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Wykaz skrotow i skrotowcow

WHO - §wiatowa organizacja zdrowia
(ang. World Health Organization)

HPV — wirus ludzkiego brodawczaka
(ang. human papilloma virus)

HSV — wirus opryszczki (ang. herpes
simplex virus)

EBV — wirus Ebsteina-Barr (ang.
Ebstein-Barr virus)

HTLV-1 — ludzki wirus biataczki

z komorek T typu 1 (human T-cell
leukemia type 1 virus)

HBYV — wirusy zapalenia watroby B
(ang. hepatitis B virus)

HCV — wirusy zapalenia watroby C
(ang. hepatitis C virus)

p53 — biatko supresorowe, tzw.
“straznik genomu” (kodowane przez
gen TP53)

pRb — biatko retinoblastomy
(ang. retinoblastoma protein), biatko
supresorowe (kodowane przez gen pRB)

APC - biatko gruczolakowatej
polipowato$ci okreznicy (ang.
adenomatous polyposis coli), biatko
supresorowe (kodowane przez gen
APC)

Ras — biatko onkogenne (nazwa
pochodzi od rat sarcoma, czyli migsak
szczurzy)

Raf — kinaza biatkowa, biatko
onkogenne

Myc — biatko onkogenne

Wnt — biatko onkogenne, regulujace
szlaki kancerogenezy (nazwa pochodzi
od genow Wn (wingless) i Int

u Drosophila melanogaster)

MMR — naprawa nieprawidlowo
sparowanych zasad (ang. mis-match
repair), system naprawy DNA

NER — naprawa przez wycinanie
nukleotydu (ang. nucleotide-excision
repair), system naprawy DNA

BER — naprawa przez wycinanie
zasady (ang. base-excision repair),
system naprawy DNA

NK — komoérka immunologiczna NK,
naturalny zabojca (ang. natural killer)

VEGF — czynnik wzrostu §rodblonka
naczyn (ang. vascular endothelial
growth factor)

INOS — indukowalna syntaza tlenku
azotu (ang. inducible nitric oxide
synthase); synonim: NOS2

NOS2 — syntaza tlenku azotu 2 (ang.
nitric oxide synthase 2); synonim: iNOS
COX-2 — cyklooksygenaza-2 (ang.
cyclooxygenase-2); synonim: PTGS-2
TME — mikro$rodowisko guza
nowotworowego (ang. tumour
microenvironment)

CAF — fibroblast zwigzany
z nowotworem (ang. cancer associated
fibroblast)

TAM — makrofag zwigzany
z nowotworem (TAM, ang. tumour
associated macrophage)

MSC — komérki mezenchymalne
zwigzane z mikrosrodowiskiem (ang.
mesenchymal stromal cells)

MDSC — komérka supresorowa
pochodzaca z mezenchymalnych
(MDSC, mesenchymal-derived
suppressor cell)

IL — interleukina (ang. interleukin)
TNF-a — czynnik martwicy nowotworu
a (ang. tumour necrosis factor o)
EGF — czynnik wzrostu naskérka (ang.
epidermal growth factor)

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow
(ang. hepatocyte growth factor)
IGF-1 — insulinopodobny czynnik
wzrostu 1 (ang. insulin-like growth
factor 1)

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow
(ang. fibroblast growth factor)

PDGF — plytkopochodny czynnik
wzrostu (ang. platelet-derived growth
factor)



TGF-B — transformujacy czynnik
wzrostu B (ang. transforming growth
factor)

a-SMA — a-aktyna mig$ni gltadkich
(ang. o smooth muscle actin)

HIF-1 — czynnik indukowany hipoksja
1 (ang. hipoxia-inducible factor)
PHD — zalezne od tlenu biatko
posiadajace domeny hydroksylazy
prolinowej (ang. prolyl hydroxylase
domain-containing protein)

VHL - biatko Von Hippel-Lindaua
FIH — czynnik hamujacy HIF (ang.
factor inhibiting HIF)

BNIP3 — biatko antyapoptotyczne
EPO - erytropoetyna

uPA — urokinazowy aktywator
plazminogenu (ang. urokinase
plasminogen activator)

CTGF — czynnik wzrostu tkanki
facznej (ang. connective tissue growth
factor)

ECM — macierz zewnatrzkomoérkowa
(ang. extracellular matrix)

ZEB1 — homeoboks 1 wigzacy kasete E
palca cynkowego (ang. zinc finger
E-box binding homeobox 1), szlak

molekularny zaangazowany w indukcje
EMT

CDH1 — kadheryna 1 (ang. cadherin 1);
synonim: E-kadheryna

CDH2 — kadheryna 2 (ang. cadherin 2);
synonim: N-kadheryna

Z0-1 — zonula occludens 1; biatko
tworzace potaczenia migdzykomodrkowe
typu zwierajacego

PTEN — homolog fosfatazy i tensyny
(ang. phosphatase and tensin homolog),
inhibitor szlaku PI13K/Akt

Shh — szlak molekularny (ang. Sonic
hedgehog)

Rho — rodzina biatek bedacych
homologiem Ras (ang. Ras homolog
gene family)

MiRNA — mikroRNA (ang. microRNA)

CAT - przejscie kolektywno-
ameboidalne (ang. collective to
ameboid transition)

MAT - przej$cie mezenchymalno-
ameboidialne (MAT, mesenchymal to
ameboid transition)

CXCL - grupa chemokin (ang. C-X-C
motif chemokine ligand)

GM-CSF — czynnik stymulujgcy
tworzenie kolonii granulocytow i
makrofagdéw (ang. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor)
CXCRL1 - receptor chemokin (ang.
C-X-C motif chemokine receptor)
CCL - grupa chemokin (ang. C-C
motif chemokine ligand)

ADAM — metaloproteinaza (ang.

a disintegrin and metalloproteinase),
inaczej adamlizyna

PI3K — kinaza-3 fosfatydyloinozytolu
(ang. phosphatidylinositol 3-kinase)
Akt — kinaza biatkowa, regulowana
przez PI3K

MAPK - kinaza biatkowa aktywowana
mitogenem (ang. mitogen-activated
protein kinase)

ERK — kinaza regulowana sygnatem
zewnatrzkomorkowym (ang.
extracellular signal-regulated kinase)

FAK — kinaza kontaktow ogniskowych
(ang. focal adhesion kinase)

Bcl-XL — biatko antyapoptotyczne
Bim — biatko proapoptotyczne

BM — blona podstawna (ang. basement
membrane)

CD44 — glikoproteina, receptor
dla kwasu hialuronowego

MET — przej$cie mezenchymalno-
epitelialne (ang. mesenchymal-
epithelial transition)

KLKS — rodzina peptydaz zwigzanych
z kalikreing (ang. kallikrein-related
peptidases)

UPAR — receptor uPA (urokinazowego
aktywatora plazminogenu) (ang.
urokinase plasminogen activator
receptor)



tPA — tkankowy aktywator
plazminogenu (ang. tissue plasminogen
activator)

ROS — reaktywne formy tlenu (ang.
reactive oxygen species)

JNK — c-Jun N-terminalna kinaza (ang.
c-Jun N-terminal kinase)

PLAU — gen kodujacy urokinazowy
aktywator plazminogenu (uPA)

GPI — glikozylofosfatydyloinozytol,
czasteczka kotwiczaca

PAI — inhibitor aktywatora
plazminogenu (ang. plasminogen
activator inhibitor)

MMP — metaloproteinaza macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. matrix
metalloproteinase)

MT-MMP — blonowa metaloproteinaza
macierzy zewnatrzkomorkowej (ang.
membrane-type matrix
metalloproteinase)

TIMP — tkankowy inhibitor
metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. tissue
inhibitor of matrix metalloproteinases)

RECK - biatko bogate w cysteing
indukujace powrot do postaci
pierwotnej (ang. reversion-inducing
cysteine-rich protein), inhibitor
metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej

GAP — biatko stymulujace aktywnos¢
GTPazowa matych biatek G (ang.
GTP-ase activating protein), inhibitor
biatek Rho

GEF — czynnik wymiany nukelotydow
guanylowych (ang. guanine nucleotide
exchange factor), aktywator biatek Rho
GDI - biatko hamujace spontaniczng
dysocjacj¢ nukleotydow guaninowych
(GDls, ang. guanine nucleotide
dissociation inhibitor), inhibitor biatek
Rho

P1P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforan

P1P3 — fosfatydyloinozytolo-3,4,5-
trifosforanu

RTK — receptorowa kinaza tyrozynowa
(ang. receptor tyrosine kinase)

ROCK - kinaza biatkowa zwigzana
z biatkami Rho (ang. Rho-associated
protein kinase)

mDia — ssaczy homolog genu
diaphanous (ang. mammalian homolog
of diaphanous), efektor biatek Rho
LIMK —kinaza LIM

FA — kontakt ogniskowy (ang. focal
adhesion)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny
(ang. fluorescein isothiocyanate),
fluorofor

CDK — kinaza zalezna od cyklin (ang.
cyclin-dependent kinase)

Y AP — bialko towarzyszace kinazie Yes
(ang. Yes-associated protein)

TEAD - czynnik transkrypcyjny
wigzacy YAP (ang. TEA domain family
members)

GLUT - transporter glukozy (ang.
glucose transporter)

CSC — nowotworowa komorka
macierzysta (ang. cancer stem cell)
5-LOX — 5-lipooksygenaza (ang.
5-lipooxygenase)

NF-kB — czynnik jadrowy B (ang.
nuclear factor xB)

STAT — czynnik transkrypcyjny

PGE2 - prostaglandyna E2 (ang.
prostaglandin E2)

RNS — reaktywne formy azotu (ang.
reactive nitrogen species)

RONS - reaktywne formy tlenu | azotu
(ang. reactive oxygen and nitrogen
species)

PTGS - syntaza prostaglandin (ang.
prostaglandin-endoperoxidase
synthase), synonim: COX

LPS — lipopolisacharyd (ang.
lipopolysaccharide)

DCA, DOX — kwas deoksycholowy
(ang. deoxycholic acid), wtorny kwas
zolciowy

PLC — fosfolipaza C (ang.
phospholipase C)



IP3 — trifosforan inozytolu (ang.
inositol triphosphate)

EP — receptor PGE2

CAMP — cykliczny
adenozynomonofosforan

PKA — kinaza bialkowa A (ang. protein
kinase A)

EGR — biatko odpowiedzi wczesnego
wzrostu (ang. early growth response
protein)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne
EGFR — receptor dla czynnika wzrostu
naskorka (ang. epidermal growth factor
receptor)

NLPZ — niesteroidowe leki
przeciwzapalne

AC — cyklaza adenylowa (ang. adenylyl
cyclase)

IAP — biatko hamujace apoptoze (ang.
inhibitor of apoptosis protein)

Tcf-4 — czynnik transkrypcyjny
wiazacy B-aktyne

MDR — oporno$¢ wielolekowa (ang.
multidrug resistance)

EV — pecherzyk pozakomorkowy (ang.
extracellular vesicle)

ABC - transportery wigzace ATP (ang.
ATP-binding cassetes)

mtDNA — DNA mitochondrialne

P-gp — glikoproteina P (ang.
glicoprotein P); biatko opornosci
wielolekowej (MDR)

BCRP — biatko opornosci raka piersi,
ang. breast cancer resistance protein;
biatko opornos$ci wielolekowej (MDR)
TMD — domena transmembranowa
biatka MRP (ang. transmembrane
domain; inna nazwa: MSD, ang.
membrane-spanning domain)

NBD — domena wigzaca nukleotydy
(ang. nucleotide-binding domain);
domena biatka MRP

ABCC - podrodzina C biatek ABC,;
inna nazwa: MRP

MRP — biatko zwigzane z opornoscia
wielolekowa (multidrug resistance-
associated protein)

IARC — Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem (ang. International
Agency for Research on Cancer)
ESMO - Europejskie Towarzystwo
Onkologii Medycznej (ang. European
Society for Medical Oncology)

CRC - rak jelita grubego (ang.
colorectal cancer)

CIMP — komorek o fenotypie metylacji
w obrebie wysp CpG (ang. CpG island
methylator phenotype)

TNM - klasyfikacja stadiow
nowotworu

IBD — niespecyficzne zapalenie jelit
(ang. inflammatory bowel disease)
CIN — niestabilno$ci chromosomalnej
(ang. chromosomal instability)
MGMT — metylotransferazy
metyloguaninowa DNA (ang.
methylguanine DNA methyltransferase)
LTA — kwas litocholowy (ang.
litocholic acid)

Neu5Gc — kwas N-
glikoliloneuraminowy (ang.
N-glycolylneuraminic acid), pochodna
kwasu sjalowego

gFOBT — enzymatyczny test na krew
utajong w stolcu

FIT — immunochemiczny test na krew
utajong w stolcu

MSI — niestabilno$¢ mikrosatelitarna
(ang. microsatellite instability)

UGT — UDP-glukuronylotransferaza
(ang. UDP-glucunoryltransferase)
MADb — przeciwciato monoklonalne
(ang. monoclonal antibody)

TKI — inhibitory kinaz tyrozynowych
(ang. tyrosine kinase inhibitors)

PDT - terapia fotodynamiczna (ang.
photodynamic therapy)

UA — kwas ursolowy (ang. ursolic acid)
OA — kwas oleanolowy (ang. oleanolic
acid)

CPT-11 — kamptotecyna-11 (ang.
camptothecin-11)

FBS — plodowa surowica bydleca (ang.
fetal bovine serum)



NR — barwnik czerwien oboj¢tna (ang.
neutral red); metoda NR — metoda

z wykorzystaniem barwnika NR w celu
oceny zywotnosci komorek (badanie
efektu cytotoksycznego)

MTT — bromek 3-(4,5-
dwumetylotiazylo-2-yl)-2,5-
dwufenylotetrazolu, sl tetrazoliowa;
metoda MTT — metoda z
wykorzystaniem soli terazoliowej MTT
w celu oznaczenia zywotnosci lub
tempa proliferacji komorek

DMSO - dimetylosulfotlenek (ang.
dimethyl sulfoxide)

PBS — roztwor soli fizjologicznej
buforowany fosforanami (ang.
phosphate buffered saline)

DT — czas podwojenia generacji, ang.
doubling time

ELISA — metoda
immunoenzymatyczna (ang. enzyme-
linked immunosorbent assay)

P1C — koktajl inhibitoréw proteaz (ang.
protease inhibitor cocktail)

NBT — chlorek 2,2'-bis(4-nitrofenylo)-
5,5'-difenylo-3,3'-(3,3'-dimethoksy-
4,4'-difenyleno)ditetrazolu)
(Nitrotetrazolium Blue chloride)

BCIP — fosforan 5-bromo-4-chloro-3-
indolilu (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang.
horseradish peroxidase)

AP — fosfataza alkaliczna (ang. alkaline
phosphatase)

CIl — combination index

IF — immunofluorescencja, metoda
immunofluorescencyjna (ang.
immunofluorescence)

WB — metoda Western Blotting

NOX2 — oksydaza NADPH 2 (ang.
NADPH oxidase 2)

TNBS — kwas trinitrobenzosulfonowym
(ang. trinitrobenzenesulfonic acid)

TLR — receptor Toll-podobny (ang.
Toll-like receptor)

GEM - gemcytabina, cytostatyk
MTOR - ssaczy cel rapamycyny (ang.
mammalian target of rapamycin),
kinaza uczestniczgca w wielu szlakach
molekularnych

Bax — biatko proapoptotyczne

p21 — inhibitor kinaz zaleznych

od cyklin

p38 — kinaza MAPK

Twist — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
Snail — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
Slug — szlak molekularny
zaangazowany w indukcje EMT
MEK - kinaza aktywujgca ERK
(ang. MAPK/ERK kinase)

5-FU — 5 fluorouracyl, cytostatyk
CHX — cykloheksymid, cytostatyk
OXL — oksaliplatyna, cytostatyk
Topl —topoizomeraza |

EMT — przejscie epitelialno-
mezenchymalne (epithelial-
mesenchyma transduction)

TAN — neutrofil zwigzany z
nowotworem (ang. tumour associated
neutrophil)

DC — komorka dendrytyczna (ang.
dendritic cell)

PAR — receptor aktywowany
proteazami (ang. protease activated
receptor)

Serpina — inhibitor proteaz serynowych
(ang. serine protease inhibitor)

HA — kwas hialuronowy (ang.
hyaluronic acid)

FAP — rodzinna polipowatos¢
gruczolakowata (ang. familial
adenomatous polyposis)

CE - karboksyloesteraza (ang.
carboxylesterase)



1. Wprowadzenie

Nowotwory ztosliwe sa jedna z gtownych, obok chordb krazenia, przyczyn
zgonoOw pacjentéw w Polsce 1 na $wiecie. Mimo szeroko zakrojonych badan
dotyczacych etiologii, diagnostyki i leczenia chorob nowotworowych, jak rowniez
prowadzonymi strategiami profilaktycznymi, kazdego roku na $wiecie odnotowuje si¢
coraz wigcej zachorowan i zgonéw wywotanych ta chorobg. Wedhug danych WHO
(Swiatowej Organizacji Zdrowia, ang. World Health Organization) w roku 2018
przewidziano okoto 18 milionéw nowych przypadkéw i ponad 9 milionow zgonoéw
[http://www.who.int/cancer/en/]. Nowoczesne terapie daja nadziej¢ na powodzenie
w walce z nowotworami, czg¢sto jednak nie sg one wystarczajaco skuteczne lub ich
swoistos¢ obejmuje niewielka grupe nowotwordéw lub pacjentéw. Obiecujacym
podejsciem leczniczym jest prowadzenie terapii skojarzonej, czyli takiej, w ktorej
wykorzystywana jest wigcej, niz jedna substancja czynna. Wiele czynnikoéw
pochodzenia naturalnego oraz ich naturalne, syntetyczne czy potsyntetyczne pochodne
wykazuja wlasciwosci przeciwnowotworowe. Moga one ingerowaé w okreslone szlaki
molekularne zwigzane z nowotworzeniem, powodujagc zahamowanie rozwoju
lub wrecz remisje guza. Ponadto, substancje takie moga zwigksza¢ efektywnosé
rutynowych terapii przeciwnowotworowych, a nawet wykazywac dziatanie ochronne

na prawidtowe tkanki pacjenta.

1.1. Nowotwor

1.1.1. Informacje ogodlne

Nowotwodr jest chorobg znang juz od starozytnosci. Grecka nazwa,
neoplasma, zaproponowana zostala przez Hipokratesa. Podstawa choroby jest
zaistnienie zmian w materiale genetycznym. Moga one by¢ wywotane przez czynniki
zwane kancerogenami. Podzieli¢ je mozna na:

a) czynniki fizyczne (promieniowanie elektromagnetyczne, y, X, UV);

b) czynniki chemiczne (azbest, arsen, N-nitrozozwiazki, sktadniki dymu
tytoniowego);

C) czynniki biologiczne (wewngtrzne, takie jak nieprawidlowe funkcjonownie uktadu
hormonalnego oraz zewngtrzne: leki hormonalne oraz patogeny: wirusy (wirus

ludzkiego brodawczaka (HPV, ang. human papilloma virus), wirus opryszczki
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(HSV, ang. herpes simplex virus), wirus Ebsteina-Barr (EBV, ang. Ebstein-Barr
virus), ludzki wirus biataczki z komérek T typu 1 (HTLV-1, ang. human T-cell
leukemia type 1 virus) czy wirusy zapalenia watroby B 1 C (HBV, HCV, ang.
hepatitis B(C) virus)), bakterie (Helicobacter pylori) oraz pasozyty (przywry
z rodzaju Schistosoma, Opisthorchis, Clonorchis, pierwotniaki takie jak zarodzce
(Malaria spp) czy $widrowiec amerykanski (Trypanosoma cruzi)) [Kordek i in.,
2007; Gotab i in., 2015; Collier i in., 2001; Strickertsson i in., 2017; Botelho i in.,
2013; van Tong i in., 2017].

Nowotwory mozna podzieli¢ na tagodne i ztosliwe. Nowotwory tagodne
zwykle nie zagrazaja zyciu, relatywnie fatwo mozna je usuna¢ chirurgicznie — czesto
maja regularny ksztalt, otoczone sa torebka lacznotkankowa, nie ulegaja one
unaczynieniu, przez co osiggna¢ moga tylko okreslong wielko$¢. Z kolei, nowotwory
ztosliwe sa jedng z gldéwnych przyczyn zgonow. Moga one powstawac z tagodnych
zmian lub de novo. Wykazujg one nieregularng budowe, dzigki ich unaczynieniu moga
osigga¢ praktycznie nieograniczong wielko$¢, gdyz wymiana tlenu, metabolitoéw
1 substancji odzywczych zachodzi juz nie tylko na drodze dyfuzji prostej, lecz takze
z wykorzystaniem naczyn krwiono$nych. Ponadto, nowotwory ztosliwe maja zdolno$¢
naciekania pobliskich tkanek, a takze przerzutowania, czyli przemieszczania si¢
do czgsto odlegtych organow. Do tego rodzaju nowotwordéw naleza:

a) rak (carcinoma), inaczej nabtoniak, pochodzacy z tkanki nabtonkowej (stanowi
ok. 80% nowotwordéw ztosliwych);

b) migsak (sarcoma), w tym kostniakomigsak (osteosarcoma), pochodzacy z tkanki
pozanablonkowej, lacznej, glownie tkanek migkkich czy kosci;

c) nowotwory ztosliwe uktadu nerwowego, gtéwnie glejak (glioma), pochodzacy
z tkanki nerwowej;

d) chtoniak (lymphoma), wywodzacy si¢ z tkanki chtonnej;

e) biataczka (lymphoma), ktorej komorki powstajg z uktadu krwiotworczego;

f) czerniak (melanoma), wywodzacy si¢ z tkanki barwnikotworcze;j;

g) potworniak (teratoma), powstaly z komoérek zarodkowych [Ye, Weinberg, 2015;
Kordek i in., 2007].
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1.1.1.1. Cechy nowotworu

Komorki nowotworow ztosliwych wykazuja zestaw charakterystycznych
cech (Ryc. 1). Aby nowotwor mégt si¢ rozwing¢, musi zaj$¢ szereg okreslonych zmian
w materiale genetycznym podatnej komorki. Nowotwory zlosliwe charakteryzujg si¢
wobec tego niestabilno$cia genetyczng. Zachodza w nich kolejne mutacje, ktore moga
prowadzi¢ do ich $mierci, jak rowniez do nabycia nowych cech lub wzmocnienia tych
juz istniejgcych. Zmiany takie w konsekwencji przyspieszajg rozwoj (progresje)
choroby. Ponadto, w komodrkach nowotworowych inaktywacji ulegajg systemy
naprawy DNA [Hanahan, Weinberg, 2011].

