniejszenie ekspresji cyklin D1 i E1 spowodowane zahamowaniem ekspresji
PIP, powoduje wydtuzenie fazy Gl w komorkach T47D i MDA-MB-453. Z kolei, w
przypadku komoérek MFM-223, SKBR3, HCC-1954, HCC-202 i BT-474 zahamowanie
ekspresji PIP powodowalo zatrzymanie komoérek w fazie G2/M i znaczacy wzrost odsetka
komorek aneuploidalnych, co zwigzane byto ze spadkiem ekspresji genow CCND1 i
CCNBL, obnizeniem ekspres;ji catkowitego biatka cdc2 jak i jego czesci ufosforylowane;.
W oparciu o uzyskane wyniki autorzy zaproponowali, ze w przypadku komorek raka
gruczotu piersiowego, PIP zwigksza ich potencjal proliferacyjny poprzez promowanie
progresji cyklu komodrkowego, zwlaszcza podczas fazy mitotycznej, gltownie jako
regulator transkrypcji kluczowych gendow dla tego procesu. Wedlug ww. autoréw, PIP
zwigksza potencjal proliferacyjny komorek raka gruczotu piersiowego jako
zewnatrzkomorkowa proteaza trawigca fibronektyne na peptydy aktywujace szlaki
sygnatowe z udziatem B1- integryn (Naderi i Meyer, 2012). Obserwacje te, biorgc pod
uwage sposob przejsciowego wyciszenia ekspresji PIP w wykorzystanych przez ww.
autorow modelach komérkowych, moga wskazywac iz PIP w istocie przejsciowo wptywa
na proliferacje komorkowa ale nie odgrywa on kluczowej roli w tym procesie. Aby to
wykazac oba dostepne modele komorkowe: komorki MDA-231/PIP ze stabilng ekspresja
PIP i komorki T47D puro/shPIP charakteryzujace si¢ stabilnym zahamowaniem ekspresji
PIP, wykorzystatam w celu okreslenia roli i udziatu bialka PIP w potencjale
proliferacyjnym komorek raka gruczotu piersiowego. W przeciwienstwie do powyzej
cytowanych autoréw, zarowno w przypadku modelu funkcjonalnego jak i
niefunkcjonalnego, nie stwierdzitam istotnych roznic w potencjale proliferacyjnym
pomiedzy komoérkami z ekspresjag PIP a komdrkami nie wytwarzajacymi tego biatka.
Réwniez nie stwierdzitam istotnych réznic w przebiegu cyklu komoérkowego,
odpowiednio, pomigedzy komérkami MDA-231/PIP 1 kontrolnymi komoérkami MDA -
231/PURO oraz komorkami T47D puro/shPIP 1 kontrolnymi komoérkami T47D
puro/ctrlsh zarowno po 24 jaki 48 godzinach. Niewielkie réznice, jakkolwiek nieistotne
statystycznie obserwowano po 72 godzinach. Nie stwierdzitam ponadto réznic w
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poziomie cykliny D1 i B1 ani aktywnos$ci kinazy ERK1/2 w wykorzystywanych przeze
mnie modelach komérkowych z i bez ekspresji PIP.

Moje badania wskazujg, ze PIP nie odgrywa istotnej roli w progresji cyklu
komoérkowego a obserwowany efekt mitogenny tego biatka przy przej$ciowym jego
zahamowaniu, przy dluzszym jego braku moze by¢ kompensowany w komorce tak iz,
réznic tych si¢ nie obserwuje.

Co ciekawe, ostatnio pokazano, ze w przypadku komoérek nowotworow gltowy i
szyli, PIP ma dziatanie odwrotne, hamuje bowiem ich proliferacj¢ i zatrzymuje cykl
komorkowy w fazie GO/Gl1 (Wang i wsp., 2018), co pozostaje w sprzecznosci z
pozostalymi autorami. Na dzien dzisiejszy nie sposob wyjasni¢ skad biorg si¢ te
niezgodno$ci, a ich wytlumaczenie bedzie wymagac¢ kolejnych badan.