W  wyniku zaburzenia szlakéw regulacji cyklu komorkowego, dochodzi
do przyspieszenia podziatow komodrkowych (proliferacji komorek) poprzez
nadekspresje czynnikow promujacych ten proces i zmniejszong ekspresje lub wrecz
inaktywacje czynnikow ograniczajacych. Ponadto, komorki nowotworowe tracg cechg
zahamowania kontaktowego. Proces ten wystepuje w komorkach prawidlowych
1 zwigzany jest z istotnym ograniczeniem podzialdéw komorkowych w wyniku braku
dostepnej powierzchni wzrostowej lub uformowania ostatecznej postaci tkanki.
Dochodzi wtedy do wysylania sygnatéw hamujgcych proliferacje. W przypadku
komoérek nowotworowych cecha ta zostaje utracona, a komorki niezaleznie
od uzyskiwanych sygnatow beda dalej proliferowac. Prowadzi¢ to moze do zaburzenia
architektury tkanki i narzadu, a w konsekwencji do powstawania guzow
nowotworowych,  bedacych  strukturami  patologicznymi  zaburzajgcymi
funkcjonowanie catego organizmu. W nowotworze dochodzi do dwoch kluczowych
zjawisk — hiperplazji, czyli zwickszonej proliferacji (niekiedy uzywa si¢ wrecz
stwierdzenia hiperproliferacja) oraz dyspalzji, czyli nieregularnych podziatow
komoérkowych w wyniku zaburzenia mechanizméw kontroli cyklu komorkowego
[Hanahan, Weinberg, 2011].

Jednym z kluczowych mechanizméw zachowania homeostazy w organizmie jest
proces apoptozy, czyli programowanej S$mierci. Komoérki, w ktorych doszto
do powaznych uszkodzen, ulegty infekcji wirusowej lub po prostu ,,zestarzaty sie”,
wchodzg na szlak apoptozy. Ich DNA ulega fragmentacji, elementy komorkowe
zamykane sa w pecherzyki — ciatka apoptotyczne — 1 trawione. Komodrka umiera,
nie czynigc szkody pobliskim tkankom, a jej miejsce zajmowane jest przez ,,nowa”

komorke. Szlak apoptozy moze by¢ indukowany przez samg komoérke w wyniku
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aktywacji okreslonych szlakow molekularnych. Komoérka moze tez by¢ ,,zmuszana”
do aktywacji apoptozy, np. poprzez aktywnos¢ limfocytow T. Limfocyt wytwarza
czynniki, ktére indukujg programowang $mieré komoérki docelowej: granzym
1 perforyny, dochodzi tez do wigzania czynnika FasL obecnego na powierzchni blony
limfocytu z jego receptorem na komorce docelowej [Gotab i in., 2015]. Apoptoza jest
regulowana migdzy innymi przez bialka pro- i anty-apoptotyczne. Przewaga tych
pierwszych skutkuje $miercig komorki, natomiast tych drugich — przezyciem.
W przypadku komorek nowotworowych, dochodzi do zmniejszenia ilosci i ekspresji
bialek pro-, a zwigkszenia — biatek anty-apoptotycznych. Z tego wzgledu, nawet
otrzymanie sygnalu do $mierci nie zapoczatkuje w komoérce nowotworowej procesu
apoptozy.

Kazda komorka posiada okreslony czas zycia. Na starzenie si¢ samych
komorek, jak i catego organizmu wptyw ma kilka mechanizméw. Jednym z nich jest
skracanie telomerow. Telomery to element zbudowany z zasad nukleinowych,
znajdujacy si¢ na koncu chromosomu i zabezpieczajacy przed jego uszkodzeniem.
Z kazdym podzialem komoérkowym dochodzi do ich skracania. Komorki
nowotworowe odtwarzaja telomery w wyniku aktywno$ci enzymu — telomerazy.
Dzigki temu uzyskuja one ,,niesSmiertelno$¢” czyli teoretycznie, w sprzyjajacych
warunkach, mogg one przechodzi¢ podziaty w nieskonczonos¢ [Hanahan, Weinberg,
2011].

Charakterystyczng cechg rozwijajagcego si¢ guza nowotworowego jest wzrost
zapotrzebowania na tlen 1 substancje odzywcze, jak roéwniez zintensyfikowane
uwalnianie produktéw przemiany materii zakwaszajacych mikrosrodowisko
patologicznej masy. Jezeli tlen i substancje odzywcze nie beda doprowadzane,
a metabolity odprowadzane, spowoduje to czgsciowe obumarcie guza. Jest to jedna
z istotniejszych przyczyn, dla ktorej guz ztosliwy ulega unaczynieniu. W wyniku
produkcji okreslonych czynnikéw, moze on przejmowac istniejgce naczynia
krwionosne lub indukowaé powstawanie nowych z juz istniejacych. Proces ten nosi
nazwe neoangiogenezy, a czynniki go indukujace proangiogennymi. Unaczynienie
guza nie tylko powoduje wzrost jego objetosci wynikajacej z przyspieszonej
proliferacji komorek go tworzacych, lecz takze kreuje nowe drogi jego rozsiania
[Hanahan, Weinberg, 2011].

Nowotwor zmienia swoje srodowisko, zakwaszajac je, w wyniku nagromadzania si¢

w nim ostatecznych jak i posrednich metabolitow. Srodowisko takie sprzyja
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pojawianiu si¢ mutacji, prowadzacych do nabycia przez komorki nowotworowe
nowych cech. Dzigki temu sg one zdolne naciekaé pobliskie tkanki, tworzac miejsce
dla rozrastajacego si¢ guza, a takze migrowaé. Po wniknieciu do naczyn krwiono$nych
czy limfatycznych, komoérki nowotworowe o0siggaja nowe miejsca w organizmie
1 zasiedlajac je, tworza tzw. przerzuty. Przerzutowanie wigze si¢ zawsze z gorszym
rokowaniem dla pacjenta, mniejsza skuteczno$cig terapii oraz krotszym czasem
przezycia [Hanahan, Weinberg, 2011].

Transformacja nowotworowa, przy braku skutecznosci systemow
wewnatrzkomérkowego usuwania komorek zmienionych, nie oznacza jeszcze
pewnosci rozwinigcia si¢ nowotworu. Wazng linig obrony jest aktywno$¢ uktadu
immunologicznego. Ma on za zadanie rozpoznawa¢ 1 niszczy¢ komorki
nieprawidlowe, w tym komodrki nowotworowe, ktore jednak bronig si¢ przed
odpowiedzig gospodarza, gtownie poprzez produkcje okreslonych czynnikow oraz
rekrutacje do swojego srodowiska komorek produkujacych te czynniki. Ma to na celu
supresje uktadu immunologicznego. Ponadto, komodrki nowotworowe produkuja duza
ilo§¢ zrdéznicowanych antygenow lub zmieniajg swoje antygeny powierzchniowe.
Proces ten, nazwany ucieczka spod nadzoru immunologicznego, umozliwia rozwdj
choroby do postaci wykrywalnej klinicznie [Kordek i in., 2007; Hanahan, Weinberg,
2011; Robey i in., 2015].

Komorki nowotworowe charakteryzuje takze zmieniony metabolizm. Intensywny
wzrost guza oraz hiperproliferacja komorek wymagaja wigkszych zasobow energii
1 makroczasteczek budulcowych, takich jak biatka, lipidy czy cukry. Nowotwory
preferuja metabolizm beztlenowy, glikolize, ktora dostarcza okoto 15-18 razy mniej
energii niz oddychanie tlenowe, ale zachodzi okoto 100-krotnie szybciej. Ponadto,
w komorkach nowotworowych dochodzi do nadekspresji enzymdéw metabolicznych
czy transporterow, m.in. glukozy (GLUTs, ang. glucose transporters), tak aby
zapotrzebowanie metaboliczne komorek zostato spelnione. Zmiany metaboliczne
w komorkach nowotworowych powigzane sa ze wszystkimi opisanymi wczesniej
cechami nowotworu [Hanahan, Weinberg, 2011; Robey i in., 2015].

Nadmierny rozrost guza moze powodowac¢ uposledzenie dzialania organu.
Ponadto, u pacjentow nowotworowych dochodzi do kacheksji: wyniszczenia
organizmu, przewleklego stan zapalnego oraz upos$ledzenia dziatania uktadu
odpornosciowego, co w rezultacie prowadzi do $mierci [Kordek; Hanahan, 2011;

Robey, 2015].
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Ryec. 1. Cechy komérek nowotworowych [opracowanie wlasne]

1.1.1.2. Nowotworowe komorki macierzyste

Istnieja dwie hipotezy wyjasniajace mechanizm powstawania guza
nowotworowego oraz jego niejednorodnos¢, czyli wystepowanie réznych klonow
komorek pod wzgledem morfologicznym, antygenowym i funkcjonalnym. Sa to:
model stochastyczny (ewolucji klonalnej) i model hierarchiczny (nowotworowych
komorek macierzystych). Pierwsza hipoteza zaktada, iz kazda komorka moze stac si¢
komoérka nowotworowa, dajaca poczatek guzowi pierwotnemu oraz wtdrnemu.
Innymi stowy, kazda komorka nowotworowa ma taki sam potencjat do odtworzenia
guza. Drugi model zaktada, iz wystgpuje hierarchia wsrdd populacji klonow komoérek
W guzie, a najwyzej postawione sg nowotworowe komorki macierzyste (CSCs,
ang. cancer stem cells). One jako jedyne uczestnicza w progresji nowotworu
1 przyczyniajg si¢ do jego inwazji i przerzutowania. Prowadzone badania potwierdzaja
zblizone prawdopodobienstwo rozwoju nowotworu na drodze obu modeli. Aktualnie
uwaza si¢ zatem, iz najblizszg prawdy jest hipoteza taczaca oba modele [Wang i in.,
2014; Lathia, Liu, 2017].

CSCs odkryte zostaty na przetomie XX i1 XXI w. Przez ostatnie dwie dekady
prowadzono intensywne badania nad pochodzeniem nowotworowych komorek

macierzystych, ich charakterystycznych cech i antygendéw, udzialu w kancerogenezie,
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a takze mozliwoscig skierowania terapii przeciwko nim. Udowodniono,
iz CSC odgrywaja kluczowa role w rozwoju i progresji nowotworu, inwazji
| przerzutowaniu, jak rowniez lekoopornosci. Odpowiadajg takze za nawroty choroby.
Prowadzone badania potwierdzity, iz zniszczenie komorek zejSciowych nowotworu
nie jest wystarczajace i dopoki CSCs nie ulegng eliminacji, dochodzi¢ moze do wznow

choroby (Ryc. 2) [Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010].

odtworzenie guza
CSC — nowotworowa 5t chotob
komérka macierzysta nawrot chorooy

komorki zejsciowe
\ <) &% é—%
csc SC CSC CSC

f

” Qv —_— —p
guz nNOWotworowy

L@_ -

obumarcie guza

Ryec. 2. Poréwnanie terapii standardowej oraz celujacej w CSCs [opracowanie wlasne]

Nowotworowe komorki macierzyste wystepuja w stanie uspienia, przez co oporne s3
na dziatanie cytostatykow. Posiadajg takze wysoko aktywne 1 skuteczne mechanizmy
opornosci lekowej. Po zniszczeniu guza na drodze chemio- czy radioterapii, CSCs
przechodza cykl komérkowy, dajac poczatek nowej generacji komorek, co powoduje
nawro6t. Posiadaja one charakterystyczne markery powierzchniowe, ktore potencjalnie
moglyby sta¢ si¢ celem terapeutycznym. Na drodze syntezy chemicznej opracowano
kilka potencjalnych lekow, ktore wykazujg aktywnos$¢ w eliminowaniu CSCs. Odkryto
takze substancje pochodzenia naturalnego, ktore rowniez wykazuja takie wlasciwosci
[Lathia, Liu, 2017; Schulenburg i in., 2010; Schulenburg i in., 2015; Taylor,
Jabbarzadeh, 2017].

1.1.1.3. Mikrosrodowisko nowotworu

Waznym elementem guza nowotworowego jest jego  nisza,
tzw. mikrosrodowisko (TME, ang. tumour microenvironment). Jest to srodowisko

otaczajgce guz, zasobne w czynniki sprzyjajace rozwojowi nowotworu, jak réwniez
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ochraniajace go przed aktywnosciag ukladu immunologicznego. TME sktada si¢
z elementéw komoérkowych 1 pozakomorkowych. Do tych pierwszych naleza
perycyty, komorki endotelialne (Srodbtonkowe), fibroblasty, jak réwniez komorki
uktadu immunologicznego: neutrofile czy makrofagi [Gould, Courtneidge, 2014;
Senthebane i in., 2017]. Komorki te sa nierzadko odpowiednio zmodyfikowane
w wyniku oddziatywania guza, mikrosrodowiska, czy wydzielanych przez nie
czynnikéw. I tak w Srodowisku guza obecne sg fibroblasty zwigzane z nowotworem
(CAFs, ang. cancer associated fibroblasts), makrofagi zwigzane z nowotworem
(TAMs, ang. tumour associated macrophages), komodrki mezenchymalne zwigzane
z mikrosrodowiskiem (MSC, ang. mesenchymal stromal cells) czy komorki
supresorowe pochodzace z mezenchymalnych (MDSCs, mesenchymal-derived
suppressor cells) [Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi, Giuliani,
2016; Melzer i in., 2016]. Komodrki mikrosrodowiska moga wydziela¢ szereg
czynnikow, tworzacych pozakomodrkowy element niszy nowotworowej, takich jak:
cytokiny (IL-1B (interleukina 1), IL-8, IL-10, czynnik martwicy nowotworu a
(TNF-a, ang. tumour necrosis factor o), chemokiny, czynniki wzrostowe (czynnik
wzrostu naskorka (EGF, ang. epidermal growth factor), czynnik wzrostu hepatocytow
(HGF, ang. hepatocyte growth factor), insulinopodobny czynnik wzrostu 1 (IGF-1,
ang. insulin-like growth factor 1), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblast
growth factor), czynnik wzrostu §rodbtonka naczyn (VEGF, ang. vascular endothelial
growth factor), ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth
factor), transformujgcy czynnik wzrostu  (TGF-f, ang. transforming growth factor)),
bialka macierzy zewnatrzkomodrkowej (fibronektyna, kolagen, proteoglikany,
glikoproteiny, periostyna, a-aktyna migsni gtadkich (a-SMA, ang. o smooth muscle
actin) czy proteazy, w tym metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs,
ang. matrix metalloproteinases). Czynniki te ulatwiajg 1 przyspieszaja wzrost,
proliferacje, rdznicowanie, przezywalno$¢, migracje¢ komorek nowotworowych,
wzmagaja stan zapalny, aktywuja szereg procesow prowadzacych do inwazji
1 przerzutowania, hamowania apoptozy, indukucji angiogenezy, jak rowniez
wzmagajg lekooporno$¢ i immunotolerancj¢ (Ryc. 3) [Gould, Courtneidge, 2014;
Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Singel, Segal, 2016; Poggi,
Giuliani, 2016; Melzer i in., 2016].
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MIKROSRODOWISKO NOWOTWORU
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Ryc. 3. Skladniki mikrosrodowsika nowotworu i ich udzial w kancerogenezie [opracowanie
wlasne]

Charaktetystycznym dla $rodowiska guza nowotworowego jest jego
zakwaszenie oraz hipoksja, czyli niedotlenienie. Takie §rodowisko jest wynikiem
wytwarzania kwasnych metabolitow, takich jak kwas mlekowy, powstatych
z pirogronianiu podczas glikolizy. Nowotwory ,,preferuja” glikolize nad oddychaniem
tlenowym. Zjawisko to nosi nazwe efektu Warburga lub glikolizy tlenowej
1 charakteryzuje si¢ prowadzeniem glikolizy nawet w warunkach zasobnych w tlen.
Fosforylacja oksydatywna jest procesem bardziej ekonomicznym dla komorki,
jednakze glikoliza zachodzi szybciej, tym samym generujac wigcej energii w tym
samym czasie. Ponadto, komoérka nowotworowa prowadzac proces glikolizy,
nie wykorzystuje potencjalu mitochondriow, ktory przeznaczony moze byc¢

do produkcji biomolekut, budujacych nowe komorki. Jest to niezmiernie wazne
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dla guza, biorac pod uwage tempo jego wzrostu [Kato i in., 2013; Gould, Courtneidge,
2014; Scharping, Delgoffe, 2016]. Zakwaszone s$rodowisko sprzyja mutacjom,
umozliwiajagcym komodrkom nabywanie nowych cech, przyspieszajacych rozwoj
nowotworu. W takich warunkach indukowana jest inwazyjno$¢, angiogeneza,
oraz promowana migracja komorek guza. Czgsto takze kwasne $Srodowisko moze
zmniejsza¢ efektywno$¢ chemioterapeutykow, jak roéwniez ogranicza¢ aktywno$¢
limfocytow T [Kato i in., 2013; Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016].

Zakwaszenie S$rodowiska wywolane jest nie tylko efektem Warburga,
ale takze hipoksja. W warunkach niedotlenienia aktywowane sg migdzy innymi geny
kodujace enzymy glikolityczne, w wyniku czego produkowany jest kwas mlekowy.
Z drugiej strony, zakwaszone S$rodowisko sprzyja przetaczeniu metabolizmu
tlenowego na beztlenowy. Pojawia si¢ zatem p¢tla wzajemnej aktywacji.

Hipoksja powstaje w wyniku aktywnosci enzymow glikolitycznych, jednak
glownym jej induktorem jest niedostateczna ilos¢ tlenu docierajagca do guza. Moze
to by¢ spowodowane chaotycznym wytwarzaniem naczyn krwiono$nych, ktorych
powstawanie w warunkach fizjologicznych jest $cisle regulowane. W przypadku
nowotworu, wytwarzana jest duza ilo$¢ czynnikow proangiogennych, w wyniku czego
wiele nowopowstatych naczyn jest nieprawidtowo wyksztatcona czy §lepo zamknigta.
Moze takze dochodzi¢ do sytuacji, gdy guz rosnie zbyt szybko, aby umozliwi¢
ukrwienie catej jego objetosci [Scharping, Delgoffe, 2016; Otrock i in., 2009; Geiger,
Peeper, 2009].

W warunkach hipoksji aktywacji ulega wiele czynnikow. Jednym z najwazniejszych
jest czynnik indukowany hipoksja 1 (HIF-1, ang. hipoxia-inducible factor).
Zbudowany jest on z dwodch podjednostek, o o krotkim czasie poéttrwania oraz
konstytutywnie aktywnej P. Aktywno$¢ HIF-la w warunkach normoksji jest
hamowana przez zalezne od tlenu biatko posiadajace domeny hydroksylazy
prolinowej (PHD, ang. prolyl hydroxylase domain-containing protein), biatko Von
Hippel-Lindaua (VHL) czy czynnik hamujacy HIF (FIH, ang. factor inhibiting HIF).
Nastepnie, HIF-1a ulega ubikwitynacji i jest degradowany w proteasomie (Ryc. 4). W
warunkach hipoksji aktywnos¢ PHD i1 VHL zostaje zahamowana, umozliwiajac
powstanie stabilnego dimeru HIF-1. Podjednostka a. moze by¢ rowniez stabilizowana
przez czynniki wydzielane przez komoérki mikrosrodowiska, takie jak czynniki
wzrostowe, cytokiny oraz onkogeny, np. MYC [Otrock i in., 2009; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muz i in., 2015]. Stabilny dimer podjednostek a i f trafia do jadra
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komodrkowego, gdzie poprzez odpowiednie czynniki transkrypcyjne i kofaktory
aktywuje geny pronowotworowe, kodujace biatka lub regulujace czynniki takie jak:
BNIP3, erytropoetyne, VEGF, iNOS czy enzymy glikolityczne. Wywotuja one dalsze
zakwaszenie $rodowiska, indukuja angiogeneze oraz hamuja apoptoze (Ryc. 4).
Ponadto, HIF-1 reguluje szlaki molekularne zwiazane z proliferacja, apoptoza,
inwazja, migracjag czy metabolizmem komodrkowym, przyspieszajac pogresje
nowotworu. Czynnik ten uczestniczy takze w immunosupresji czy nabywaniu przez
komorki nowotworowe chemio- i radiooporno$ci [Otrock i in., 2009; Dondajewska,
Suchorska, 2011; Muz i in., 2015; Masson, Ratcliffe, 2014; Noman i in., 2015].

VHL VHL
. 0 —
normoksja —1>_ FIH hipoksja ———— ¥m
PHD PHD
v ubikwitynacja
( mFB | Lt

P300/

CBP

[ e
\ HIF1B \ HIF1A

. —> BNIP3 ——— apoptoza

5 Venzlymy 3 zukwu\szcnw )
glikolityczne mikrosrodowiska

—> iNOS ——> wytwarzanic NO
\ HIF1A \ HIF18
—> —> crytropoeza
HRE
proteasom ﬂWW e VEGF —> angiogeneza

Ryec. 4. Regulacja aktywnos$ci HIF-1 w warunkach normoksji i hipoksji [opracowanie wlasne]
W S$rodowisku hipoksyjnym podjednostka a ulega ubikwitynacji i degradacji w proteasomie.
Podczas hipoksji aktywnos$é czynnikéw inhibujacych HIF-1 (VHL, FIH i PHD) zostaje
zahamowana, przez co powstaé¢ moze stabilny dimer podjednostek a i p. Stabilny czynnik HIF-1
ulega translokacji do jadra komorkowego, gdzie poprzez okreslone czynniki transkrypcyjne
indukuje ekspresje genéw zwiazanych z progresja nowotworu

Hipoksja mikrosrodowiska nowotworu sprzyja jego progresji. Do srodowiska takiego
Sciggane sa makrofagi (w szczeg6lnosci TAMs) oraz neutrofile zwigzane
z nowotworem (TANS, ang. tumour associated neutrophils). Wytwarzaja one czynniki
indukujgce angiogeneze, wnikanie komorek nowotworowych do $wiatta naczyn
krwiono$nych czy stan zapalny [Senthebane i in., 2017; Singel, Segal, 2016].
Niedotlenienie uniemozliwia  takze wytwarzanie poprzez komorki
immunokompetentne reaktywnych form tlenu i wolnych rodnikow mogacych niszczy¢
komorki nowotworowe. Ponadto, ograniczeniu ulega aktywnos$¢ niektorych

cytostatykéw rowniez bazujacych na reaktywno$ci wolnych rodnikow tlenowych
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[Senthebane i in., 2017; Scharping, Delgoffe, 2016; Noman i in., 2015; Plaks
I in., 2015].

1.1.1.4. Stan zapalny

Chorobie nowotworowej nierozlacznie towarzyszy stan zapalny. W takim
srodowisku dochodzi do uszkodzen DNA, inaktywacji genow supresorowych, a takze
aktywacji lub zwigkszenia ekspresji szeregu czynnikéw i szlakow o charakterze
pronowotworowym.

W warunkach fizjologicznych stan zapalny jest zjawiskiem pozytywnym i ma na celu
pobudzenie i1 ukierunkowanie odpowiedzi immunologicznej. Powstaje na skutek
infekcji, uszkodzen tkanek, dziatania alergenéw 1 toksyn czy reakcji
autoimmunologicznej. Umozliwia on zwalczenie infekcji czy eliminacj¢ komorek
transformowanych. Poczatkowo pojawia si¢ lokalnie, obejmujgc obszar w ktorym
zostal zainicjowany. W miejsce odczynu zapalnego przyciagane sg neutroflie,
a nastgpnie makrofagi i komorki dendrytyczne (DCs, ang. dendritic cells). Wytwarzaja
one szereg czynnikow prozapalnych i chemotaktycznych powodujac rozszerzenie
stanu zapalnego na poziom uktadowy. Dochodzi do podwyzszenia temperatury ciala,
bolu, zaczerwienienia miejsca odczynu zapalnego. Stan ten nazywa si¢ ostrym stanem
zapalnym lub ostra reakcja zapalng [Gotab i in., 2015; Schetter i in., 2010; Fougere
i in.,, 2016]. Aby w organizmie zachowana zostala réwnowaga, musi by¢ on
wygaszony. Gdy wskutek zmian patologicznych, zespotow chorobowych
czy zaburzenia funkcjonowania okreslonych czynnikow nie dochodzi do jego
wygaszenia, pojawia si¢ chroniczny stan zapalny. Niesie ono za sobg Szereg zmian
w funkcjonowaniu okreslonych biatek, komorek, a w rezultacie catego organizmu.
Podczas chronicznego stanu zapalnego pojawia si¢ konstytutywna produkcja szeregu
mediatorow pronowotworowych. Dlatego tez prowadzi¢ on moze do rozwoju
| progresji nowotworu poprzez aktywacj¢ ztozonej grupy czynnikdw umozliwiajgcych
rozwdj i przetrwanie zmiany patologicznej w organizmie [Schetter i in., 2010; Samadi

i in., 2015].

21



proliferacja

uszkodzenia DNA inhibicja apoptozy
proliferacja angiogeneza
przezywanie migracja

inhibicja apoptozy inwazja

immunosupresja przerzutowanie

angiogeneza
migracja
inwazja MMPs
przerzutowanie M / HIF-1a mutacje
I'NF-g indukcja
7 < \ VEGE proliferacji
i i 7 angiogeneza
proliferacja {eytokin \ -
przezywanie ’ \ {RONS przerzutowanie
inhibicja apoptozy - inhibicja

migracja PI3K/Akt
gracy - — I/ proliferacji
apoptoza

= 16

inwazja
przerzutowanie \ \ .
—— iNOS
\ % proliferacja
rozwdj mikrosrodowiska { chemokiny ———> STAT3 PGE2 przezycie
proliferacja / angiogeneza
przeiycie \ TwistSnail ZEB migracja
inwazja Ras l przerzutowanie
przerzutowanie =
PTI 2 mutacje apoptoza
proliferacja immunomodulacja
inhibicja apoptozy w kicrunk.u
immunosupresja zwalezania
angiogeneza nowotworu
migracja
inicjacja i progresja inwazja
supresja i zwalczanie nowotworu przerzutowanie
guza

Ryc. 5. Molekularny mechanizm kancerogenezy indukowany chronicznym stanem zapalnym
[opracowanie wlasne]

NF-kB — czynnik jadrowy kB; COX-2 — cyklooksygenaza-2; PGE2 — prostaglandyna E2; iNOS —
indukowalna syntaza tlenku azoru; RONS — reaktywne formy tlenu i azotu; NO - tlenek azotu;
PI3K/Akt — szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu i kinazy Akt; PTEN — homolog tensyny i
fosfatazy, inhibitor PI3K/Akt; VHL - biatko Von Hippel-Lindau, inhibitor EMT; EMT -
przejscie epitelialno-mezenchymalne, proces nabycia przez komorki zdolnosci do migracji;
Twist/Snail/ZEB - szlaki molekularne indukujgce EMT; TNF-a — czynnik martwicy nhowotworu
a, cytokina pro-zapalna; MMPSs — metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej; HIF-1a —
podjednostka o czynnika indukowanego hipoksja; VEGF — czynnik wzrostu srédblonka naczyn,
czynnik proangiogenny

Podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi do przeksztalcenia
protoonkogenéw w onkogeny oraz inaktywacji gendw supresorowych. Ponadto,
dochodzi do konstytutywnej aktywacji czynnikow takich, jak: syntaza tlenku azotu 2,
zwana tez indukowalng (NOS2, INOS, ang. inducible nitric oxide synthase),
cyklooksygenaza-2 (COX-2, ang. cyclooxygenase-2) i  prostaglandyny,
5-lipooksygenaza (5-LOX, ang. 5-lipooxygenase), HIF-1a, czynnik jadrowy xB
(NF-xB, ang. nuclear factor «B), STAT, kinaza biatkowa aktywowana mitogenem
(MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), szlak kinazy-3 fosfatydyloinozytolu
(PI3K, ang. phosphatidylinositol 3-kinase) i kinazy Akt, czynniki wzrostowe (TGF- j3,
VEGF) czy cytokiny prozapalne (IL-1B, -6, -11, TNF-a) i chemokiny (CXCR4,
CXCLS (IL-8)). Powoduja one z jednej strony poglebienie stanu zapalnego, z drugiej
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za$ pehnig funkcje pronowotworowe poprzez tworzenie lokalnej immunosupres;ji (Ryc.
5) [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015; Hoesel, Schmid, 2013; Thompson i in.,
2015; Zimmers i in., 2016].

Do indukcji onkogendw i inhibicji gendw supresorowych dochodzi w wyniku
zmian epigenetycznych oraz uszkodzenia systemow naprawy DNA. Wiaze si¢ to
gléwnie z wytwarzaniem podczas stanu zapalnego reaktywnych form tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species) i wolnych rodnikow. Indukcja onkogendéw (np. ras)
z jednoczesng inaktywacjg genow supresorowych (p53, APC, pRb, PTEN, VHL)
prowadzi do inicjacji rozwoju nowotworu i jego progresji [Schetter i in., 2010; Samadi
I in., 2015].

Jednym z najwazniejszych czynnikow indukowanych podczas chronicznego
stanu zapalnego jest cyklooksygenaza-2. Jest to enzym zlokalizowany na retikulum
endoplazmatycznym, ktory katalizuje powstawanie prostaglandyn. Zaréwno COX-2,
jak 1 prostaglandyny, a w szczegdlnosci prostaglandyna E2 (PGEZ2, ang. prostaglandin
E2), sa kluczowymi czynnikami odgrywajacymi role w stanie zapalnym
i kancerogenezie. COX-2 ulega nadekspresji w nowotworze, tym silniejszej, im
wyzsze stadium klinicznego zaawansowania nowotworu. Cyklooksygenaza-2
i produkt jej aktywnosci, PGE2, indukuja mutacje w DNA, proliferacj¢ komorek
nowotworowych, angiogeneze, przerzutowanie, a takze hamuja apoptoze komorek
transformowanych nowotworowo. Wykazano réwniez, ze reguluja mikrosrodowisko
guza oraz uczestniczg w powstawaniu lokalnej immunosupresji. Do czynnikow
indukowanych przez COX-2 naleza NF-kB, STAT3 (uczestniczacy w progresji
nowotworu, indukcji czynnikdéw prozapalnych oraz kacheksji organizmu),
Twist/Snail/ZEB, posrednio takze biatka Rho [Schetter i in., 2010; Samadi i in., 2015;
Thompson i in., 2015; Zimmers i in., 2016].

COX-2 ulega wzajemnej aktywacji z syntazg tlenku azotu 2, zwanej tez indukowalng
(NOS2, iNOS). Gléwna rolg tego enzymu jest produkcja tlenku azotu (NO), bedacego
reaktywng forma azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species). Petni on szereg funckji
w komorce i organizmie. Przede wszystkim jest czasteczka sygnatowa. W kontekscie
nowotworu, NO moze peli¢ fukncje sprzyjajace jego rozwojowi (utatwiajc
przerzutowanie, indukowa¢ czynniki zaangazowane w migracje i inwazj¢) lub
ograniczajace go (indukcja odpowiedzi immunologicznej, apoptozy czy uszkadzanie
komorek nowotworowych) [Schetter i in., 2010; Vannini i in., 2015]. Zaréwno NO,

jak i inne reaktywne formy tlenu i azotu (RONS, ang. reactive oxygen and nitrogen
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species), petnia szereg funkcji w stanie zapalnym i rozwijajacym si¢ nowowotworze.
Przede wszystkim powoduja peroksydacje DNA, lipidow i bialek, prowadzac
do ograniczenia lub utraty ich funkcjonalnosci. Ponadto, peroksydacja DNA moze
prowadzi¢ do niestabilnosci 1 szeregu mutacji, ktore z jednej strony mogag okazac si¢
$miertelne dla komoérek nowotworowych, z drugiej za§ promowad progresje
i przerzutowanie. RONS wptywaja takze na procesy komorkowe: indukujg lub hamuja
proliferacje, aktywuja szlak apoptozy oraz pobudzajg angiogeneze¢ [Schetter i in.,
2010; Thompson i in., 2015; Brenner i in., 2014].

Podczas stanu zapalnego uwolniony zostaje szereg cytokin i chemokin.
Cytokiny moga dziata¢ prozapalnie lub przeciwzapalnie, a rownowaga mi¢dzy nimi
reguluje réwniez odpowiedz immunologiczng. Podczas chronicznego stanu zapalnego
dochodzi do nadekspres;ji cytokin prozapalnych, w szczegdlnosci TNF-o oraz IL-1
i IL-6 [Samadi i in., 2015; Thompson i in., 2015]. Z kolei chemokiny, a szczegolnie
CXCL8 (inaczej IL-8), CXCL1 czy CXCL6, powoduja $cigganie neutrofilow
w miejsce odczynu zapalnego, ktore w mikrosrodowisku guza petnig funkcje
pronowotworowe poprzez wydzielanie szeregu czynnikéw, m. in. MMP-9 [Thompson
I in., 2015]. Ponadto, chemokiny mogg indukowac proliferacje, przezycie i migracjg
komorek, a takze regulowa¢ odpowiedz immunologiczng przeciwko nowotworowi
[Samadi i in., 2015].

Czynnikiem petnigcym szereg funkcji pronowotworowych, a indukowanym
podczas chronicznego stanu zapalnego jest takze kinaza Akt. Aktywowana jest ona
przez PI3K, ktéra z kolei indukowana jest przez receptorowe kinazy tyrozynowe
(RTKs, ang. receptor tyrosine kinase). Szlak PI3K/Akt uczestniczy w inhibicji
apoptozy, indukcja proliferacji czy migracji i czynnikow je regulujacych [Samadi i in.,
2015; Brown, Banerji, 2017]. W $rodowisku zapalnym Akt indukuje NF-kB, iNOS,
TNF-a, IL-6 i -17 [Samadi i in., 2015].

1.1.2. Proces kancerogenezy

Kancerogeneza jest to proces opisujacy rozwoj nowotworu. Podzielony zostat
na 3 etapy: inicjacje, promocj¢ i progresje. Niekiedy wyrdzniany jest takze etap
preinicjacji, czyli narazenia komorek lub organizmu na dziatanie kancerogenow (Ryc.

6) [Kordek i in., 2007; Gotab i in., 2015].
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Ryc. 6. Mechanizm kancerogenezy i przerzutowania [opracowanie wlasne]

Podczas inicjacji procesu nowotworowego, w wyniku dzialania czynnika
rakotworczego, dochodzi do zmian w materiale genetycznym komorki. Prowadzi to
do powstania tzw. komorki zainicjowanej. Wskutek mutacji nastepuje inaktywacja
genow supresorowych, ktérych produkty biatkowe, takie jak p53, pRb czy APC,
przeciwdziatajg pojawieniu si¢ komoérek zainicjowanych. Z drugiej strony, nadmiernie
aktywowane sg protoonkogeny, stajac si¢ onkogenami. Biatka przez nie kodowane
(np. biatka Ras, Raf, Wnt, Myc, czynniki wzrostowe) biorg udziat w szeregu procesow,
takich jak proliferacja, apoptoza, angiogeneza oraz migracja [Kordek i in., 2007;
Golab i in., 2015; Barrett, 1993; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009; Siddiqui

25



I in., 2015]. Zmiany w materiale genetycznym komorki mogg przybieraé postac
zarbwno mutacji punktowych, jak réwniez aberracji chromosomalnych.
Do transformacji nowotworowej prowadzi¢ mogg takze zmiany epigenetyczne DNA
[Kordek i in., 2007; Croce, 2008; Markowitz, Bertagnolli, 2009].

Na tym etapie dochodzi takze do zaburzenia rownowagi mig¢dzy biatkami pro-
1 antyapoptotycznymi. Skutkiem tego zjawiska moze by¢ zmniejszenie ilosci lub
aktywnosci biatek promujacych apoptoze, jak rowniez moze dojs¢ do zwigkszenia
potencjatu biatek hamujacych ten proces [Kordek i in., 2007; Croce, 2008]. Ponadto,
w komorkach nowotworowych dochodzi do inaktywacji genow stabilizujacych DNA,
tzw. systemoéw naprawczych DNA. Do najwazniejszych z nich nalezg: MMR
(naprawa nieprawidtowo sparowanych zasad, ang. mis-match repair), NER (naprawa
przez wycinanie nukleotydu, ang. nucleotide-excision repair) i BER (naprawa przez
wycinanie zasady, ang. base-excision repair). W prawidlowej komorce systemy te
odwracaja punktowe mutacje w materiale genetycznym, natomiast ich wylaczenie
w komorkach nowotworowych umozliwia pojawienie si¢ aberracji prowadzacych
do kancerogenezy [Kheirelseid i in., 2013].

Pierwsza linig obrony organizmu przed nowotworem jest aktywno$¢ genow
supresorowych, gtownie biatka p53 (Ryc. 7). Hamuje ono cykl komérkowy, indukuje
systemy naprawy DNA, a w skrajnym przypadku promuje apoptoze [Kheirelseid i in.,
2013; Simabuco i in., 2018]. O tym, jak wazne jest biatko p53 w ochronie przez
kancerogenezg §wiadczy fakt, iz w wigkszosci nowotwordw jest ono nieaktywne.
Oznacza to, ze dopiero gdy zostanie inaktywowane, moze doj$s¢ do rozwoju
nowotworu. Inaktywacja biatka p53 moze zachodzi¢ poprzez mutacje w genie TP53,
jak réwniez poprzez zwigkszenie aktywnosci biatka MDM2, degradujacego p53
[Kheirelseid i in., 2013; Simabuco i in., 2018; Labuschagne i in., 2018].

Ostatnig linig obrony organizmu przed kancerogenezg jest aktywnos¢ uktadu
odpornosciowego. Wzajemne relacje srodowiska guza oraz uktadu immunologicznego
okreslono jako immunoredagowanie. Proces ten sklada si¢ z trzech etapow.
W pierwszym, nazwanym etapem eliminacji, komérki immunokompetentne, gtownie
limfocyty T i1 komorki NK (tzw. naturalni zabojcy, ang. natural killers), zwalczaja
nowotwor. W kolejnym etapie, dochodzi do powstania stanu rownowagi miedzy
nowotworem 1 uktadem odpornosciowym. W ostatnim, trzecim, etapie, przewage
nabywa proces nowotworowy, prowadzac do ucieczki spod nadzoru

immunologicznego [Gotab i in., 2015; Swann, Smyth, 2007].
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Ryc. 7. Mechanizm aktywno$ci bialka p53 [opracowanie wlasne]

W wyniku zaj$cia uszkodzen DNA dochodzi do aktywacji bialka p53. Jego aktywnos¢ skutkuje
zahamowaniem cyklu komérkowego i proliferacji oraz aktywacja systeméw naprawy DNA (I).
Jezeli nie moze doj$¢ do naprawy bledéw w DNA, bialko p53 powoduje aktywacje bialek
proapoptotycznych, indukujac tym samym programowana Smier¢ komoérkowa (II). W sytuacji,
gdy apoptoza nie moze zaj$¢ lub biatko p53 zostalo inaktywowane, dochodzi do zwalczania
zmienionych komérek przez uklad immunologiczny (I1I)

Bad — bialko proapoptotyczne; Bcl-2 — bialko antyapoptotyczne; cyt. ¢ — cytochrom ¢, czynnik
uwalniany z mitochondrium, indukujacy proces apoptozy

Nadaktywne onkogeny powoduja, iz komorka zainicjowana uzyskuje
przewagg proliferacyjna, tj. ulega podzialom szybciej, niz komorki prawidlowe. W ten
sposob powiela swoj fenotyp, przerastajac tkanki prawidlowe. Nastepuje kumulacja
mutacji, a komorka zainicjowana staje si¢ komorka nowotworowg. Etap ten nosi
nazw¢ promocji | w trakcie jego trwania ksztaltuje si¢ struktura guza. Wraz
z podziatami komorkowymi zwigksza on swoja objeto$¢ oraz zaczyna naciekaé
sasiednie tkanki. W wyniku ekspresji okreslonych czynnikoéw: VEGF, erytropoetyny
czy iINOS, dochodzi do powstawania nowych naczyn krwiono$nych. Naczynia te
z jednej strony odzywiaja guz, z drugiej za§ stanowig droge ucieczki komorek
Z miejsca pierwotnego i utworzenia przerzutow. Dochodzi do tego w etapie progresji,
kiedy komorki nowotworowe nabywaja dodatkowe cechy, umozliwiajace okreslone;j
populacji komorek opuszczenie guza pierwotnego 1 migracje wraz z krwig lub limfa
do narzadow odlegtych [Kordek i in., 2007; Barrett, 1993; Siddiqui i in., 2015;
Markowitz, Bertagnolli, 2009; Schetter i in., 2010].
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Wraz z postgpem kancerogenezy, promowana jest nadmierna proliferacja
komorek, za$ coraz silniejszej presji podlega apoptoza. Ponadto, komorki produkuja
wysokie stezenia czynnikéw zwigzanych ze stanem zapalnym (np. COX-2), w wyniku
czego nasila si¢ on. Wickszego niz dotychczas znaczenia nabywa immunosupresja
mikrosrodowiska guza, co zwicksza jego oporno$¢ na dziatanie uktadu
odpornosciowego [Kordek i in., 2007; Schetter i in., 2010].

W ostatnim etapie kancerogenezy dochodzi do metastazy, czyli uwolnienia
komorek z guza pierwotnego, wedrowka w ptynach ustrojowych, a nastepnie
utworzenie guza wtornego w odleglym narzadzie. Przerzutowanie jest procesem
wieloetapowym 1 skomplikowanym, ktory podlega wieloczynnikowej regulacji.
Do powstania przerzutu odleglego przyczyniajg si¢ takie czynniki, jak stan zapalny

czy hipoksyjne, zakwaszone mikrosrodowisko [van Zijl i in., 2011].

1.1.3. Mechanizm przerzutowania

Istniejg rézne hipotezy wyjasniajace powstanie przerzutu nowotworowego.
Jedne z nich zakltadaja, iz komorki gotowe do przerzutowania wytwarzaja czynniki
sygnalne, majace na celu uformowanie $rodowiska do powstania guza wtdrnego.
Wedlug innych to powstale wczesniej Srodowisko wysyta czastki sygnalne,
indukujace zmiany w komorkach, prowadzace do nabycia fenotypu migracyjnego.
Niemniej jednak, istotnym jest wytworzenie odpowiedniej niszy wtornej by komorki
nowotworowe mogly zasiedli¢ odlegly organ. Ponadto, kazdy typ nowotworu
przerzutuje do okreslonych organdw. W przypadku raka jelita grubego sa to watroba,
pluca, rzadzie] m6zg. Mechanizm odpowiadajacy za taka selektywno$¢ nie jest jeszcze
do konca poznany. Podejrzewa si¢, iZ nowotwory przerzutuja do miejsc, w ktorych
powstata nisza wtorna bedzie odpowiada¢ wymaganiom komorek pochodzacych
z guza pierwotnego pod katem odpowiedniej anatomii, czynnikéw adhezyjnych
(np. integryn), chemokin, cytokin czy czynnikow wzrostu [Geiger, Peeper, 2009;
Brooks i in., 2010; Jiang i in., 2015; van Zijl i in., 2011].

Przerzut nowotworowy jest procesem wieloetapowym. Kluczowa role
odgrywa mikrosrodowisko nowotworu poprzez wytworzenie czynnikow
indukujacych okreslone zmiany w komorkach. W wyniku tego, dochodzi do przejscia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT, ang. epithelial-mesenchymal transition),

procesu, podczas ktorego komodrki nowotworowe nabywaja fenotyp migracyjny.
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Komorki takie zdolne sa opusci¢ guz pierwotny oraz dokona¢ inwazji pobliskiej
tkanki. Wnikaja one do naczyn krwiono$nych (intrawasacja), ktorymi docieraja
do innych organdéw, a nastepnie opusczajag krwiobieg (ekstrawasacja). Dochodzi
do lokalnej inwazji, kolonizacji tkanki, a nastgpnie zagniezdzenia komorek

w powstalej wczesniej niszy wtornej [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in., 2011].

1.1.3.1. Mikrosrodowisko a przerzut

Wplyw niszy nowotworowej na komorki jest jednym z kluczowych etapow
kancerogenezy. Z jej udziatem dochodzi bowiem do inicjacji okreslonych szlakow
prowadzacych do nabycia przez komoérki odpowiednich cech. Mikrosrodowisko
oddziatywuje na kazdy z etapow przerzutowania, od modulacji adhezji komorek,
ich uwolnienia z guza, poprzez migracj¢ i inwazje, az do osiaggnigcia niszy wtorne;.
Czynny udzial w tych procesach biorg komoérki mikrosrodowiska, CAFs, TAMs oraz
TANS, Tregs czy MDSCs, ktére poprzez wytwarzane czynniki prometastatyczne:
HIF-1, COX-2, czynniki wzrostowe (EGF, FGF, HGF, PDGF, VEGF, TGF-B, czynnik
wzrostu tkanki tacznej (CTGF, ang. connective tissue growth factor)), proteazy
(MMPs, proteazy cysteinowe (katepsyny) i serynowe (w tym czynnik biorgcy udziat
w aktywacji MMPs, urokinazowy aktowator plazminogenu (uPA, ang. urokinase
plasminogen activator)) czy cytokiny (IL-1a, IL-8, IL-10) oraz chemokiny (CXCL12)
regulujg mobilnos¢ komorek transformowanych [Geiger, Peeper, 2009; van Zijl i in.,
2011; Guan, 2015; Jiang i in., 2015; Butera i in., 2018; Zhang D. i in., 2018].

1.1.3.2. Stan zapalny a przerzut

Stan zapalny nie zawsze jest wyznacznikiem pojawienia si¢ zmiany
patologicznej, lecz w praktycznie wszystkich guzach nowotworowych odnotowuje si¢
podwyzszony odczyn zapalny. Ostry stan zapalny sprzyja zwalczaniu choroby,
gdy jednak nie zostaje on wygaszony, rozwija si¢ w forme chroniczng. Do §rodowiska
zapalnego naptywaja komoérki immunokompetentne (TAMs, TANs czy MDSCs),
ktore ulegaja modyfikacji w mikrosrodowisku guza. Wraz z komorkami zrgbu guza
wytwarzajg one szereg czynnikOw sprzyjajacych progresji nowotworu: cytokiny
i chemokiny (TNF-a, IL-6 oraz IL-8 (CXCLS8)), VEGF, uPA oraz MMPs,
COX-2/PGE2, Wnt czy PI3K/Akt. Czynniki te sprzyjaja nabywaniu przez komorki
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nowotworowe zdolno$ci migracyjnych w procesie przejscia epitelialno-
mezenchymalnego. Ponadto, podczas chronicznego stanu zapalnego dochodzi
do uposledzenia odpowiedzi immunologicznej, co dodatkowo sprzyja tworzeniu

przerzutéw [Brooks i in., 2010; Dominguez i in., 2017; Qian, 2017].