Pokazano, ze PIP jest biatkiem sekrecyjnym obecnym w retikulum
endoplazmatycznym i cysternach aparatu golgiego (Mazoujian G i wsp.1984) jako
glikoproteina o duzej zawartosci N-glikanéw (Rathman et al. 1989, Toth et al. 1988).
Wykazano takze, ze specyficzny efekt mitogenny wobec komorek raka gruczotu
piersiowego wykazuje oczyszczone biatko PIP podane zewnatrzkomorkowo (Cassoni P
i wsp., 1995). Stad, w przeprowadzonych przeze mnie badaniach, analizowano wigzanie
biatka PIP do powierzchni komorek MDA-MB-231, ktére same nie wytwarzajg biatka
PIP, a nastgpnie sprawdzano, czy zewnatrzkomorkowy PIP wptywa na opornos¢ tych
komorek na apoptoze indukowana doksorubicyng. Wykazano, ze zaréwno biatko PIP
wydzielane do nadsgczu hodowlanego przez komoérki MDA-MB-231/PIP, jak i
oczyszczone rekombinowane biatko PIP produkowane przez Leishmania terantolae
wiaza sie¢ do powierzchni komorek MDA-MB-231. Pokazano rowniez, ze
rekombinowany PIP wiaze si¢ specyficznie do biatka btonowego o masie czasteczkowe;j
okoto 55 kDa, ktére najprawdopodobniej reprezentuje receptor dla tego biatka. Co wigcej,
rekombinowany PIP, z ktoérym inkubowno komorki MDA-MB-231, zwigkszat ich
wrazliwo§¢ na apoptotyczne dzialanie doksorubicyny. Wszystkie te dane
eksperymentalne dowodza, ze PIP, jako sekrecyjna glikoproteina, moze dziata¢ na
komorki zewnatrzkomorkowo.

Podsumowujac, przeprowadzone przeze mnie badania potwierdzity wezesniejsze
obserwacje kliniczne, wskazujace na udzial biatka PIP w opornos$ci komorek raka
gruczotlu piersiowego na dzialanie cytostatykow (Jablonska i wsp., 2016) i po raz
pierwszy pokazaly, Zze jego obecno$¢ zwigksza wrazliwos$¢ tych komorek na apoptoze
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indukowana doksorubicyna, cyklofosfamidem 1 paklitakselem. Natomiast, nie

potwierdzono roli biatka PIP jako czynnika zwigkszajacego potencjal proliferacyjny

komorek raka gruczotu piersiowego.
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Whnioski

1. Bialko PIP zwigksza wrazliwo$¢ komorek raka gruczotu piersiowego na apoptoze
indukowang cytostatykami w warunkach in vitro oraz in vivo.

2. Bialko PIP nie zwicksza potencjatu proliferacyjnego komoérek raka gruczotu
piersiowego, ani nie wptywa na przebieg cyklu komérkowego.

3. Biatko PIP oddzialywuje na komorki raka gruczolu piersiowego

zewnatrzkomorkowo, wigzac si¢ prawdopodobnie do biatka btonowego.
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1) Sekwencja kodujaca ludzkiego bialka PIP

NM_002652.3 Homo sapiens prolactin induced protein (PIP), mRNA
ACCACTTCTCTGGGACACATTGCCTTCTGTTTTCTCCAGCATGCGCTTGCTCCAGCTCCTGTTCAGGG
CCAGCCCTGCCACCCTGCTCCTGGTTCTCTGCCTGCAGTTGGGGGCCAACAAAGCTCAGGACAACA
CTCGGAAGATCATAATAAAGAATTTTGACATTCCCAAGTCAGTACGTCCAAATGACGAAGTCACTGC
AGTGCTTGCAGTTCAAACAGAATTGAAAGAATGCATGGTGGTTAAAACTTACCTCATTAGCAGCATC
CCTCTACAAGGTGCATTTAACTATAAGTATACTGCCTGCCTATGTGACGACAATCCAAAAACCTTCTA
CTGGGACTTTTACACCAACAGAACTGTGCAAATTGCAGCCGTCGTTGATGTTATTCGGGAATTAGGC
ATCTGCCCTGATGATGCTGCTGTAATCCCCATCAAAAACAACCGGTTTTATACTATTGAAATCCTAAA
GGTAGAATAATGGAAGCCCTGTCTGTTTGCCACACCCAGGTGATTTCCTCTAAAGAAACTTGGCTGG
AATTTCTGCTGTGGTCTATAAAATAAACTTCTTAACATGC

2) Sekwencja ludzkiego bialka PIP

NP_002643.1 146aa

MRLLQLLFRASPATLLLVLCLQLGANKAQDNTRKIHIIKNFDIPKSVRPNDEVTAV
LAVQTELKECMVVKTYLISSIPLQGAFNYKYTACLCDDNPKTFYWDFYTNRTV
QIAAVVDVIRELGICPDDAAVIPIKNNRFYTI EILKVE

1-28 peptyd sygnalowy
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