1.1.3.3. PrzejScie epitelialno-mezenchymalne (EMT)

W pierwszym etapie przerzutowania, dochodzi do nabycia przez komorki
zdolnosci do migracji. Proces ten nosi nazwe przejscia epitelialno-mezenchymalnego.
Nieruchliwe, epitelialne komorki raka, poprzez zmiang ekspresji okreslonych biatek,
ostabionej adhezji czy polarnosci komorki, nabywaja cech komorek mezenchymanych

(Ryc. 8).

naciekanie
( tkanek
EMT
- zajecie weztow
[ —_— —— chtonnych
komoérka komorka
epitelialna mezenchymalna ' ; _—>
E-kadheryna N-kadheryna '. {
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Ryec. 8. Przejscie epitelialno-mezenchymalne [opracowanie wlasne]

EMT indukowane jest przez szereg molekut, pochodzacych gtownie z TME,
do ktorych naleza: czynniki wzrostowe (EGF, HGF, FGF, PDGF, VEGF, TGF-p),
MMPs, HIF-1, NF-xB, cytokiny (IL-6, IL-8, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagow (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor), TNF-a), chemokiny (CXCR1, CCL2, CCLS5, CCL17, CCL18)

czy miRNA. Przejscie epitelialno-mezenchymalne moze by¢ takze aktywowane

30



zakwaszeniem mikro$rodowiska i1 hipoksji, a takze rozwijajacym si¢ stanem
zapalnym. Do gtownych szlakow molekularnych regulujacych EMT nalezg Twist,
Snail, Slug oraz ZEB1 (homeoboks 1 wigzacy kasete E palca cynkowego),
ktore z kolei moga podlega¢ pozytywnej regulacji przez szlaki: brachyury,
PISK/Akt/mTOR, Ras, Myc, Wnt, Notch, Shh (ang. Sonic hedgehog), NF-kB czy
COX-2 [Ye, Weinberg, 2015; Zhang D. i in., 2018; Tam, Weinberg, 2013;
Kessenbrock i in., 2010; Fuxe, Karlsson, 2012; Dominguez i in., 2017; Suarez-
Carmonaii in., 2017; Dalla Pozza i in., 2018; Singh i in., 2018]. Z kolei do czynnikow
hamujacych EMT naleza: biatko P53, E-kadheryna czy inhibitor szlaku PI3K/Akt —
PTEN (Ryc. 9) [Li, Li, 2015].

Komorki nowotworowe na wczesnych etapach rowoju raka zachowuja cechy
komorek epitelialnych: sa nieruchliwe, charakterystyczna jest dla nich ekspresja
E-kadheryny (CDH1, ang. cadherin 1), cytokeratyn oraz ZO-1 (zonula occludens 1).
CDH1 zakotwiczona jest w btonie komorkowej; zewnatrzkomorkowa domeng taczy
si¢ z kadheryng sasiedniej komorki, uczestniczac w tworzeniu potaczen
migdzykomoérkowych typu zwierajacego. Domena wewnatrzkomorkowa pelni za$
funkcje regulacyjne, posiada bowiem miejca wigzania gtdéwnie z kateninami, w tym
B-katening. W ten sposéb hamuje aktywno$¢ szlaku Wnt/B-katenina, zaangazowanego
w progresj¢ nowotworu i przerzutowanie. W wyniku EMT, epitelialne komorki
nowotworowe nabywaja cech komoérek mezenchymalnych, dla ktorych
charakterystyczna jest wysoka aktywnos¢ i ilos¢ N-kadheryny (CDH2), wimentyny
czy a-SMA. Zmniejszenie ekspresji CDH1 na rzecz CDH2 nosi nazwe przelaczenia
kadherynowego. Prowadzi to do zmniejszenia adhezji migdzy komoérkami
oraz komorkami a macierzg zewnatrzkomorkowa (ECM, ang. extracellular matrix).
Ponadto, nastgpuje zmiana polarnosci komorki, dzigki czemu nabywa ona zdolnos$ci
do ruchu [Zeisberg, Neilson, 2009; Ye, Weinberg, 2015; Li, Li, 2015]. Obnizona
ekspresja CDHI powoduje odlaczenie PB-kateniny i jej translokacje do jadra
komoérkowego, gdzie indukuje ekspresje gendéw zaangazowanych w progresje
nowotworu. Z kolei, indukcja CDH2 prowadzi do przearanzowania cytoszkieletu
oraz tworzenia protruzji czyli lamellipodiow, umozliwiajacych ruch komorki, jak
rowniez inwadiopodiéow, odpowiedzialnych za naciekanie podbliskich tkanek.
W procesie tym, uczestniczg biatka z rodziny Rho, ktorych zwigkszenie ekspres;ji jest
wynikiem EMT. Zatem komorki, ktére przeszty EMT, zdolne sa do ruchu, jak rowniez

do uwolnienia z guza nowotworowego i migracji wgtab tkanki [van Zijl i in., 2011].
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EMT w kancerogenezie jest oznaka progresji nowotworu. Przejscie
epitelialno-mezenchymalne moze by¢ rowniez przyczyng opornosci komorek
nowotworowych na leczenie chemiczne i1 radiacyjne oraz skutkowaé nawrotami
choroby [Ye, Weinberg, 2015]. EMT, poprzez szlak molekularny Snail, przyczynia
si¢ do immunosupresji limfocytow T cytotoksycznych oraz, poprzez indukcj¢ zmiany
ekspresji antygendéw zgodnosci tkankowej (MHC), ucieczki nowotworu spod nadzoru
uktadu immunologicznego [Kudo-Saito i in., 2009; Akalay i in., 2015; Terry i in.,
2017; Dominguez i in., 2017].

przelaczenie

E T \
=
-u AU
g; \ﬂ\.. 1E
=
P000e
n”.,. ood,.
......"‘0 ..'...'..
o o
oy

kcsxsp \\
\
l!uchynry\ “‘““s e““ﬂ

j \\ hlpermntylnqu 0

Akt
AN “Gekateaine \ jadro
PI3K komoérkowe

\ deacetylacja metylacja

PTEN
T —— gen E-kadheryny

Ryec. 9. Molekularny mechanizm regulacji EMT [opracowanie wlasne]
PRC2, SET8 — metyltransferazy histonowe

Przejscie epitelialno-mezenchymalne zachodzi w warunkach fizjologicznych

w zyciu zarodkowym oraz w regeneracji tkanek, uczestniczac w procesach organo-

i morfogenezy. W nowotworach wykorzystywane jest jednak w celu zmiany fenotypu
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komorek, co umozliwia progresje i tworzenie przerzutow [Zeisberg, Neilson, 2009;
Ye, Weinberg, 2015].

Oprocz EMT, zaobserwowano takze przejscie kolektywno-ameboidalne
(CAT, ang. collective to ameboid transition) w przypadku miesaka, czerniaka,
chloniaka, a takze raka piersi, ptuca czy prostaty oraz przej$cie mezenchymalno-
ameboidialnego (MAT, mesenchymal to ameboid transition), wystepujace w raku
piersi, czerniaku czy wtokniakomigsaku. Oba mechanizmy prowadza do nabycia przez
komorke zdolnosci do ruchu ameboidalnego. Charakteryzuje si¢ on utrzymaniem
stabilnego ksztaltu komorek, ktorych mobilno$¢ opiera si¢ na przeciskaniu si¢ przez
wiokna ECM bez proteolitycznego trawienia. Ruch ameboidalny jest bardziej
pierwotny niz mezenchymalny, zachodzi jednak szybciej, a takze jest niezalezny
od MMPs. Kluczowy udziat w migracji, czy to w przypadku ruchu mezenchymalnego,
zaleznego od EMT, czy ameboidalnego, odgrywaja biatka Rho [van Zijl i in., 2011,
Guan, 2015; Simiczyjew i in., 2018]. Oprocz mezenchymalnego i ameboidalnego,
trzecim typem ruchu komorek jest mechanizm kolektywny. Komoérki migruja
W postaci zgrupowan, a potgczone sg ze sobg poprzez integryny [Geiger, Peeper, 2009;
Friedl, Alexander, 2011; Guan, 2015].

1.1.3.4. Uwolnienie komorek z guza, inwazja

W wyniku spadku ekspresji E-kadheryny i wzrostu N-kadheryny, jak rowniez
innych markeréw komorek mezenchymalnych, takich jak o-SMA, wimentyna
czy fibronektyna, dochodzi do zmiany polaryzacji komorki i ostabieniu jej potaczen
z komorkami sgsiednimi oraz macierza zewnatrzkomorkowa. Ponadto, proteazy
obecne w mikrosrodowisku guza, glownie metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej 1 adamlizyny moga wytrawia¢ biatka powierzchniowe,
dodatkowo ostabiajac adhezje komorek [Friedl, Alexander, 2011]. W konsekwencji,
komorki nowotworowe mogg uwolni¢ si¢ z guza pierwotnego i migrowa¢ w glab
tkanki wykorzystujac lub nie system proteazowy. Sam ruch mozliwy jest dzigki
aktywnos$ci bialek Rho, szczegolnie Rac i RhoA, ktére dokonuja przeksztatcenia
cytoszkieletu aktynowego [Friedl, Alexander, 2011].

W prawidlowych warunkach, gdy dochodzi do odlgczenia si¢ komorki
od macierzy zewnatrzkomoérkowej, aktywowane s3 czynniki pro-apoptotyczne,

gléwnie biatko Bel-XL oraz uktad Fas/FasL. Konsekwencja tego zjawiska jest Smier¢
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komorki na drodze apoptozy uwarunkowanej brakiem adhezji czyli anoikis. Komorki
nowotworowe unikajg tego mechanizmu, a kluczowa rolg odgrywaja tutaj integryny,
aktywujace kinaze kontaktow ogniskowych (FAK, ang. focal adhesion kinase), kinazg
Src oraz MAPK/ERK1/2 (kinaza 1/2 regulowana sygnalem zewnatrzkoméorkowym,
ang. extracellular signal-regulated kinase 1 and 2). Dochodzi do fosforylacji kinazy
PI3K, aktywujacej Akt i inhibicji kaspazy-3, tzw. wykonawczej (efektorowej),
zapoczatkowujgcej proces apoptozy [Geiger, Peeper, 2009; Guan, 2015; Ramesh i in.,
2009; Sakamoto, Kyprianou, 2010].

integryna

APOPTOZA

Ryec. 10. Regulacja unikania przez komoérki nowotworowe anoikis [opracowanie wlasne]
FAK - kinaza adhezji fokalnej; Src — kinaza; Bim — bialko pro-apoptotyczne; RTK —
receptorowa kinaza tyrozynowa

Komorki, ktore uwolnity si¢ z guza pierwotnego i uniknety anoikis moga
migrowa¢ w glebsze warstwy tkanki. W poruszaniu si¢ komorki kluczowg role
odgrywaja biatka Rho, umozliwiajace przeksztatcanie cytoszkieletu na drodze
regulacji wtokien aktynomiozyny.

W  procesie przerzutowania najczesciej] wykorzystywany jest przez komorki
mezenchymalny mechanizm ruchu [Simiczyjew i in., 2018; Friedl, Alexander, 2011;
Guan, 2015].
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W pierwszym etapie ruchu mezenchymalnego dochodzi do polaryzacji
aktyny 1 jej polimeryzacji. Tworzg si¢ lamellipodia na krawedzi wiodacej komorki.
Nastepnie, w rejonie lamellipodiow wyksztatcaja si¢ filopodia, rekrutujace czynniki
adhezyjne oraz odbierajagce bodzce podczas migracji. W wyniku ich interakcji
z biatkami macierzy zewnatrzkomoérkowej dochodzi do lokalnej adhezji. W czesci
bazalnej komorki, wytworzone zostajg struktury przejsciowe, inwadiopodia, zwigzane
z aktywnoscig proteaz. Bialka macierzy ulegaja degradacji, a komorka przemieszcza
sie¢. W wyniku skracania witokien aktyny, z udzialem biatek Rho, dochodzi
do wytworzenia wewnatrz komorki sil, ktoére pozwolg na jej mobilnos¢. Z kolei,
zmniejszenie sit adhezji na krawedzi dystalnej komorki powoduje retrakcje ,,ogona”.
Komorka zostaje przygotowana do kolejnego cyklu ruchu (Ryc. 11) [Guan, 2015;
Friedl, Alexander, 2011; Singh i in., 2018; Simiczyjew i in., 2018].

wytworzenie

inwadiopodidw,
wytworzenie wydzielenie depolimeryzacja
tworzenie filopodiow, proteaz, aktyny, skrocenie ,,ogona™
lammelipodiow adhezja trawienie ECM ruch komérki (depolimeryzacja aktyny)
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Ryc. 11. Mechanizm mezenchymalnego ruchu komoérki [opracowanie wlasne; zdjecia wlasne]

1.1.3.5. Transport naczyniami krwiono$nymi

Pierwsza bariera dla migrujacych komorek nowotworowych jest btona
podstawna (BM, ang. basement membrane). Jest to struktura oddzielajaca nabtonek
od lezacej pod nim tkanki lacznej. Oddziela ona tkanke nablonkowa pod katem
anatomicznym, fizjologicznym czy molekularnym, a takze zapewnia odporno$¢
mechaniczng. BM jest wyspecjalizowang odmiang ECM, zbudowang gltownie
z kolagenu, fibronektyny, witronektyny czy lamininy. Moze ona by¢ przekroczona
przez komorki tylko w szczegdlnych przypadkach. Jednym z nich jest proces
metastazy przebiegajacy z udzialem enzymow proteolitycznych, gtownie MMPs

[Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].
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Migrujace komorki nowotworowe, osiagajac naczynie krwiono$ne, ulegaja
adhezji do jego $ciany wykorzystujac w tym celu czastki adhezyjne, gldwnie z grupy
integryn. Nastepnie, wydzielaja enzymy proteolityczne, gtéwnie MMPs. Lokalnie
wytrawiajg blone podstawng $ciany naczynia i przenikajg do jego Swiatta [Brooks
I in., 2010; Singh i in., 2018]. Proces ten nosi nazwe intrawasacji. Komorki moga
wnika¢ do krwiobiegu takze z wcze$niej zajetego uktadu chtonnego wykorzystujac
zespolenia naczyniowo-limfatyczne katow zylnych utworzonych z potgczenia zyt
szyjnych i zyl podobojczykowych. Infiltrowane mogg by¢ takze naczynia okalajgce
sam guz nowotworowy, a wytworzone podczas procesu angiogenezy [Geiger, Peeper,
2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018]. Komoérki nowotworowe mogg infiltrowaé
do naczyn takze w wyniku mechanizmu niezaleznego od proteaz. Odbywa si¢ to
na drodze aktywnosci biatek Rho, ktore przeksztatcajac cytoszkielet, umozliwiaja
komorkom nowotworowym przenikanie przez przestwory migdzykomorkowe [Singh
i in., 2018].
W krwiobiegu, komorki nowotworowe sa bardziej niz w tkankach naraZone
na aktywno$¢ uktadu immunologicznego oraz sily mechaniczne. Okoto 1 komorka
na 1000 jest w stanie przezy¢ w krwiobiegu. Jednakze okolo milion komoérek
transformowanych nowotworowo moze wnikna¢ do naczyn w ciaggu doby. Stad tez,
mimo iz relatywnie niewielka liczba tych komorek przetrwa w krazeniu to jest w stanie
zainicjowa¢ powstanie guza wtornego. Do mechanizméw obrony komorek
nowotworowych przed ukladem odpornosciowym gospodarza nalezy agregacja
ze soba i z ptytkami krwi [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in., 2010; van Zijl i in., 2011,
Singh i in., 2018; Blazejczyk i in., 2015; Vanharanta, Massagué, 2013].
Po osiggnigciu miejsca docelowego, komorki nowotworowe ulegaja adhezji do $ciany
naczynia krwiono$nego, wytrawiaja ja, a nastgpnie opuszczaja krwiobieg. Jest to
proces ekstrawasacji. Od tego momentu nast¢puje lokalna inwazja prawidtowej tkanki,
odlegtej od pierwotnego miejsca rozwoju guza [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in.,
2010; Singh i in., 2018].
Do czynnikéw regulujacych intra- 1 ekstrawasacj¢ oraz przezycie komorek
w krwiobiegu nalezg migdzy innymi: czynniki wzrostowe (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
TGF-B), HIF-1, proteazy (UPA, MMPs), N-kadheryna czy integryny [Geiger, Peeper,
2009; Brooks i in., 2010; Singh i in., 2018].

Najczestsza drogg osiggania niszy wtornej przez komorki nowotworowe sg

naczynia krwionos$ne. Jednakze, wyrdzni¢ nalezy takze szlak limfatyczny oraz
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transcelomiczny poprzez jamy ciata. Szlakiem transcelomicznym komorki raka jelita
grubego naciekaja, zotadek, nerki, prostate, jajniki czy szyjke macicy (Ryc. 12)
[Geiger, Peeper, 2009; Jiang i in., 2015].

otrzewna

otrzewna

komorki
mezotelialne

i kwas
hialuronowy z
(mezotelium) / otrzewnej

/i .
3 A adhezja
. poprzez CD44—__,
jelito grube (nowotwor)

Ryc. 12. Transcelomiczny mechanizm przerzutowania (poprzez jamy ciala) [opracowanie
wlasne]

Komorki uwolnione z guza pierwotnego ulegaja adhezji do mezotelium otrzewnej (tkanka
nablonkowa wyscielajaca otrzewng) za sprawg czynnikéw adhezyjnych: CD44 ze strony
nowotworu i kwasu hialuronowego ze strony mezotelium. Tak utworzony guz moze nacieka¢
pobliskie tkanki i organy oraz przerzutowa¢é do nich

1.1.3.6. Lokalna inwazja, MET, utworzenie guza wtornego

Po osiggnieciu miejsca wtoérnego, komoérki nowotworowe rozpoczynaja
migracj¢ w glebsze warstwy tkanki. Osiggajac nisze wtérng, osiedlaja si¢ tam
i przechodza process odwrotny do EMT, czyli przejscie mezenchymalno-epitelialne
(MET, ang. mesenchymal-epithelial transition). Tracg wtedy zdolno$¢ do migracji
na rzecz adhezji i proliferacji. Indukcja MET zachodzi poprzez zatrzymanie
aktywnos$ci szlakow indukujagcych EMT, takich jak Snail czy Twist. Wynika to
z ograniczonej ilosci czynnikow regulujacych lub aktywujacych te szlaki, ktore

w wysokich stezeniach wystepowaly w niszy pierwotnej. Ponadto, dochodzi¢ moze
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nawet do catkowitego zahamowania tych szlakow poprzez czynniki obecne w niszy
wtornej. W wyniku tego dochodzi do przywrdcenia komérkom fenotypu epitelialnego,
z kluczowg rolg integryn [Guan, 2015; Friedl, Alexander, 2011; Brooks i in., 2010;
Singh i in., 2018].

Ryc. 13. Schemat klasycznego szlaku tworzenia przerzutu [opracowanie wlasne]

(I) Proteoliza ECM i BM. (II) Intrawasacja. (IIa) Infiltracja naczyn krwiono$nych okalajacych
guz lub limfatycznych poprzez wezly chlonne. (III) Ekstrawasacja. (IV) Lokalna inwazja,
utworzenie guza wtérnego

Aktywnos$¢ czynnikow takich jak HIF-1, HER2, FAK, czynnikow wzrostowych (EGF,
VEGF, TGF-B) ich receptoréw, chemokin (CXCR4, CCL2, CCLS5) czy MMPs,
prowadzi do finalnego uksztattowania niszy wtornej [Brooks i in., 2010; Blazejczyk
i in, 2015]. Poczatkowo, komorki tworzg tzw.  mikroprzerzut

(ang. micrometastasis), wchodza w faze Go cyklu komérkowego i utrzymywane sg
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w stanie uspienia, latencji, nawet przez wiele lat. W ten sposdb unikaja odpowiedzi
gospodarza i1 mogg proliferowa¢ w odpowiednim dla wzrostu momencie,
np. ostabionej odpornosci organizmu. Utworzony zostaje tzw. makroprzerzut
(ang. macrometastasis) i ksztattuje si¢ guz wtorny [Geiger, Peeper, 2009; Brooks i in.,
2010; Vanharanta, Massagué, 2013]. Istnieja takze¢ doniesienia 0 utworzeniu guza
wtornego w obrebie naczynia krwionosnego, bez ekstrawasacji komoérek. [Brooks
i in., 2010].

1.1.4.Regulacja procesu przerzutowania

Przerzutowanie jest procesem wieloetapowym 1 skomplikowanym.
Na kazdym etapie regulowane jest przez szereg czynnikéw. Do najwazniejszych
z nich, bedacych przedmiotem ponizszych badan, naleza: metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej, biatka Rho, jak réwniez cyklooksygenaza-2, bedaca
kluczowym onkogenem, odgrywajacym role¢ na kazdym etapie kancerogenezy.

Czynniki te ulegaja wzajemnej regulacji.

1.1.4.1. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPS)

Proteazy odgrywaja ogromng rol¢ w progresji nowotworu, a szczeg6lnie
proteazy serynowe (Kkalikreiny, plazmina), cysteinowe (katepsyny) oraz
metaloproteinazy (MMPs, ADAMs). Enzymy te pelnia r6zne funkcje
w kancerogenezie. Przede wszystkim odpowiedzialne sg za degradacje macierzy
zewnatrzkomorkowej. Pozwala to na ,,utorowanie” miejsca dla powigkszajacego si¢
guza, utworzenie przestrzeni dla migrujacych komorek czy przetamywanie barier,
takich jak $ciany naczyn czy btona podstawna. Ponadto, okreslone proteazy moga
aktywowac inne proteazy, a takze biorg udziat w aktywacji wielu czynnikéw — w tym
czynnikow wzrostowych — 1 szlakéw zwigzanych z kancerogeneza. Enzymy te
odpowiedzialne sg takze za trawienie bialek i receptorow powierzchniowych, dzigki
czemu moga zmniejsza¢ adhezje miedzy komoérkami oraz komoérkami a macierza
[Brooks i in., 2010; Friedl, Alexander, 2011; Mason, Joyce, 2011; Herszényi 1 in.,
2012].

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej nalezg do grupy hydrolaz,

podgrupy peptydaz (EC 3.4.24). Sa to zalezne od jondéw cynku Zn?* oraz wapnia Ca®*
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endopeptydazy, ktorych glowna rola jest proteolityczna obrobka bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej w celu przeksztatcania ECM. W warunkach fizjologicznych jest
to potrzebne podczas owulacji, implantacji zarodka, organogenezy i morfogenezy,
gojenia ran czy angiogenezy, a takze podczas stanu zapalnego. Komorki
nowotworowe wykorzystuja aktywno$¢ proteolityczng MMPs, a biatka te ulegaja
w nich nadekspresji [Ulisse 1 in., 2009; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012].
Obecnie znanych jest 28 MMPs (w tym 22 wystepuja u cztowieka), ktore podzielono
na grupy w zaleznosci od specyfiki aktywnos$ci proteolitycznej: kolagenazy,
zelatynazy, matrylizyny, stromielizyny, enamielizyny, elastazy, metaloproteinazy
blonowe oraz metaloproteinazy niesklasyfikowane (Tab. 1). Najwickszy udziat
w kancerogenezie i progresji nowotworu odgrywaja MMP-2 i -9 (zelatynaza A i B)
oraz posrednio MMP-14 (MT1-MMP), glownie poprzez interakcje z MMP-2 [KTrstic,
Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in., 2017].

Tabela 1. Podzial oraz specyfika aktywnosci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej

[opracowanie wlasne; na podstawie: Krstic, Santibanez, 2014; Cathcart i in., 2015; Cui i in.,
2017]

Klasa MMP Specyfika aktywnosci (substrat ECM)
MMP-1, MMP-8, Kolagen typu I, II, 111, IV V, yll, VI, X, zelatyna,
Kolagenazy agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna,

MMP-13, MMP-18 nidogen, serpiny

Kolagen typu I, 11, III, IV, V, VII, X, X1V, zZelatyna,

Zelatynazy MMP-2, MMP-3 agrekan, laminina, fibronektyna, nidogen
Kolagen typu 1V, X, Zelatyna, agrekan, laminina,
Matrylizyny MMP-7, MMP-26 fibronektyna, fibrynogen, witronektyna, elastyna,

enaktyna

Kolagen typu II, II1, IV, V, IX, X, XI, zelatyna,

MMP-3, MMP-10, agrekan, perlekan, laminina, fibronektyna, elastyna,

Stromielizyny MMP-11

nidogen
Enamielizyny MMP-20 Kolagen typu V, agrekan, amelogenina
Elastazy MMP-12 Kolagen typu IV, zelatyna, laminina, fibronektyna,
elastyna

MMP-14 (MT1-MMP),

Metaloproteinazy MMP-15 (MT2-MMP), Kolagen typu I, IV, zelatyna, agrekan, perlekan,

blonowe MMP-16 (MT3-MMP), laminina, fibronektyna, fibryna, witronektyna,
(MT-MI\V;PS) MMP-17 (MT4-MMP), elastyna, nidogen, N-kadheryna, siarczan
MMP-24 (MT5-MMP), chondroityny, siarczan dermatanu

MMP-25 (MT6-MMP)
MMP-19, MMP-21,
MMP-22, MMP-23,
MMP-27, MMP-28

Metaloproteinazy
niesklasyfikowane

Kolagen typu I, IV, zelatyna, agrekan, laminina,
fibronektyna, nidogen

Metaloproteinazy wszystkich klas wykazuja podobng budowe. Wspolna

dla wszystkich MMPs struktura zawiera: sekwencje sygnalowa na koncu
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N-terminalnym, ktora decyduje o lokalizacji proteazy, pro-domen¢ oraz domeng
katalityczng na C-koncu. Ponadto, wszystkie MMPs z wyjatkiem matrylizyn (MMP-7
I -26) posiadajg biatkowy tacznik oraz dolgczong za jego sprawa domeng
hemopeksyny, ktora odpowiada za interakcje migdzy biatkami, dzigki czemu
,hakierowuje” MMPs na specyficzny substrat. Metaloproteinazy macierzy
produkowane sg w formie zymogenu, a brak ich aktywnosci jest wynikiem interakcji
reszty cysteinowej obecnej w pro-domenie z jonem cynku domeny katalitycznej, przez
co dostep do tej drugiej jest zablokowany. W wyniku proteolizy dochodzi do usunigcia
pro-domeny, dzigki czemu czasteczka zmienia swoja konformacje 1 uzyskuje
aktywno$¢ enzymatyczng (tzw. przelaczenie cysteinowe). Niektore metaloproteinazy
macierzy moga posiada¢ dodatkowe elementy strukturalne, takie jak domena
fibrynopodobna (MMP-2 i -9), domena witronektynopodobna czy domena
immunoglobulinopodobna bogata w cysteing i proling (MMP-23), ktére moga
zmienia¢ aktywnos¢ MMPs. Metaloproteinazy membranowe, z kolei, posiadaja
domeny kotwiczgce je w btonie — domeng transmembranowa (MMP-14, -15, i -16) lub
GPIl - glikozylofosfatydyloinozytol (MMP-17 i -25) [Kessenbrock i in., 2010;
Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017].

MMPs sa produkowane i wydzielane przez komorki w postaci zymogenu,

pro-MMP. Do ich aktywacji dochodzi pod wptywem proteaz (uPA, katepsyna B i G,
rodziny peptydaz zwigzanych z kalikreing (KLKs, ang. kallikrein-related peptidases),
samych MMPs (aktywna MMP moze aktywowa¢é MMP innego typu)), w wyniku
autoaktywacji oraz oksydacji przez reaktywne formy tlenu [Kessenbrock i in., 2010;
Mason, Joyce, 2011; Sotiropoulou i in., 2009].
Klasycznym mechanizmem aktywacji MMPs jest odcigcie podjednostki pro-,
co katalizowane jest przez przeksztatcenie plazminogenu do plazminy. To z kolei
regulowane jest przez szereg czynnikow, takich jak tkankowy aktywator
plazminogenu (tPA, ang. tissue plasminogen activator), katepsyna B czy KLKs.
Najczesciej jednak proces ten regulowany jest poprzez uPA, taczacy si¢ do swojego
btonowego receptora, uPAR (Ryc. 14) [Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in., 2009; Tang,
Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
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Ryc. 14. Aktywacja MMPs [opracowanie wlasne]

Aktywne metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej dokonuja przede
wszystkim proteolizy bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej. Moga by¢ wytwarzane
i wydzielane zaréwno przez komodrki nowotworowe, jak rowniez komorki
mikro$rodowiska, przede wszystkim makrofagi (TAMs) i neutrofile (TANs) [Krstic,
Santibanez, 2014; Herszényi i in., 2012; Cathcart i in., 2015]. Okazuje si¢ jednak,
iz MMPs pehnig takze funkcje regulacyjne, poza-proteolityczne. Metaloproteinazy
wydzielane przez komorki guza, jak 1 komorki mikrosrodowiska dzialajg
chemoatrakcyjnie na neutrofile. Te, $ciggnigte w miejsce guza, pelnig funkcje
ochronne dla nowotworu, jak rowniez wydzielaja pronowotworowe czynniki, takie jak
VEGF czy MMPs. Metaloproteinazy macierzy indukujg takze czynniki zaangazowane
w progresje nowotworu, takie jak TGF-B czy, posrednio, szlaki NF-xB, MAPK
oraz PI3K/Akt. Petnig takze role ligandu dla receptoréw aktywowanych proteazami
(PARs, ang. protease activated receptors), zaangazowanych w indukcje angiogenezy,
inwazji oraz migracji komoérek [Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010;
Kessenbrock i in., 2015; Cui i in., 2017; Shuman Moss i in., 2012].

MMPs w ujeciu nowotworu kojarzone sg przede wszystkim z progresja
1 przerzutowaniem. Okazuje si¢ jednak, iz odgrywaja one kluczowq rol¢ na kazdym
etapie kancerogenezy. Podwyzszona ilo$¢ i ekspresja MMPs w tkance nowotworowe;j
sprzyja procesom takim, jak: (i) réznicowanie komorek poprzez modyfikacje ich
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mikro$rodowiska czy indukcje okreslonych szlakow molekularnych, np. Notch,
ktore reguluja réznicowanie komorek do takich, ktoére sprzyjaé beda rozwojowi
nowotworu [Kessenbrock i in., 2015]; (ii) proliferacja komorek i wzrost wielkoSci
guza, poprzez modulacje dostepnosci czynnikow wzrostowych (EGF, IGF) oraz
zaburzenie rownowagi miedzy nimi i ich inhibitorami, a takze w wyniku wzajemnej
regulacji z TGF-p [Cathcart i in., 2015; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in., 2011];
(iii) stan zapalny, w wyniku modulacji cytokin i chemokin [Krstic, Santibanez, 2014;
Herszényi i in., 2012]; (iv) inhibicja apoptozy, na skutek posredniej aktywacji szlaku
PI3K/Akt, jak réwniez proteolitycznej degradacji ligandu Fas (FasL), ktéry gdy
potaczy si¢ ze swoim receptorem Fas (FasR), tzw. ,,receptorem $mierci”, aktywuje
kaspazy, co prowadzi do programowanej $mierci komorki [Gotab i in., 2015; Kirstic,
Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012; Guicciardi, Gores,
2009; Gialeli i in., 2011]; (v) angiogeneza, ktora indukowana jest przez MMPs
w wyniku zwigkszenia ilosci VEGF, wskutek uwolnienia go z blony poprzez
proteolize i zwigkszenia jego dostepnosci dla receptora (VEGFR) (Ryc. 15A) [Singh
i in., 2018; Krstic, Santibanez, 2014; Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012].
Udziat MMPs w unikaniu odpowiedzi immunologicznej nastepuje poprzez degradacje
FasL obecnego na limfocytach T, co uniemozliwia niszczenie przez nie komorek
nowotworowych. Ponadto, proteazy ADAMs oraz MMPs chronig nowotwor przed
aktywnoscig komorek NK [Kessenbrock i in., 2010; Gialeli i in., 2011]. MMPs
inaktywuja  takze, w  wyniku proteolizy, czynniki  chemotaktyczne,
ktore powodowatyby $cigganie w miejsce guza komorek immunokompetentnych
o aktywnosci przeciwnowotworowe]j (makrofagow czy limfocytow T), jak rowniez
wchodza w interakcje ze sktadnikami dopetniacza, inaktywujac go. Degradacja ECM
przez MMPs powoduje uwolnienie czynnikow dziatajacych chemoatrakcyjnie
dla neutrofiléw. Te z kolei indukujg progresj¢ nowotworu, wydzielaja czynniki
pronowotworowe, w tym MMP-9. Wystepuje zatem sprzezenie zwrotne dodatnie:
MMPs przyciagaja neutrofile, ktore wydzielaja MMPs; ich obecnosé
w mikrosrodowisku guza wiaze si¢ ze ztym rokowaniem [Kessenbrock i in., 2010;
Herszényi i in., 2012; Shuman Moss i in., 2012]. Ochrona nowotworu przed
odpowiedzig gospodarza jest takze osiggana na drodze degradacji przez MMPs
receptora obecnego na limfocytach T, co hamuje ich proliferacje, jak rowniez indukcji
TGF-B, co skutkuje ograniczeniem odpowiedzi limfocytow T przeciwko komorkom

nowotworowym (Ryc. 15B) [Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011].
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Ryec. 15. Udzial MMPs w kancerogenezie [opracowanie wlasne]

Jak juz zostalo wspomniane, MMPs uczestnicza przede wszystkim
w progresji nowotworu. Reguluja i aktywuja procesy zaangazowane w przerzutowanie
na kazdym jego etapie: EMT, inwazj¢, migracj¢, intra- i ekstrawasacje, adhezje
W miejscu wtdrnym oraz przygotowanie niszy wtorne;j.
Indukcja przejscia epitelialno-mezenchymalnego z udziatem MMPs przebiega
dwojako: (1) aktywuja one TGF- w wyniku proteolitycznego ci¢cia, ktdry nastepnie
indukuje EMT; (ii) metaloproteinazy macierzy dokonuja proteolizy E-kadheryny,
bedacej inhibitorem EMT oraz odgrywajacej kluczowg role w adhezji komorek [Fuxe,
Karlsson, 2012; Krstic, Santibanez, 2014; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli i in.,
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2011]. Ponadto, degradacja E-kadheryny powoduje uwolnienie B-kateniny, w wyniku
czego dochodzi do aktywacji szeregu czynnikoéw 1 szlakow (np. Wnt)
zapoczatkowujgcych EMT oraz proces progresji nowotworu [Singh i in., 2018; Friedl,
Alexander, 2011].

MMPs uczestniczg w przelamywaniu barier przez komoérki podczas przerzutu. Sa
takze produkowane przez inwadiopodia podczas migracji komoérek [Singh i in., 2018;
Kessenbrock i in., 2010; Kessenbrock i in., 2015; Shuman Moss i in., 2012; Gialeli
i in., 2011; Isaacson i in., 2017]. W wyniku zaleznej od MMPs proteolizy lamininy,
dochodzi do powstania czynnikow indukujacych ruch komoérek. Ponadto, uczestnicza
W powstawaniu niszy wtornej. Do czynnikow tworzacych mikro$rodowisko
przerzutowe nalezag VEGF, TGF-B oraz TNF-a, ktore wraz z fibronektyng powoduja
Sciggniecie do niszy 1 zakotwiczenie w niej komodrek macierzystych progenitorowych,
pochodzacych ze szpiku kostnego. Wszystkie te czynniki aktywowane sg przez
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej [Kessenbrock i in., 2010; Shuman
Moss i in., 2012; Gialeli i in., 2011].

MMPs moga wykazywaé takze aktywno$¢ przeciwnowotworowa — promowac
programowang $mier¢ komorki oraz hamowaé angiogeneze, na skutek uwolnienia
czynnikow antyangiogennych (np. angiostatyna, endostatyna, tumstatyna) podczas
proteolizy sktadnikow ECM (np. kolagenu typu IV, XVIII). Niemniej jednak, MMPs
petnig funkcje przede wszystkim pronowotworowe, a ich podwyzszona ekspresja
koreluje z progresja nowotworu, nawrotem choroby oraz zwykle ztym rokowaniem
dla pacjenta. Zalezno$¢ ta uwarunkowana jest jednak od typu nowotworu,
jego stadium, jak réwniez miejsca produkcji MMPs [Krstic, Santibanez, 2014;
Kessenbrock i in., 2010; Herszényi i in., 2012; Kessenbrock i in., 2015; Gialeli i in.,
2011; Isaacson i in., 2017; Hadler-Olsen i in., 2013].

Regulacja aktywno$ci metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
przeprowadzana jest na poziomie transkrypcji, aktywacji (przeksztalcenie zymogenu
do aktywnej formy), a takze poprzez modulacj¢ aktywnos$ci enzymu. Do pozytywnych
regulatorow MMPs nalezg czynniki takie, jak: czynniki wzrostowe (TGF-f, EGF,
VEGF, PDGF), cytokiny (TNF-a, IL-1pB, IL-6), NF-xkB, MAPK/ERK, biatka Rho,
ROS, prostaglandyna E2 (PGE2), inne metaloproteinazy macierzy, a takze produkty
degradacji ECM. MMPs indukowane s3 takze w wyniku EMT, jak réwniez przez
hipoksje [Krstic, Santibanez, 2014; Cui i in., 2017; Gaffney i in., 2015].
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MMPs podlegaja takze negatywnej regulacji, a ich gtownymi inhibitorami sa
tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy (TIMPs, ang. tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases), ktore wigzg metaloproteinazy i blokujg ich miejsce aktywne.
Do inhibitoréw MMPs nalezg takze a2-makroglobulina oraz biatko bogate w cysteine
indukujace powrdt do postaci pierwotnej (RECK, ang. reversion-inducing cysteine-
rich protein) [Herszényi i in., 2012; Gaffney i in., 2015; Affara i in., 2009].

1.1.4.2. Uklad uPA/uPAR

Gléwnym mechanizmem aktywacji i zarazem regulacji MMPs jest szlak
uPA/uPAR. W wyniku potaczenia si¢ urokinazowego aktywatora plazminogenu
(uPA) z jego receptorem, dochodzi do katalizacji przeksztalcenia plazminogenu
do plazminy, ktora z kolei aktywuje pro-MMP do MMP. Ponadto, sama plazmina
takze moze degradowa¢ ECM [Brooks i in., 2010; Mason, Joyce, 2011; Ulisse i in.,
2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].

Urokinazowy aktywator plazminogenu wydzielany jest zaréwno przez komorki
nowotworowe, jak 1 komorki mikrosrodowiska. Uwalniany jest w formie
jednotancuchowego zymogenu, ktory aktywowany jest w wyniku proteolitycznego
ciecia prowadzonego przez proteazy takie jak plazmina, katepsyny (B, G czy L)
czy kalikreina. W wyniku tych procesOw utworzona zostaje dwulancuchowa
czasteczka. Posiada ona trzy domeny: domeng katalityczng o aktywnoS$ci proteazy
serynowej na koncu C-terminalnym, domeng¢ kringle oraz domen¢ dla czynnikow
wzrostu na koncu N, ktorg wigze si¢ do uPAR [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013;
Jaiswal i in., 2018]. Glownym substratem dla uPA jest plazmina. Pomigdzy uPA
1 plazming wystepuje petla wzajemnej aktywacji, tj. plazmina moze katalizowac
aktywacje pro-uPA do aktywnej czasteczki, z kolei uPA katalizuje przeksztalcanie
plazminogenu do plazminy. Urokinazowy aktywator plazminogenu moze
samodzielnie aktywowa¢ plazmineg, jednakze w formie zwigzane] z receptorem
aktywnos$¢ ta wzrasta kilkudziesieciokrotnie [Mason, Joyce, 2011; Tang, Han, 2013;
Jaiswal i in., 2018]

Regulacja uPA ma miejsce (Ryc. 15A): (i) na poziomie genetycznym — gen PLAU,
kodujacy uPA, regulowany moze by¢ przez MAPK/ERK, c-Jun N-terminalng kinaze
(JNK, ang. c-Jun N-terminal kinase), czynniki wzrostowe, kinazy FAK i Src, jak

réwniez NF- «B; (ii) na poziomie epigenetycznym, w wyniku metylacji i demetylacji
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DNA, acetylacji i deacetylacji histonéw, a takze posttranslacyjnej obrobki biatek
histonowych; (iii) poprzez regulacj¢ wydzielania — czynniki wzrostowe, takie jak EGF
czy VEGF, jak réwniez TNF-a indukuja wydzielanie uPA; (iv) poprzez proteolizg
sekwencji pro- zymogenu (trypsyna, termolizyna, katepsyny, kalikreina, plazmina);
(v) zahamowanie aktywnosci przez inhibitory aktywatora plazminogenu (PAls, ang.
plasminogen activator inhibitors) [Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in.,
2018].
Wigkszos¢ czasteczek uPA wystepuje w organizmie w formie Zzymogenu
lub zwigzanych jest z PAI-1. W $rodowisku nowotworu, poziom uPA jest znacznie
podwyzszony, gdyz produkowany jest rowniez przez komorki mikrosrodowiska.
Bialko to uczestniczy w nabywaniu fenotypu migracyjnego przez komorki, utatwia
takze 1 umozliwia ich inwazj¢, migracj¢ oraz przebieg procesu angiogenezy [Ulisse
i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
Receptor uPA (uPAR) jest biatkiem zakotwiczonym w btonie komorkowe;.
Nie posiada on domeny transmembranowej, zakotwiczony jest poprzez GPI,
dotaczony do tancucha C-terminalnego. UPAR posiada trzy domeny: D1, D2 i D3
uczestniczace w wigzaniu uPA, przy czym najwazniejsza role pelni domena D1.
Oproécz uPA, uPAR moze wigza¢ si¢ takze z witronektyng oraz integrynami, a takze
oddziatywa¢ z innymi powierzchniowymi receptorami, uczestniczac w wielu
procesach zwigzanych z kancerogeneza i przerzutowaniem [UIlisse i in., 2009; Tang,
Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].
Uktad uPA/uPAR podlega negatywnej regulacji przez swoiste inhibitory, nalezgce
do rodziny serpin (inhibitorow proteaz serynowych, ang. serine protease inhibitor),
PAI-1i PAI-2, przy czym ten pierwszy odgrywa wazniejsza role. Bialka te nazywane
s3 ,,inhibitorami samobodjczymi”, jako ze zahamowanie aktywno$ci proteazy przebiega
z degradacjg inhibitora. PAI-1 i PAI-2 mogg takze hamowac¢ aktywnos¢ tPA, z kolei
inny inhibitor z rodziny serpin, a2-antyplazmina (A2AP), uczestniczy w inaktywacji
plazminy [Brooks i in., 2010; Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018;
Liiin., 2018].

Gtowng rolg ukladu uPA-uPAR jest indukcja aktywnosci proteaz,
w szczeg6lnosci plazminy 1 metaloproteinaz, ktore dokonujgc degradacji sktadnikow
macierzy zewnatrzkomorkowej tkanek sasiadujacych z guzem, naczyn krwiono$nych
czy blony podstawnej, umozliwiaja inwazj¢, migracje i przerzutowanie. Ponadto,

jako ze uPAR nie posiada domeny transmembranowej, jest w stanie poruszac si¢
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wzdhuz btony komorkowej 1 dociera¢ do miejsc, w ktorych obecne sg biatka tworzace
potaczenia miedzykomorkowe oraz migdzy komodrkami i ECM. Nastepnie
przeprowadzajg proteolize bialek zaangazowanych w adhezj¢. Uktad uPA/UPAR,
poprzez indukcje wytwarzania czynnikow wzrostowych (TGF-B, EGF, VEGF, HGF,
FGF, IGF), aktywacje okreslonych szlakow molekularnych (FAK, Src, Ras/Raf,
NF-kB, PI3K/Akt), jak rowniez interakcj¢ z integrynami moze stymulowac
proliferacje, angiogenezg, inwazje¢, migracje 1 przerzutowanie komorek raka. Obecne
sg takze interakcje uPA/uPAR ze szlakami zaangazowanymi w indukcj¢ EMT,
jak rowniez biatkami Rho. Dochodzi wtedy do indukcji nabywania przez komorki
fenotypu migracyjnego i stymulacje ich poruszania si¢ (Ryc. 15A) [Brooks i in., 2010;
Ulisse i in., 2009; Tang, Han, 2013; Jaiswal i in., 2018].

1.1.4.3. Bialka podrodziny Rho

Rho to nadrodzina kilkudziesieciu biatek o aktywnosci GTP-az, zwanych
takze ze wzgledu na swoja niewielka masg¢, wahajaca si¢ miedzy 20 a 40 kDa, matymi
biatkami G lub matymi GTP-azami. Do najwazniejszych podrodzin nalezg: Rac (Racl,
Rac2, Rac3, RhoG), Rho (RhoA, RhoC, RhoB) oraz Cdc42 (Cdc42, RhoJ, RhoQ).
Glowng funkcjg bialek Rho jest interakcja z cytoszkieletem aktynowym poprzez jego
polimeryzacj¢ 1 depolimeryzacj¢. Umozliwia to zmian¢ polaryzacji komorki,
tworzenie wypustek, migracje, a takze znoszenie sit dzialajacych na i wewnatrz
komorki. Biatka Rho odgrywaja takze role w modyfikacji cytoszkieletu podczas
mitozy 1 cytokinezy, jak rowniez w hamowaniu kontaktowym, gdzie na skutek ich
aktywnos$ci komorka, ktora natrafila na inng komoérke, zmienia swoj kierunek ruchu.
Biatka Rho wchodza w $ciste interakcje z kateninami, a poprzez nie z kadherynami,
uczestniczac zarowno w regulacji adhezji komorkowej, jak réwniez proceséw
zwigzanych z migracja i przerzutowaniem komorek nowotworowych [Klimaszewska
i in., 2011; Batson i in., 2013; Jansen i in., 2018; Malinova, Huveneers, 2018].
Szczegodlng role w raku jelita grubego odgrywaja biatka RhoA i RhoC, ktore ulegaja
nadekspresji w tym nowotworze. Z kolei, poziom RhoB wykazujacego aktywno$¢
przeciwnowotworows, ulega zmniejszeniu [Jansen i in., 2018].

Bialka Rho wykazuja roznice w budowie. Wspdlna dla wszystkich
przedstawicieli rodziny jest obecno$¢ domen wigzacych nukelotydy guanylowe

na koncu N oraz domena efektorowa o powinowactwie do lipidow, zlokalizowana
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w cze$ci C-terminalnej. Domena ta powstaje w wyniku obrobki posttranslacyjnej
poprzez dobudowanie do jej struktury reszt lipidowych farnezylu, geranylogeranylu,
palmitylu czy mirystylu. Biatka podrodziny Rho (RhoA, RhoC, RhoB) modyfikowane
sg geranylogeranylem, przy czym RhoB w swojej domenie posiada takze reszte
farnezylu. Dzi¢ki lipidowemu ,,ogonowi” biatka Rho moga by¢ kotwiczone w btonie,
odpowiednio lokalizowane w komorce (w konkretnym kompartmencie), jak rowniez
oddziatywa¢ z okre$lonymi czynnikami, regulujgc ich aktywnos$¢ [Jansen i in., 2018;
Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Ridley, 2015].

Biatka Rho moga wystepowaé w formie aktywnej lub nieaktywne;.
Przetaczenie migdzy nimi regulowane jest przez proteiny stymulujace aktywno$é
GTPazowa matych biatek G (GAPs, ang. GTP-ase activating proteins) oraz czynniki
wymiany nukelotydow guanylowych (GEFs, ang. guanine nucleotide exchange
factors). GAPs indukujg hydrolize GTP przez biatka Rho, co prowadzi do ich inhibicji.
Z kolei GEFs katalizuja przeksztatcenie GDP do GTP, co skutkuje aktywacja Rho.
Tym samym, forma aktywna zwigzana jest z GTP, natomiast nieaktywna — z GDP.
Ponadto, w regulacj¢ malych GTP-az zaangazowane sa biatka hamujace spontaniczng
dysocjacj¢ nukleotydéw guaninowych (GDIs, ang. guanine nucleotide dissociation
inhibitors), ktore wigzg domene GTP-azowa biatek Rho, zapobiegajac ich aktywacji
i utrzymujac je w stanie nieaktywnym (Ryc. 16) [Klimaszewska i in., 2011; Jansen
i in., 2018; Wertheimer i in., 2012].

Bialka Rho aktywuja okresSlone efektory, co prowadzi do przeksztalcenia
cytoszkieletu. Przedstawiciele podrodziny Rho aktywuja kinaze zalezng od biatek Rho
(ROCK, ang. Rho-associated protein kinase) oraz ssaczy homolog genu diaphanous
(mDia, ang. mammalian homolog of diaphanous) [Hanna, El-Sibai, 2013]. Ich
indukcja skutkuje stabilizacja wiokien aktyny, kurczeniem aktynomiozyny
i polimeryzacja aktyny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibali,
2013; Warner i in., 2019].
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RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa; PI1P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforan; PIP3 —
fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trifosforan; DH, PH — domeny GEF; GEF — aktywator bialek Rho;
GAP — inhibitor bialek Rho; mDIA, ROCK - efektory biatek Rho; LIMK — kinaza LIM; MLC —

lancuch lekki miozyny
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Dzigki aktywnosci efektorow indukowanych przez biatka Rho, komorka jest zdolna
do tworzenia protruzji — lamellipodiow, filopodiow czy inwadiopodiéw. Sa one
nastepstwem polimeryzacji F-aktyny i jej kurczenia wskutek depolimeryzacji aktyny.
Ponadto, w wyniku przesuwania si¢ miozyny wzgledem aktyny, komdrka zdolna jest
do ruchu. Na skutek polimeryzacji i depolimeryzacji wiokien F-aktyny dochodzi takze
do skracania ,,ogona” podczas ruchu, a aktywno$¢ RhoA umozliwia lokalng adhezje¢
komorki do ECM. RhoA i1 RhoC uczestniczag réwniez w tworzeniu wiokien
naprezeniowych 1 kontaktow ogniskowych (FAs, ang. focal adhesions),
ktére zapewniaja odpowiednie napr¢zenia 1 sity mechaniczne potrzebne
do przemieszczenia si¢, wydluzania oraz skracania komorki [Jansen i in., 2018;
Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019; Pellegrin, Mellor,
2007; Burridge, Guilluy, 2016]. Ponadto, GTP-azy Rho, szczegolnie z rodziny Cdc42,
uczestniczg w wyznaczaniu kierunku migrujacej komorki oraz odgrywaja kluczowa
rolg w tworzeniu wypustek sensorycznych — filopodiow [Warner i in., 2019; Ridley,
2015; Karlsson i in., 2009].

Biatka Rho uczestnicza nie tylko w klasycznym mechanizmie ruchu komorek raka
(ruchu mezenchymalnym), ale tez podczas ruchu ameboidalnego oraz kolektywnego.
Szczegodlng rolg odgrywaja tutaj RhoA i RhoC [Jansen i in., 2018].

Odgrywaja one kluczowa role w migracji i przerzutowaniu komoérek raka
dzieki modyfikacji cytoszkieletu. Okazuje si¢ jednak, iz pelnig one takze funkcje
pronowotworowe niezalezne od przeksztalcania cytoszkieletu, bedac regulatorami
licznych szlakow molekularnych. Ich zwigkszona aktywno$¢ w nowotworze zwykle
jest wynikiem nadekspresji GEFs 1 czynnikéw je indukujacych. Bialka Rho
pozytywnie reguluja procesy takie, jak: (i) proliferacja komorek nowotworowych
I wzrost guza — poprzez indukcj¢ cyklin (np. D1) i kinaz zaleznych od cyklin (CDKs,
ang. cyclin-dependent kinases) oraz hamowanie inhibitorow proliferacji (np. produkt
genu supresorowego, biatko p21); (ii) przezycie komodrek 1 inhibicja apoptozy —
poprzez szlaki MAPK/ERK, ROCK/LIMK2 oraz zmniejszenie ekspresji biatka
proaptotycznego Bax oraz biatka RhoB; (iii) angiogeneze — w wyniku indukcji HIF-1
1 VEGF; (iv) progresje 1 przerzutowanie — poprzez szlak PI3K/Akt, stabilizacje
HIF-1a z jednoczesng inhibicjag VHL, indukcj¢ EMT poprzez szlak Snail oraz biatko
towarzyszace kinazie Yes (YAP, ang. Yes-associated protein), ktore zwicksza
ekspresj¢ B-kateniny [Jansen i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, EI-Sibali,
2013; Karlsson i in., 2009; Croft, Olson, 2011].
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Biatko RhoB wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa, gtownie poprzez
zalezng od JNK indukcje¢ biatka proapoptotycznego Bim. Z tego wzgledu bardzo
czesto dochodzi do supresji RhoB w nowotworach [Jansen i in., 2018; Croft, Olson,
2011]. Istnieja doniesienia o pronowotworowym charakterze biatka RhoB. Nie jest to
jednak potwierdzone, a wigkszo$¢ zrodet wskazuje jednak na indukcje apoptozy
I funkcje przeciwnowotworowe.

Regulacja biatek Rho podlega przede wszystkim za sprawg GEFs i GAPs.
Moga one ulega¢ indukcji pod wptywem kinaz tyrozynowych, MAPK czy PI3K,
indukowanych przez RTKs. Okazuje si¢, iz szlak MAPK moze bezposrednio
aktywowa¢ Rho. Ponadto, ulegaja one regulacji pod wptywem GPCRs oraz integryn.
Te drugie moga by¢ indukowane do aktywacji biatek Rho przez receptor uPA [Jansen
i in., 2018; Wertheimer i in., 2012; Hanna, El-Sibai, 2013; Warner i in., 2019].
Ponadto, aktywnos$¢ biatek Rho, w szczegdlnosci RhoA, moze by¢ regulowana przez
kinaze FAK; moze to by¢ regulacja pozytywna, jak i negatywna. Prawdopodobnym
jest, iz proces aktywacji i inaktywacji RhoA przez FAK zachodzi cyklicznie.
Na poczatku cyklu ruchu komorki zachodzi inhibicja, natomiast w pozniejszym etapie
indukcja RhoA [Tomar, Schlaepfer, 2009]. Istnicjg takze doniesienia o indukcji
aktywnos$ci bialek Rho przez same MMPs lub na skutek ich aktywnosci (poprzez
proteolize E-kadheryny) [Lynch i in., 2010; Orgaz i in., 2014]. Podejrzewa sig,
iz za integracjc MMPs 1 bialek Rho odpowiada glikoproteina CD44, begdaca
receptorem dla kwasu hialuronowego (HA, ang. hyaluronic acid). Biatko to po
zwigzaniu ligandu, HA, przekazuje sygnal do wnetrza komorki, co skutkuje
zwigkszeniem proliferacji, inwazyjnosci 1 migracji komoérek nowotworowych.
Proponowanym mechanizmem odpowiedzialnym za taka aktywnos¢ jest indukcja
szlakow Twist, biatek RhoA 1 RhoC oraz szlaku PI3K/Akt w wyniku zwigzania HA
z CD44. Okazuje si¢ rowniez, 1z receptor ten moze wigza¢ aktywne metaloproteinazy
macierzy (gtéwnie MMP-9) [Bourguignon i in., 2010; Torre i in., 2010; Chen i in.,
2018].

1.1.4.4. Cyklooksygenaza-2

Cyklooksygenazy (COXs), czyli syntazy prostaglandyn (PTGS,
ang. prostaglandin-endoperoxidase synthase), to rodzina enzymow nalezacych do

grupy oksydoreduktaz (1.14.99.1) o aktywnosci mieloperoksydaz. Zlokalizowane sa
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na retikulum endoplazmatycznym 1 btonie jadrowej. Cyklooksygenazy katalizujg
przeksztalcenie kwasu arachidonowego, uwolnionego z btony komoérkowe;,
do prostaglandyn (D2, E2, F2a, 12) oraz tromboksanu A2. Poznano 3 izoformy tego
enzymu, przy czym cyklooksygenaza-2, zwana indukowalng, odgrywa kluczowa rolg
w stanie zapalnym i kancerogenezie. COX-2 moze by¢ produkowana zar6wno przez
komorki guza, jak i mikrosrodowiska [Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli
i in., 2018; Su i in., 2016].

COX-2 ulega indukcji wskutek przerwania ciagtosci tkanki lub rozwijajacego
si¢ stanu zapalnego. Zatem w komorkach prawidlowych nabtonka jelita grubego
czy wczesnych polipach jej ekspresja jest nizsza, w nowotworze za§ dochodzi do jej
nadekspresji. Do czynnikéw indukujacych aktywnos¢ PTGS-2 naleza cytokiny
(TNF-a, IL-1B, IL-6), czynniki wzrostowe, lipopolisacharyd (LPS) oraz wtorny kwas
z6kciowy — deoksycholowy (DCA, ang. deoxycholic acid). Ponadto, ulega ona
wzajemnej regulacji z NF-kB oraz iNOS [Samadi i in., 2015; Vannini i in., 2015;
Sobolewski i in., 2010; Liu i in., 2015; Benelli i in., 2018]. Wykazano takze, iz COX-
2 moze ulega¢ zaleznej od NF-kB aktywacji przez biatka RhoA, RhoC oraz kinaze
ROCK [Benitah i in., 2003; Lang i in., 2017].

Gtéwnym produktem aktywno$ci COX-2 zwigzanym z nowotworzeniem jest
prostaglandyna E2. Powstala PGE2 szybko oddysocjowuje i wigze si¢ ze swoim
receptorem (EP1, EP2, EP3 lub EP4), aktywujac okre$lone szlaki sygnatowe
w komorce, w zaleznosci od tego, ktory receptor zostat pobudzony. W przypadku
pobudzenia EP1 dochodzi do nagromadzenia jonéw wapnia w komorce wskutek
pobudzenia fosfolipazy C (PLC, ang. phospholipase C) oraz trifosforanu inozytolu
(IP3, ang. inositol triphosphate). Zwigzanie si¢ PGE2 z EP2 lub EP4 prowadzi
do kaskady aktywacji biatka G oraz cyklazy adenylowej (AC, ang. adenylyl cyclase),
co skutkuje zwiekszeniem ilosci cAMP (cyklicznego adenozynotrifosforanu)
w komorce. Prowadzi to do indukcji okreslonych szlakéw molekularnych, takich jak
kinaza biatkowa A (PKA, ang. protein kinase A) oraz PI3K/Akt, co w nastepstwie
prowadzi do aktywacji B-kateniny. Dochodzi wtedy do zwigkszenia ekspresji genow
zaangazowanych w unikanie apoptozy czy zwigkszenie potencjalu inwazyjnego
1 migracyjnego komorek. Ponadto, indukcji moze ulega¢ szlak ERK, co skutkuje
pobudzeniem cykliny i wzmozeniem proliferacji, a takze jeden z GEFs, co prowadzi
do aktywacji biatek Rho (Racl). Receptor EP3 wykazuje dzialanie antagonistyczne
do EP2 i EP4, a jego aktywacja skutkuje inhibicja cyklazy adenylowej i zmniejszeniem
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ilosci cAMP [Samadi i in., 2015; Jansen i in., 2018; Sobolewski i in., 2010; Liu i in.,
2015].

Cyklooksygenaza-2 odgrywa kluczowsg role w indukcji i utrzymaniu stanu
zapalnego oraz w kancerogenezie. Zarowno COX-2, jak i PGE2 sg w $cistej relacji
z mikrosrodowiskiem nowotworu. Ich aktywno$¢ wzmagana jest przez
pozakomorkowe skladniki TME, glownie cytokiny, indukujace S$cigganie
1 dojrzewanie sktadnikow komoérkowych — (MDSCs, Tregs czy TAMs) oraz
wydzielanie pozakomorkowych (IL-17, PD-1, CTLA4). Te z kolei nasilaja
immunosupresje oraz ucieczke spod nadzoru immunologicznego. Ponadto, COX-2
ulega wzajemnej regulacji z NF-kB oraz iNOS/NO, co wzmaga stan zapalny
w srodowisku guza, jak i calym organizmie (Ryc. 17) [Schetter i in., 2010; Samadi i
in., 2015; Liu i in., 2015; Zelenay i in., 2015].
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Ryec. 17. Udzial COX-2/PGE2 wydzielanych przez komorki nowotworowe oraz
mikros$rodowiska w immunomodulacji i stanie zapalnym [opracowanie wlasne]|

Cyklooksygenaza-2 wraz z PGE2 oraz w mniejszym stopniu innymi
prostaglandynami, odgrywa kluczowa role w inicjacji nowotworu. Odbywa si¢ to
glownie poprzez inaktywacje biatka supresorowego APC (Ryc. 18). COX-2/PGE2
uczestniczy takze w indukcji proliferacji i migracji komorek, promocji angiogenezy
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oraz inhibicji apoptozy. Moze takze, poprzez uPAR, indukowa¢ MMPs [Samadi i in.,
2015; Greenhough i in., 2009; Liu i in., 2017; Su i in., 2016]. Ponadto, podczas
hipoksji COX-2/PGE2 mogg silniej wzmaga¢ aktywno$¢ HIF-1 niz dzieje si¢ to
w warunkach normoksji [Greenhough i in., 2009].

Wykazano, iz zwickszona ekspresja cyklooksygenazy-2 jest zwigzana z gorsza
prognoza dla pacjentéw i wigkszg $miertelnoscia z powodu raka jelita grubego [Ogino
i in., 2008].
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Ryec. 18. Udzial COX-2/PGE2 w kancerogenezie [opracowanie wlasne]
EP — receptor PGE2; AC — cyklaza adenylowa; PKA — kinaza bialkowa A; Bcl-2 — bialko anty-

apoptotyczne; IAP — bialko hamujace apoptoze; EGR — bialko odpowiedzi wczesnego wzrostu;
Tcf-4 — czynnik transkrypcyjny;

W farmakoterapii raka jelita grubego opartej na hamowaniu aktywnoS$ci
COX-2 wykorzystywane sa niespecyficzne i specyficzne inhibitory tego biatka,
nalezace do grupy niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ). Do pierwszej
grupy naleza glownie aspiryna, ibuprofen, czy naproksen, do drugiej zas,
np. celekoksyb (celecoxib) [Sobolewski i in., 2010; Greenhough i in., 2009; Liu i in.,
2017; Su i in., 2016; Gong i in., 2012; Salehifar, Hosseinimehr, 2016; Shaw i in.,
2017].
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1.1.5. Lekoopornos$¢ nowotworow

Im wyzsze jest stadium nowotworu, tym wyzsza jego $miertelnos$¢ i opornosé
na leczenie. Nowotwory stadium IV, przerzutowego, wykazuja te cechy
w najwyzszym stopniu. Odpowiedzialne za to sa duza masa guza pierwotnego,
obecno$¢ wtornych ognisk choroby, uposledzenie uktadu immunologicznego
ze wzgledu na dluga, czesto wieloletnig, walke organizmu z nowotworem, ale takze
podwyzszona ekspresja systemow opornosci lekowej. Do syteméw tych naleza
mi¢dzy innymi biatka, ktére w sposob czynny usuwajg z komorki ksenobiotyki,
w tym leki chemioterapeutyczne.

Opornos¢ lekowa polega na zmniejszeniu efektywnosci leku wzgledem komorek

docelowych. W przypadku nowotwordw wystepuje zjawisko opornosci wielolekowej

(MDR, ang. multi-drug resistance), zwigzane z opornoscig nie na jeden okreslony lek,

a na catg grupe. Oporno$¢ wielolekowa moze by¢ pierwotna (wrodzona), kiedy to

komorki nowotworowe wykazujg aktywnos¢ systemow opornosci zanim zastosowane

zostanie leczenie oraz nabyta w przypadku ktorej komoérki poczatkowo sg wrazliwe

na dziatanie lekow, uzyskujac opornos¢ wraz z prowadzong terapig [Hu i in., 2016;

Namee, O’Driscoll, 2018].

Komoérki nowotworowe wyksztatcity wiele mechanizméw opornosci na leczenie

ujawniajacych si¢ na poziomie:

a) molekularnym — zmiany epigenetyczne, mechanizmy naprawy DNA, biatka
czynnie usuwajace ksenobiotyki, inhibicja apoptozy;

b) komorkowym — mechanizmy mitochondrialne, zmiany w cyklu komorkowym,;

c) pozakomérkowym — udziat mikrosrodowiska, czynniki wydzielane autokrynnie,
pecherzyki zewnatrzkomorkowe, enzymy metabolizujace leki [Hu i in., 2016;
Namee, O’Driscoll, 2018; Pathania i in., 2018; Li i in., 2016; Sakthivel, Hariharan,
2017; Butera i in., 2018; Naci i in., 2015; Guerra i in., 2017; Velaei i in., 2016;
Houthuijzen i in., 2014].

Jedna z cech nowotworu jest inaktywacja systeméw naprawy DNA. Okazuje si¢

jednak, iz komodrki nowotworowe wyksztatcity inne mechanizmy jego naprawy, takie

jak biatko WRN, system HOTAIR czy kinaza Aurora A, ktorych regulacja zachodzi

w wyniku aktywnos$ci onkogenow. Dzigki temu mogg by¢ oporne na dziatanie lekow

powodujacych powstawanie btedow w materiale genetycznym [Sakthivel, Hariharan,

2017]. Ponadto, charakterystyczng cecha nowotworéw jest unikanie apoptozy.
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W wyniku tego skuteczno$¢ substancji i lekow opartych na mechanizmie indukcji
programowanej $mierci jest ograniczona [Hu i in., 2016; Sakthivel, Hariharan, 2017,
Butera i in., 2018; Naci i in., 2015]. Zmiany mitochondrialne, w tym mutacje
w mitochonrialnym DNA (mtDNA), prowadzag do wzmocnienia opornosci
na apoptozg, a takze indukcja szlakéw zaangazowanych w progresje nowotworu.
Ponadto, prowadzi to do promocji biatek zwigzanych z oporno$cig lekowa [Guerra
i in., 2017]. W komorkach nowotworowych cz¢sto dochodzi takze do nadekspresji
enzymoOw uczestniczgcych w biotransformacji ksenobiotykow [Pathania i in., 2018].
Komorki nowotworowe zdolne sa wytwarza¢ pecherzyki pozakomoérkowe (EVs,
ang. extracellular vesicles), za posrednictwem ktérych transportowane sa migdzy
komoérkami rézne czynniki, takie jak miRNA, mRNA, fragmenty DNA czy biatka
1 enzymy. Wsrdd tych czynnikow znajdowac si¢ moga biatka opornosci wielolekowe;j
czy miRNA indukujace takg aktywnos¢. Ponadto, EVs moga by¢ wykorzystywane
do optaszczania i usuwania lekow z wnetrza komorki [Namee, O’Driscoll, 2018;
Butera i in., 2018]. Kluczowg rol¢ w lekoopornosci odgrywaja takze komorkowe
1 pozakomodrkowe sktadniki TME, w tym MMPs, jak roéwniez moze ona byc
promowana przez EMT oraz nowotworowe komorki macierzyste [Sakthivel,
Hariharan, 2017; Butera i in., 2018; Velaei i in., 2016; Houthuijzen i in., 2014; Ween
i in., 2015].

1.1.5.1. Bialka opornosci wielolekowej (MDR)

Do najwazniejszych czynnikow zaangazowanych w chemiooporno$¢ nalezg
bialka opornosci wielolekowej, bedace przedstawicielami rodziny transporterow
wiazacych ATP (ABCs, ang. ATP-binding cassetes). Sa to transmembranowe biatka
0 charakterze transporterow, ktore umozliwiajg transport réznych substancji przez
btong, zarowno z komorki, jak 1 do niej. Do transportowanych czastek naleza migdzy
innymi czastki sygnatowe, metabolity czy ksenobiotyki. Do tej pory u ludzi poznano
48 przedstawicieli tej rodziny uszeregowanych w 7 podrodzin, ABCA-ABCG. Trzy
najwazniejsze biatka zaangazowane w chemioopornos¢ to glikoproteina P (P-gp,
ang. P-glicoprotein), MRP oraz biatko opornosci raka piersi (BCRP, ang. breast cancer
resistance protein) [Hu i in., 2016; Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016].

Bialka MRP nalezag do podrodziny ABCC, do tej pory poznano

9 przedstawicieli. Biatka te zlokalizowane sag w btonie komorkowej; zbudowane sa
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z o-helis przenikajacych membrang, zgrupowanych w 2 lub 3 domeny
transmembranowe TMD (ang. transmembrane domain, zwane takze MSDS,
ang. membrane-spanning domain), ktore z kolei potgczone sg domenami wigzacymi
nukleotydy (NBDs, ang. nucleotide-binding domains), odpowiedzialnymi za wigzanie
ATP (Ryc. 19A). W pelni strukturalne MRP sklada si¢ z 4 domen, TMD1-NDB1
I TMD2-NBD2, przy czym niektore MRP posiadaja dodatkowa domeng, TMDO.
Transporter w stanie wolnym otwarty jest do wnetrza komorki. W wyniku wigzania
1 hydrolizy ATP dochodzi do zmian konformacyjnych, ktére prowadzg do otwarcia
transportera na zewnatrz komoérki i uwolnienie transportowanego substratu,
a nastgpnie powrdt biatka do struktury pierwotnej (Ryc. 19B) [Zhang Y-K i in., 2015;
Kryczka, Boncela, 2018; Robey i in., 2018].

A dhugie MRP
(MRP-1, -2, -3, -6, -7)
krotkie MRP
(MRP-4, -5, -8, -9)

T™DO T™DI1 TMD2
T [ Sunii | T ! T
| L | | Ll }\I | Iy =I | |
NBD1 NBD2

B e

uwolnienie

substratu

przestrzei zwigzanie Zwigzanie hydroliza * uwolnienie hydroliza uwaolnienie

zewngatrzkomérkowa substratu ATP ATP | ADP ATP ADP

E:> . E> ® E:> ® E:> E:> E>
wenniresmsnons @ O e @ | =/ L " ey [ W/

wwolny” Zmiana Zmiana powrot do stanu
transporter konformacji — konformacji — wyjsciowego
zblizenie domen otwarcie
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na zewnatrz domena domena ¢ frensportowany - ATP
komorki TMD NBD substrat ADP

Rye. 19. Struktura bialek MDR podrodziny ABCC (MRPs) (A) oraz mechanizm transportu
za ich posrednictwem (B) [opracowanie wlasne]

W wyniku zwigzania substratu dochodzi do zmian konformacji biatka MRP, wskutek ktérych
domeny NBD1 i NBD2 ulegaja zblizeniu do siebie. Umozliwia to zwigzanie dwéch czasteczek
ATP, ktore kolejno najpierw ulegaja hydrolizie, a nastepnie uwolnieniu. Hydroliza pierwszej
z nich powoduje zaj$cie zmian w konformacji bialka, co skutkuje otwarciem transportera

na zewnatrz komorki i uwolnieniem transportowanego substratu. Hydroliza i uwolnienie
drugiej czasteczki ATP powoduje kolejne zmiany konformacji i powrot bialtka do struktury
pierwotnej — otwarcia transportera do wewnatrz komérki
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Biatka MRP odpowiadaja za transport migdzy innymi glutationu,

ktory odgrywa role w regulacji transportu, jak rdwniez siarczanéw, kwasu
glukuronowego, fosfolipidow, kwasow zotciowych, prostaglandyn i leukotrienow,
cyklicznych nukleotydéw oraz cytostatykow, takich jak: irynotekan (kamptotecyna-
11), doksorubicyna, etopozyd czy winkrystyna [Hu i in., 2016; Fletcher i in., 2016;
Domenichini i in., 2019]. W réznych nowotworach, w tym w raku jelita grubego,
MRPs ulegaja nadekspresji, co zwigzane jest ze stabg odpowiedzig pacjenta
na chemioterapi¢ i ztym rokowaniem [Ween i in., 2015; Fletcher i in., 2016]. Biatka
te, oprocz usuwania z komorki lekéw, moga takze odgrywac rolg w rozwoju i progresji
nowotworu. Za sprawg ABCC transportowane sa lipidy, ktore z jednej strony moga
indukowac szereg szlakow molekularnych w komorce, z drugiej zas odgrywaja role
w procesach anabolicznych, dzigki czemu przyczyniaja si¢ do wzrostu proliferacji
komoérek. MRPs uczestniczg takze w transporcie prostaglandyn i leukotrienow,
co skutkuje nasileniem stanu zapalnego, immunomodulacja, inhibicja apoptozy
oraz indukcja angiogenezy, migracji 1 inwazji. Ponadto, leukotrien C4 ulega zaleznej
do ABCC translokacji na zewnatrz komorki, gdzie indukuje szlaki zwigzane
z proliferacja i przezyciem komoérek [Li i in., 2016; Kryczka, Boncela, 2018;
Domenichini i in., 2019].
MRPs moga ulega¢ nadekspresji nie tylko w komodrkach guza, ale takze
mikrosrodowiska. Taka ceche wykazuja migdzy innymi TAMs, co przyczynia si¢
do progresji nowotworu i chemioopornosci. Ponadto, MRPs oraz inne biatka MDR
moga by¢ przekazywane miedzy komorkami guza i mikro$rodowiska, na przyktad
za sprawg EVs [Li i in., 2016; Domenichini i in., 2019].

MRPs oraz pozostate biatka MDR ulegaja w nowotworze nadekspresji,
promujac progresj¢ oraz bedac kluczowym czynnikiem zaangazowanym
w chemioopornos¢. Do czynnikow promujacych ekspresj¢ MRPs nalezag HIF-1
czy cytokiny, jak na przyktad IL-1B [Hu i in., 2016]. Wykazano takze, iz biatka MDR
(gtownie P-gp, ale takze MRP-1 i -4) ulega¢ moga indukcji pod wptywem aktywnosci
COX-2/PGE2 [Sobolewski i in., 2010; Saikawa i in., 2004; Surowiak i in., 2008;
Maeng i in., 2014].
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1.1.6. Wzajemna regulacja czynnikow zaangazowanych w przerzutowanie

Do glownych czynnikéw regulujacych migracje, inwazje oraz

przerzutowanie komorek nowotworowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem raka
jelita grubego, naleza metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej, biatka
rodziny Rho oraz cyklooksygenaza-2. Szczegdlng role w nowotworach
przerzutujacych odgrywa takze opornos¢ komorek na leczenie, za ktora
odpowiedzialne sg miedzy innymi biatka opornosci wielolekowej. Wymienione
czynniki sg przedmiotem badan niniejszej pracy.
Pomiedzy COX-2, MMPs i biatkami Rho wystepuje wzajemna sie¢ regulacji.
Metaloproteinazy macierzy, poprzez zalezng od czynnikow wzrostowych aktywacje
RTKs, indukuja szlak aktywacji bialek Rho. Ponadto, uPAR moze indukowac
GTP-azy Rho poprzez integryny. Wykazano takze, iz MMP-9 moze wigzaé sie¢
z receptorem dla kwasu hialuronowego, CD44, co skutkuje aktywacja GEFs. Biatka
podrodziny Rho moga réwniez ulega¢ aktywacji wskutek aktywnosci COX-2/PGE2
poprzez szlak MAPK/ERK. MMPs moga by¢ z kolei indukowane przez PGE2,
a takze w wyniku zaleznej od COX-2/PGE2 aktywacji szlaku MAPK/ERK
oraz TGF-f i NF-«B. Ekspresja metaloproteinaz macierzy oraz bialek Rho ulega takze
zwigkszeniu w wyniku zajscia EMT. COX-2 stymulowana moze by¢ poprzez kinaze
ROCK, natomiast szlak COX-2/PGE2 moze indukowa¢ biatka opornosci
wielolekowej, gtownie P-gp. Wykazano takze, iz cyklooksygenaza-2 moze wzmacniaé
ekspresje biatek MRP-1 oraz MRP-4.

Wzajemng regulacje¢ opisanych czynnikow przedstawiono na Ryec. 20.
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1.2.Rak jelita grubego

Rak jelita grubego (CRC, ang. colorectal cancer) jest jednym z najcze¢sciej
wystepujacych i najbardziej $miertelnych nowotworéw. Mimo dostepnej diagnostyki,
bardzo czgsto wykrywany jest w poznym stadium, co zmniejsza szanse chorego
na wyzdrowienie czy przezycic. Powodem tego mogg by¢ niespecyficzne objawy
choroby oraz duze spektrum czynnikow etiologicznych.

Wigkszo$¢ nowotworow jelita grubego to gruczolakoraki (adenocarcinoma).
Moga one powstawac ze zmian tagodnych, gruczolakéw (adenoma), jak rowniez

Z polipow.

1.2.1. Epidemiologia

Zachorowalno$¢ 1 umieralno$¢ na raka jelita grubego wykazuje tendencje
wzrostowa. Wedlug danych przedstawionych w raporcie GLOBOCAN 2018
(wykonywanym kazdego roku przez Migdzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem
(IARC, ang. International Agency for Research on Cancer), bedaca oddziatem WHO)
w roku 2018 liczba nowych przypadkow CRC na $wiecie wyniosta ponad 1,8 miliona,
z kolei liczba zgondéw — okoto 880 tysiecy. Ten typ nowotworu zajmuje wigc trzecie
miejsce pod wzgledem zachorowan i drugie w kontekscie $miertelnosci [Bray i in.,
2018]. W Europie, liczba szacowanych zachorowan w roku 2018 wyniosta okoto 500
tysiecy, zgondéw za$ okoto 200 tysiecy (wedlug raportéw Europejskiego Towarzystwa
Onkologii Medycznej (ESMO, ang. European Society for Medical Oncology) oraz
IARC). Najwiekszy odsetek zachorowan i zgonow z powodu raka jelita grubego
w Europie przypada na Norwegie i Wegry [Bray i in., 2018; Malvezzi i in., 2017].
W Polsce, CRC w 2018 roku byt na drugim miejscu pod wzgledem zachorowan
(ok. 61 tys. przypadkoéw) 1 trzecim pod wzgledem $miertelnosci (okoto 35 tys.)
w przypadku me¢zczyzn oraz trzecim miejscu pod wzgledem nowych przypadkow
(okoto 33 tys.) i zgondéw (okoto 18 tys.) w przypadku kobiet (Tab. 2) [Ferlay i in.,
2018].
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Tabela 2. Szacowana zachorowalno$¢ i umieralnos$¢ na raka jelita grubego (w tysiacach) w
Polsce, Europie i na §wiecie [opracowanie wlasne; na podstawie: Bray i in., 2018; Malvezzi i in.,
2017; Ferlay i in., 2018]

M — mezczyzni; K — kobiety; R — razem obie plcie

Zachorowalno$¢ (tysiecy) Smiertelnosé (tysiecy)
M K R M K R
Swiat 1000 800 1800 480 400 880
Europa 270 230 500 130 110 240
Polska 61 33 94 35 18 53

1.2.2. Patogeneza

Rak jelita grubego rozwija si¢ z tkanki nabtonkowej wyscielajacej okreznice
lub odbytnicg. Guz rozwija si¢ z komorek znajdujacych si¢ w tzw. kryptach jelita.
Krypty to swoiste wglebienia $Sciany jelita, otwarte do $wiatta narzadu. W kazde;j
krypcie, u jej podstawy, znajduje si¢ kilka komodrek macierzystych. Gdy dojdzie
do zaburzenia regulacji proliferacji i migracji tych komorek, gtownie na skutek mutacji
w genie APC, wowczas rozwing¢ si¢ moze nowotwor [Wright, 2000; Barker i in.,
2009; Tan i in., 2015; Testa i in., 2018]. Mutacje moga zachodzi¢ takze w innych
genach, takich jak gen supresorowy TP53, gen kodujacy B-katening (w wyniku czego
staje si¢ ona oporna na fosforylacj¢, prowadzaca do ubikwitynacji i degradacji)
czy proto-onkogen KRAS. Dochodzi takze do niestabilno$ci chromosomalne;j. Jest to
mechanizm klasyczny, tzw. adenoma to carcinoma, czyli przeksztalcenie gruczolaka
(nowotworu tagodnego) do gruczolakoraka (zmiany ztosliwej). Zwykle proces ten
trwa kilkanascie lat. Drugim, charakterystycznym mechanizmem patogenezy CRC,
jest przeksztatcenie polipa do raka poprzez tzw. zmiany zabkowane (ang. serrated
pathway). W pierwszym etapie dochodzi do mutacji w protoonkogenach KRAS i BRAF
i powstania komorek o fenotypie CIMP (ang. CpG island methylator phenotype),
czyli takich, u ktérych doszlo do metylacji w obrebie wysp CpG. W innym, rzadziej
wystepujacym mechanizmie, dochodzi do uszkodzenia systemu MMR, co prowadzi
do niestabilno$ci mikrosatelitarnej. Mechanizm ten zwigzany jest z syndromem

Lyncha [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016; Kuipers i in., 2015].

1.2.3. Stadia nowotworu

Guz nowotworowy powstaje w najbardziej wewngtrznej wartswie §ciany
jelita. Wraz ze wzrostem, zajmuje kolejne warstwy, jednocze$nie coraz bardziej

ograniczajac $wiatlto jelita. Aby moc charakeryzowac postep choroby, wprowadzono
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klasyfikacje okre$lajace tzw. stadium nowotworu. Jedng z pierwszych klasyfikacji byt
system TNM. Obecnie czgsciej si¢ stosuje jednak system liczbowy lub, w przypadku
raka jelita grubego, klasyfikacje literowg Dukes’a. Stadia rozwoju nowotworu zostaty

przedstawione na ryc. 21.
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Ryc. 21. Stadia rozwoju raka jelita grubego; Tis — carcinoma in situ — nowotwor nie tworzy
jeszcze guza; T — wielko$¢ guza; N — ilo$¢ zajetych wezlow chlonnych (NO — brak); M — obecnosé
i ilo$¢ przerzutow lub ich brak (MO0) [opracowanie wlasne; na podstawie: Kordek i in., 2007;
AJCC, 2017]

1.2.4. Etiologia

Uwaza sie, iz niewielka tylko cz¢$¢ (okoto 20%) nowotwordw jelita grubego

ma podloze genetyczne. Rak powstajacy w tym organie wykazuje duza zalezno$¢
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od czynnikow takich, jak dieta, dziedziczne zespoty chorobowe, sktad mikrobiomu
czy historia rodzinna choréb, w tym nowotworow.

Jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka CRC sg dziedziczne i niedziedziczne
choroby jelita. Wsérod chorob dziedzicznych najwigksza role odgrywaja zespot
rodzinnej polipowato$ci gruczolakowatej (FAP, ang. familial adenomatous polyposis),
zespot Lyncha i inne, np. zespot Peutza-Jeghersa, polipowato$¢ mtodziencza
czy polipowatos$¢ zwigzana z genem MUTYH. Choroby niedziedziczone, a zwigzane
z ryzykiem zachorowania na raka jelita grubego to przede wszystkim niespecyficzne
zapalenia jelit (IBDs, ang. inflammatory bowel diseases), w tym choroba
Lesniowskiego-Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelit [Testa i in., 2018; Mustafa
i in., 2016; Haggar, Boushey, 2009].

Do genetycznych i epigenetycznych czynnikow etiologicznych naleza przede
wszystkim mutacje w genach supresorowych TP53 i APC oraz protoonkogenach
KRAS, BRAF, SMAD4, HER2 czy PI3KCA. Ponadto, dochodzi do aberracji
chromosomalnych i niestabilnosci chromosomalnej (CIN, ang. chromosomal
instability), uszkodzenia lub inaktywacji systemow naprawy DNA (w tym metylacji
metylotransferazy = metyloguaninowej (MGMT, ang. methylguanine DNA
methyltransferase), niestabilno$ci mikrosatelitarnych, metylacji wysp CpG
czy zmiany ekspresji okres§lonych miRNA [Testa i in., 2018; Mustafa i in., 2016].

Kluczowa rolg w etiologii raka jelita grubego odgrywa takze sktad diety.
Spozywanie duzych ilo$ci czerwonego migsa oraz migsa przetworzonego moze si¢
przyczyni¢ do rozwoju choroby, ze wzgledu na powstawanie kancerogennych
N-nitrozozwiazkéw, reaktywnych form tlenu oraz indukcji  procesow
pronowotworowych [Haggar, Boushey, 2009; Corpet, 2011; Oostindjer i in., 2014;
Helmus i in., 2013]. Obok spozywania czerwonego migsa, czynnikiem ryzyka CRC
jest dieta zasobna w tluszcz. Przyjmowanie tlustych pokarmow skutkuje
przeksztatlceniem przez bakterie jelitowe pierwotnych kwasow zoéiciowych (kwasy
cholowy czy chenodeoksycholowy) do wtérnych (kwasy deoksycholowy (DOC,
DCA) czy litocholowy (LCA), ktore powoduja indukcje szlakéw 1 czynnikéw
pronowotworowych [Liu i in., 2017; Ajouz i in., 2014]. Ponadto, ttusta dieta prowadzi
do zwigkszenia ilo$ci brzusznej tkanki thuszczowej oraz otytosci. Dochodzi w wyniku
tego do rozwinigcia si¢ konstytuwnego stanu zapalnego, jak réwniez spadku ilosci
czynnikow przeciwnowotworowych i wzrostu — pronowotworowych [O’Neill i in.,

2016; Tarasiuk i in.,, 2018]. Okazuje si¢ jednak, iz dlugotancuchowe,
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wielonienasycone kwasy tluszczowe (np. omega-3), znane ze swojej aktywnos$ci
prozdrowotnej, wykazujg dziatanie przeciwnowotworowe [Tarasiuk i in., 2018].

Do sktadnikéw diety, ktore moga dziata¢ prewencyjnie w stosunku do raka jelita
grubego nalezg nabial, zboza, warzywa i owoce. Wynika to z obecnosci w nich
witaminy D, jondw wapnia, blonnika, antyoksydantow i substancji o charakterze
przeciwnowotworowym, takich jak apigenina, genisteina, rezweratrol, kurkumina,
epigallokatechina czy triterpenoidy (w tym kwas ursolowy i oleanolowy) [Oostindjer
i in., 2014; Ajouz i in., 2014; Campbell, Trump, 2017; Ferrer-Mayorga i in., 2019;
Haggar, Boushey, 2009; Wang i in., 2012].

Scisle zwigzany z rozwojem raka jelita grubego jest brak aktywnosci fizyczne;.
Regularne ¢wiczenia z jednej strony zmniejszaja tkanke tluszczowa i zapobiegaja
otytosci, z drugiej za§ dochodzi do indukeji szeregu czynnikéw. Podczas aktywnosci
fizycznej zmianie ulega charakter wydzielania hormonéw, zmniejszeniu ulega takze
insulinooporno$¢ [Haggar, Boushey, 2009].

Na zapoczatkowanie kancerogenezy w jelicie grubym moze takze wplywac regularne
spozywanie alkoholu. Sam alkohol etylowy nie wykazuje aktywnoSci
pronowotworowej, odpowiedzialny za nig jest produkt metabolizmu etanolu, aldehyd
octowy, ktory powoduje uszkodzenie struktury jelita, zmian¢ mikroflory
oraz wzmozenie stanu zapalnego [Na, Lee, 2017].

Zasadnicza role w rozwoju i progresji CRC odgrywa mikrobiom — zaréwno jego sktad,
jak 1 funkcjonalno$¢. Zaro6wno bakterie patogenne, jak i komensale moga powodowac
zmiany strukturalne 1 wydzielnicze w tkance jelita grubego oraz przyczyniaé si¢
do wydzielania cytokin i czynnikow o charakterze pronowotworowym [Chen i in.,
2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017]. Z drugiej strony, metabolity niektorych
bakterii, na przyktad krotkolancuchowe kwasy ttuszczowe, w szczegdlnosci maslan
(powstaly w wyniku fermentacji btonnika), zmniejszaja stan zapalny, dziataja
immunomodulacyjnie ograniczajac rozwoj raka jelita grubego [Chen i in., 2017; Sun,
Kato, 2016]. Wsrod bakterii zwigzanych z CRC wystepuja te z rodzajow
Enterococcus, Helicobacter, Streptococcus, Peptostreptococcus, Salmonella,
Bacteroides, Parabacteroides, Fusobacterium, Akkermansia, a takze E. coli; efekt
antynowotworowy wykazuja za$: Bifidobacterium spp czy Propionibacteri spp [Chen
i in., 2017; Sun, Kato, 2016; Wang i in., 2017].

W rozwoju raka jelita grubego udzial biora takze czynniki psychologiczne,

geograficzne czy socjo-ekonomiczne [Bray i in., 2018; Haggar, Boushey, 2009].
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Ryec. 22. Mechanizm aktywnosci wybranych czynnikow etiologicznych i profilaktycznych w
rozwoju lub hamowaniu raka jelita grubego [opracowanie wlasne]

1.2.5.0bjawy, diagnoza, biomarkery i leczenie

Objawy raka jelita grubego sa zwykle niespecyficzne. We wczesnych

stadiach rozwoju choroby moga nie wystepowac. Pojawiaja si¢ natomiast w stadiach,
ktéore sa trudne do leczenia. To, jakie objawy wystapia, zalezy glownie
od umiejscowienia nowotworu [Kordek i in., 2007].
Wsrod objawow CRC mozna wyrdzni¢ zmiang rytmu wyproznien, uczucie niepetnego
wyproéznienia, wzdgcia, nietrzymanie gazow 1 stolca, zmgczenie, objawy zwigzane
z anemiy, a takze objawy bedace wynikiem obstrukc;ji jelita: bol, nudno$ci, wymioty,
problem z oddawaniem stolca. Do bardziej typowych objawdw nalezg bol w okolicy
powstania guza czy krew w stolcu [Kordek i in., 2007; Kuipers i in., 2015].

Diagnostyka raka jelita grubego wykorzystuje szeroki wachlarz badan.
Do najmniej inwazyjnych nalezg test na krew utajong w stolcu (enzymatyczny gFOBT
czy immunochemiczny FIT) oraz badanie per rectum. Mogg one jednak dawa¢ wynik
fatszywie negatywny. Wigksze prawdopodobienstwo wykrycia nowotworu daja

badania endoskopowe — rektoskopia, sigmoidoskopia i kolonoskopia — umozliwiajace
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jednoczes$nie usunigcie polipéw czy wcezesnych gruczolakéw. Ponadto, stosowaé
mozna diagnostyke oparta na badaniach radiologicznych, ultrasonografii, tomografii
komputerowej, rezonansie magnetycznym czy, w ostatecznos$ci, biopsji [Kordek i in.,
2007; Kuipers i in., 2015; Das i in., 2017]. Obecnie, coraz czeSciej stosowany jest
takze test DNA, umozliwiajacy z wysoka dokladno$cig wykrycie w stolcu genow
zwigzanych z kancerogenezg [Kuipers i in., 2015].

W skriningu CRC wysoka warto$¢ diagnostyczng niosg biomarkery.
Do najczesciej wykorzystywanych biomarkerow diagnostycznych naleza: antygen
karcinoembrionalny (CEA), kadheryna 17, geny septyny 9 (SEPT9), APC, KRAS,
BRAF, PIK3CA, PTEN, a takze profil niestabilno$ci mikrosatelitarnej (MSI). Ponadto,
analizowa¢ mozna markery prognostyczne, dajace rozeznanie w zaawansowaniu
choroby i szansach przezycia pacjenta. Do markerow prognostycznych nalezg: MSI,
BRAF, KRAS, APC, CA19-9, COX-2, MMPs, EGFR, VEGF czy SMAD4 [Kuipers
i in., 2015; Das i in., 2017; Er i in., 2015; Berretta i in., 2017; Ronnekleiv-Kelly i in.,
2016].

Do podstawowych metod leczenia raka jelita grubego nalezg radioterapia,

chemioterapia oraz resekcja chirurgiczna.

1.3. Terapie przeciwnowotworowe

1.3.1. Rutynowe terapie

Do rutynowych terapii nowotworéw ztosliwych naleza resekcja chirurgiczna,
radioterapia, chemioterapia oraz hormonoterapia. Czesto bywa, iz terapia polega
na zastosowaniu kilku réznych strategii — na przyktad, czesto przed operacja dokonuje
si¢ wstepnej terapii cytostatykami lub radioterapii. Mozliwe, iz podczas interwencji
chirurgicznej konieczne bedzie dokonanie kolektomii (usuniecia czgsci jelita)
lub anastomozy (zespolenie jelitowe) oraz utworzenie stomii (potaczenia Swiatla jelita
ze skorg w celu utworzenia nowego ujscia narzadu) [Kuipers i in., 2015]. Radioterapia,
czyli wykorzystanie promieniowania jonizujacego (B, v lub X) w celu miejscowego
leczenia nowotworu ztosliwego, stosowana jest gtownie w przypadku raka odbytu
[Kordek i in., 2007]. W chemioterapii CRC obecnie stosowane strategie terapeutyczne
oparte s3 na terapii adjuwantowej — zastosowaniem dwoch lub trzech cytostatykow.

Najczesciej stosowane leki to: S-fluorouracyl, oksaliplatyna, kapecytabina
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czy irynotekan, ktory jest jednocze$nie gldwnym cytostatykiem stosowanym
w przypadku terapii przerzutujacego CRC [Kuipers i in., 2015; Tsuji, Sugihara, 2016;
Gustavsson i in., 2015]. Razem z chemioterapeutykami stosowane mogg by¢
inhibitory EGFR i VEGF oraz przeciwciata monoklonalne [Kuipers i in., 2015; Vogel
i in., 2017].

Chemioterapia to zastosowanie cytostatykow, czyli substancji niszczacych
komorki, w celu zwalczenia nowotworu. Eliminacja komoérek nowotworowych przez
cytostatyki moze zachodzi¢ na drodze r6znych mechanizmoéow (Ryc. 23) [Kordek i in.,

2007; Liiin., 2016; Espinosa i in., 2003; Malhotra, Perry, 2003].
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Ryec. 23. Mechanizm aktywnoSci gléwnych grup chemioterapeutykéw [opracowanie wlasne]

Hormonoterapia stosowana jest w leczeniu nowotworéw hormonozaleznych
(np. rak tarczycy, gruczotu krokowego, jadra czy jajnika), polega na podwyzszeniu

lub obnizeniu stezenia okreslonych hormonow [Kordek i in., 2007].
1.3.1.1. Kamptotecyna-11

Gléwnym cytostatykiem stosowanym w terapii przerzutujacego raka jelita
grubego jest kamptotecyna-11 (CPT-11), inaczej irynotekan. Lek ten jest analogiem
kamptotecyny, alkaloidu izolowanego z kory drzewa Camptotheca acuminata.

Poczatkowo w chemioterapii stosowano kamptotecyne, pdzniej topotekan, ze wzgledu
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jednak na powazne skutki uboczne leki te zostaly wycofane i opracowano nowag
pochodng — irynotekan. Mimo, iz w mniejszym stopniu niz czysta kamptotecyna czy
topotekan, to CPT-11 rowniez wykazuje skutki uboczne [Mathijssen i in., 2001,
de Man i in., 2018; Li i in., 2017; Martino i in., 2017].

A
a4 o
Vs,
kamptotecyna (CPT) topotekan
B

topoizomeraza |

INHIBICJA

irynotekan (CPT-11)

WYDALENIE
z 76lcia

Ryc. 24. Poréwnanie struktury kamptotecyny (CPT), topotekanu i kamptotecyny-11 (CPT-11,
irynotekanu) (A); metabolizm i mechanizm aktywnosci irynotekanu (CPT-11) (B) [opracowanie
wlasne]

SN-38 — gléwna forma aktywna CPT-11; SN-38G — glukuronidowa pochodna SN-38; CE -
karboksylesteraza; UGT — UDP-glukuronylotransferaza

CPT-11 jest prolekiem, zwykle podawanym dozylnie, ktory w organizmie
metabolizowany jest do kilku form, najwazniejsza sposrod ktérych jest SN-38,
powstata ~w  wyniku  hydrozylacji  przez  karboksylesterazy = (CEs,
ang. carboxylesterases). W mniejszym stopniu w metabolizmie CPT-11 rolg

odgrywaja takze cytochrom P450, w wyniku czego powstaja inne, mniej aktywne,

70



formy (ktore pod wptywem CEs moga by¢ przeksztalcone w SN-38). SN-38
inaktywowany jest w wyniku przeksztalcenia do glukuronidu, SN-38G,
co katalizowane jest przez UDP-glukuronylotransferaz¢ (UGT, ang. UDP-
glucunoryltransferase). Reakcja ta moze zosta¢ odwrdcona przez B-glukuronidazy
produkowane przez bakterie jelitowe, co moze skutkowa¢ efektami ubocznymi
u pacjentéw (Ryc. 24) [Mathijssen i in., 2001; de Man i in., 2018].
Przeciwnowotworowy mechanizm aktywno$ci CPT-11 i SN-38 polega na inhibicji
topoizomerazy [ (Topl), enzymu zaangazowanego w replikacje DNA.
Kamptotecyna-11 wiaze si¢ z DNA 1 Topl, tworzac trimer, ktory blokuje zaréwno
aktywno$¢ topoizomerazy, jak i stanowi przeszkode dla widetek replikacyjnych.
Skutkuje to powstaniem sit napr¢zeniowych, w wyniku czego dochodzi do pgknigcia
podwojnej nici DNA 1 $mierci komorki. Ponadto, CPT-11 moze powodowaé¢ zmiang
ekspresji okreslonych genéw zaangazowanych w kancerogenezg, a takze hamowac
angiogeneze [Li i in., 2017; Martino i in., 2017].

Zarébwno CPT-11, jak i SN-38, moze wystepowa¢ w dwoch formach, w zaleznosci
od pH - laktonu (niskie pH) o wysokiej aktywnosci lub karboksylanu
(pH fizjologiczne i wyzsze) o niskiej aktywnos$ci. Zatem w prawidlowych tkankach
i krwiobiegu irynotekan bedzie wykazywat stabsza aktywnos$¢, niz w zakwaszonym

mikrosrodowisku guza [Kato i in., 2013; de Man i in., 2018].

1.3.2.Nowoczesne terapie przeciwnowotworowe

Poza rutynowymi terapiami, coraz wigksza popularnoscig ciesza si¢
nowoczesne terapie przeciwnowotworowe, zwane biologicznymi. W strategiach tych
wykorzystywane sa narzgdzia inzynierii genetycznej, cytokiny i przeciwciata,
specyficzne inhibitory hamujace okreslone czynniki lub szlaki zaangazowane
w kancerogeneze czy tez substancje pochodzenia naturalnego, wykazujace
wlasciwosci przeciwnowotworowe. Do najwazniejszych terapii tego typu naleza:
(1) terapia genowa — polega na zastgpieniu uszkodzonego genu jego prawidtowa kopia,
wprowadzeniu gendéw kodujacych biatka proapoptotyczne, wyciszeniem gendéw
zaangazowanych w kancerogeneze, przerzutowanie czy inhibicj¢ apoptozy
[Sliwinska-Hill, Trocha, 2011]; (ii) przeciwciala monoklonalne (mAbs,
ang. monoclonal antibodies) — moga przyczyni¢ si¢ do zniszczenia guza przez uktad

gospodarza, czy tez w wyniku zablokowania okreslonych szlakéw molekularnych.
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Ponadto, moga by¢ sprzgzone z cytostatykiem, toksyna, radioizotopem, cytoking
czy enzymem [Sliwinska-Hill, Trocha, 2011; EIBakri i in., 2010; Chiavenna i in.,
2017]; (iii) celowanie w CSC - terapia oparta na wykorzystaniu czynnikéw
(przeciwcial monoklonalnych, lekow drobnoczasteczkowych czy miRNA)
lub substancji pochodzenia naturalnego (np. kwercetyna, rezweratrol,
dihydrokapsaicyna  czy  kurkumina)  specyficznie = wigzacych  antygeny
charaktetystyczne dla CSC czy ingerujacych w szlaki 1 procesy komoérkowe
prowadzone przez komorki macierzyste [Ciurea i in., 2014; Igbal i in., 2016; Agliano
I in., 2017; Taylor, Jabbarzadeh, 2017]; (iv) immunoterapia — wykorzystanie
czynnikow 1 komoérek immunologicznych stymulujacych uklad gospodarza
do zwalczania nowotworu lub blokujacych immunosupresj¢ 1 ucieczke nowotworu
spod nadzoru immunologicznego [Kaleta-Richter i in., 2019; Phung i in., 2019];
(v) immunoszczepionki — polegaja na podaniu pacjentowi antygendw
nowotworowych w celu wzmocnienia i skierowania przeciwko nim odpowiedzi
immunologicznej; wykorzystywane s3 modyfikowane genetycznie komorki
nowotworowe pacjenta lub pobrane od pacjenta komorki immunologiczne
(DC, limfocyty T), indukowane z antygenami nowotworowymi [Sliwinska-Hill,
Trocha, 2011; Agliano i in., 2017; Soiffer i in., 2003; Wolny, Lasek, 2010];
(vi) inhibitory kinaz tyrozynowych (TKIs, ang. tyrosine Kkinase inhibitors)
— drobnoczasteczkowe leki, mAbs lub substancje pochodzenia naturalnego
(rezweratrol, kwercetyna, kurkumina, apigenina, genisteina czy gallusan
epigallokatechiny), ktorych aktywnos$¢ polega na hamowaniu aktywno$ci kinaz
tyrozynowych (EGFR, VEGFR, K-ras, B-raf, MET, CDKs, Src) wystepujacych
w nowotworze w nadekspres;ji i indukujacych procesy pronowotworowe [Du, Lovly,
2018; Bhullar i in., 2018; Tan i in., 2018]; (vii) terapia fotodynamiczna (PDT,
ang. photodynamic therapy) — zastosowanie substancji, ktore poddane dziataniu
okreslonego rodzaju $wiatta powoduja wytworzenie tlenu singletowego 10.. Z jednej
strony wywotuje on efekt cytotoksyczny w komorkach nowotworowych, z drugiej za$
stymulacje komorek immunologicznych gospodarza [Kaleta-Richter i in., 2019;
Phung i in., 2019].

Przelomem w terapii nowotworéw bylo zastosowanie tzw. terapii
skojarzonej, czyli zastosowania wigcej, niz jednej strategii terapeutycznej. Moze to
dotyczy¢ zastosowania kilku terapii rutynowych (chirurgia, radio- i chemioterapia),

kilku cytostatykow, jak réwniez potaczenia terapii rutynowych z biologicznymi
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lub kilku réznych biologicznych [Swieboda-Sadlej, 2011; Mokhtari i in., 2017].
Szczegblnym typem terapii skojarzonej jest wykorzystanie substancji pochodzenia
naturalnego, wykazujacych potencjat przeciwnowotworowy, w polaczeniu

z cytostatykiem. Podejscie takie jest przedmiotem ponizszych badan.

1.3.3. Substancje o potencjale terapeutycznym

Dotychczas poznano ogromng liczbe substancji pochodzenia naturalnego,
ich  pochodnych czy tez substancji  syntetycznych o  aktywnosci
przeciwnowotworowej. Zwigzki te moga samodzielnie wykazywaé potencjal
zmniejszania wzrostu guza, indukcji apoptozy czy inhibicji proliferacji, angiogenezy
migracji i przerzutowania. Ponadto, wiele z tych zwigzkéw moze potggowac
efektywnos$¢ chemioterapii, a nawet dziata¢ ochronnie na komorki prawidtowe.

Do substancji naturalnych o aktywnosci przeciwnowotworowej naleza substancje
pochodzenia roslinnego, takie jak: kwercetyna (obecna w kwiatach glogu), rezweratrol
(winogrona), apigenina (pietruszka), fisetyna (jabtka i truskawki), likopen (pomidory),
genisteina (soja), gallusan epigallokatechiny (zielona herbata), kwas rozmarynowy
(rozmaryn), kurkumina (kurkuma), dihydroksykapsaicyna (papryka chilli), berberyna
(berberys) [Wang i in., 2012; Taylor, Jabbarzadeh, 2017] czy tez polisacharydy
(gtownie B-glukany), proteoglikany, glikoproteiny, biatka, zwigzki fenolowe i inne
substancje bioaktywne pochodzace z grzybow, takich jak: Lentinula edodes,
Flammulina velutipes, Phelinus linteus, Ganoderma lucidum, Inonotus obliquus,
Formitopsis betulina, Trametes versicolor, Cerrena unicolor, Cordyceps spp,
Pleurotus spp i wielu innych [De Silva i in., 2012; Figueiredo, Régis, 2017,
Blagodatski i in., 2018]. Istnieja takze zwiazki o charakterze przeciwnowotworowym

izolowane z organizmow zwierzecych.

1.3.4. Pentacykliczne triterpenoidy jako przyklad substancji o potencjale

przeciwnowotworowym

Przykladem  grupy zwiazkdbw o  pozadanych  wlasciwosciach
przeciwnowotworowych sg triterpenoidy (saponiny). Zwigzki te zbudowane sg
ze szkieletu, bedacego aglikonem, do ktérego dotgczone moze by¢ od jednej do trzech

reszt cukrowych. Ponadto, triterpenoidy moga r6zni¢ si¢ ilo$cig pierscieni. Najlepiej
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poznane pod katem potencjalu przeciwnowotworowego sa zwiazki cztero-
1 pigciopierscieniowe (odpowiednio tetra- lub pentacykliczne). Do najwazniejszych
grup pentacyklicznych tritepenéw nalezg ursany (kwas ursolowy, a-amyryna), oleany
(kwas oleanolowy, kwas maslinowy, betulina, B-amyryna) i lupany (kwas betulinowy)
[Parmar i in., 2013; Yang, Laval, 2014].

Pentacykliczne triterpeny produkowane sa przede wszystkim przez rosliny.
Ich synteza zachodzi najczgs$ciej na drodze szlaku mewalonowego, w wyniku ktorego
dochodzi do powstania podjednostki izoprenowej. W wyniku jej kondensacji
wytworzony zostaje skwalen (C30), ktory nastepnie ulega epoksydacji
do 2,3-oksydoskwalenu. Ten z kolei ulega cyklizacji, w wyniku czego powstaja rozne
zwigzki pierscieniowe [Parmar i in., 2013; Yang, Laval, 2014; Voet i in., 2008].
Jednymi z najwazniejszych przedstawicieli pentacyklicznych triterpenoidow sa kwas
ursolowy (UA, ang. ursolic acid) i kwas oleanolowy (OA, ang. oleanolic acid), bedace
przedmiotem badan. Zwiazki te sg izomerami, a rdznig si¢ miejscem przylaczenia
dwoch grup metylowych (-CH3).W przypadku UA przytaczone sg one do wegli C-19
i C-20, w przypadku za$ OA obie grupy dotaczone sg do wegla C-20. W strukturze
obu zwigzkow wystepuja 3 miejsca aktywne: grupa hydroksylowa (-OH) przy weglu
C-3, karboksylowa (-COOH) przy C-28 oraz podwojne wigzanie migdzy C-12 a C-13
(Ryc. 25). Miejsca te moga ulega¢ podstawieniu podczas syntezy pochodnych,
odpowiadajac takze za aktywnos¢ kwasow. Relacje miedzy strukturg a aktywnoscia

zwiazkow nie sg do konca poznane. Podejrzewa sig, iz UA 1 OA moga oddziatywac

z cholesterolem, powodujac destabilizacje btony komoérkowej [Podolak i in., 2010;
Pollier, Goossens, 2012; Shanmugam i in., 2014; Zhang i in., 2017].

29

kwas ursolowy kwas oleanolowy
(kwas 3B-hydroksyurs-12-en-28-owy) (kwas 3B-hydroksyolean-12-en-28-owy)

Ryc. 25. Struktura kwasow ursolowego i oleanolowego [opracowanie wlasne]
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Kwasy ursolowy i oleanolowy wystepuja przede wszystkim w roslinach.

Kwas ursolowy obecny jest migdzy innymi w skorce jabtek, zurawinie, jagodach,
a takze ziotach, przede wszystkim w rozmarynie. Kwas oleanolowy wystepuje
gltéwnie w lisciach 1 owocach drzewa oliwnego. Ponadto, izolowany moze by¢
z zen-szenia, jemioty, gozdzikow czy grzyba Ganoderma lucidum [Shanmugam i in.,
2014; Jung i in., 2010; Shanmugam i in., 2013; do Nascimento i in., 2014; Oprean
i in., 2016].
Badane zwiazki pelnig w roslinach rdézne funkcje. Sa sktadnikiem woskow,
dzigki czemu chronig rosling przed utrata wody, biora udziat w oddzialywaniu
allelopatycznym oraz pelnig funkcje defensywne uczestniczagc w odstraszaniu
ro$linozercow [Pollier, Goossens, 2012; Shanmugam i in., 2014].

Wykazano, iz UA 1 OA wykazuja szereg aktywnosci prozdrowotnych, takich
jak: immunomodulacyjne,  antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciw-
autoimmunologiczne, antydepresyjne, przeciwcukrzycowe, przeciwdrobnoustrojowe,
zmniejszajg otylo$¢ 1 reguluja gospodarke lipidowa, a takze dzialaja ochronnie
na zotadek i watrobe, serce czy uktad nerwowy. Zwigzki te wykazujag takze potencjat
przeciwnowotworowy, opisywany juz w literaturze, lecz w nowym uktadzie badany
w prezentowanej pracy [Jung i in., 2010; do Nascimento i in., 2014; Checker i in.,
2012; Baek i in., 2014; Machado i in., 2012; Zhang i in., 2006; Kunkel i in., 2012; Jang
i in., 2009; Kurek i in., 2012; Fontanay i in., 2008; Kong i in., 2013; Ishikawa i in.,
2008; Saravanan i in., 2006; Gutiérrez-Rebolledo i in., 2016; Han, Bakovic, 2015; Lu
i in., 2007; Yang i in., 2010; Salvador i in., 2014].
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2. Hipotezy badawcze

Celem badan bylo okreslenie wpltywu kwasu ursolowego (UA), kwasu
oleanolowego (OA) i kamptotecyny-11 (CPT-11) podawanych osobno i w polgczeniu
na zahamowanie migracji komorek raka jelita grubego oraz wyjasnienie mechanizmu

bedacego podstawg tej aktywnosci.

Badania podzielono na etapy odpowiadajace postawionym hipotezom czgstkowym:

a) Czy UA, OA i CPT-11 wykazujag aktywno$¢ przeciwnowotworowg?
Czy polaczenie kwasow ze sobg 1 z cytostatykiem wzmocni ich dziatanie?

b) Jaki jest wplyw badanych zwigzkéw na migracje komorek prawidtowych
1 nowotworowych oraz czy podanie ich w potagczeniu wzmocni ten efekt?

€) Na jakie szlaki molekularne zwigzane z migracja oddziatuja badane zwigzki?

Czy aktywnos¢ ta jest silniejsza przy podaniu ich w potaczeniu?
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3. Materialy i metody

3.1. Materialy

3.1.1. Linie komérkowe

Badania prowadzone byly na trzech liniach komérkowych:

a) jako kontrola, wykorzystane zostaty ludzkie prawidtowe adherentne komorki
nabtonka jelita grubego transformowane termowrazliwym szczepem wirusa SV40
— linia CCD 841 CoTr (ATCC® CRL-1807™);

b) model wczesnego stadium rozwoju nowotworu stanowily ludzkie adherentne
komorki raka jelita grubego stadium I (Dukes A) — linia HT-29 (ATCC® HTB-
38T™);

) jako model pdznego, przerzutowego, stadium nowotworu stanowity ludzkie
adherentne komorki raka jelita grubego pochodzace z przerzutu do wezta
chtonnego — linia SW 620 (ATCC® CCL-227™),

Komorki hodowano w ptynie RPMI 1640 — HT-29, SW 620 — lub mieszaninie ptynow

RPMI 1640 i DMEM (1:1 v/v) (Gibco (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)) —

CCD 841 CoTr — z dodatkiem antybiotykow (100 U/mL penicyliny, 100 pg/mL

streptomycyny) (Gibco) oraz 10% lub 2% ptodowej surowicy bydlecej (FBS, ang. fetal

bovine serum) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Hodowle prowadzono

w inkubatorze w wilgotnej atmosferze z przeptywem 5% CO2, w temperaturze 34°C

(CCD 841 CoTr) lub 37°C (HT-29, SW 620).

Komorki pasazowano poprzez przeplukanie PBS (roztwodr soli fizjologicznej

buforowany fosforanami, ang. phosphate buffered saline) bez jonéw Ca?* i Mg?*

(Biomed, Lublin, Polska) oraz 0,25% roztworem trypsyny z 0,02% roztworem EDTA

(Sigma Aldrich), a nastgpnie sptukanie ptynem hodowlanym z dodatkiem 10% FBS.

W doswiadczeniach stosowano kultury o okreslonej gestosci komorek, ktora ustalana

byla kazdorazowo poprzez policzenie komérek w komorze Thoma z zachowaniem

reguty dwoch bokow Biirkera i rozcienczenie komorek ptynem hodowlanym.

Wszystkie procedury wymagajace warunkéw sterylnych prowadzono pod komorg

z laminarnym przeptywem powietrza (Holten Safe model 1.2, Thermo Scientific).

W badaniach wykorzystano model zarowno wczesnego, jak 1 przerzutowego
stadium nowotworu, aby oceni¢ wptyw UA, OA i CPT-11 na komorki, w ktérych

ekspresji podlegaja szlaki zaangazowane w metastazg, jak i takie, w ktérych zmiany
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prowadzace do przerzutu jeszcze nie zaszly. Miato to na celu oceng¢ potencjatu
badanych substancji nie tylko do zahamowania samego procesu migracji i inwazji
w komorkach zdolnych do utworzenia przerzutu, lecz rowniez czynnikow i szlakow
prowadzacych do nabycia tych cech.

Dos$wiadczenia prowadzone byty na hodowlach homogennych ptaskich (Ryc. 26A),
jak rowniez na kokulturach. Kokultury utworzone byly z ptaskiej, dwuwymiarowej
(2D) kultury komoérek CCD 841 CoTr tworzacych monowarstwe (ang. monolayer),
na ktore dodawano po 10 sferoidow (forma tréjwymiarowa, 3D) utworzonych
z komorek linii HT-29 lub SW 620 (2x10% komorek/sferoid). Warianty kontrolne
dla doswiadczen w hodowlach heterogennych stanowity kultura ptaska (2D) komorek

CCD 841 CoTr oraz sferoidy (3D) linii HT-29 i SW 620 (Ryc. 26B).

A komérki linii o o
CCD 841 CoTr komorki linii HT-29 komorki linii SW 620

hodowla plaska homogenna hodowla plaska homogenna hodowla plaska homogenna

D cE S

\ CCD 841 CoTr

B & nr
kokultura komoérek hodowla przestrzenna sferoidow
prawidtowych CCD 841 CoTr utworzonych z komorek linii e SW620
i sferoidow HT-29 HT-29

hodowla ptaska homogenna - . . . et 129
komérek linii CCD 841 CoTr ( ) g. @ o ) @ steroid SW 620
< 0 7
Xy
Q‘:_ ) g:: ®

kokultura komorek hodowla przestrzenna sferoidow
prawidlowych CCD 841 CoTr utworzonych z komorek linii
i sferoidow SW 620 SW 620

Rye. 26. Schemat kultur wykorzystywanych w badaniach: hodowli ptaskich homogennych (A)
oraz kokultur (B) [opracowanie wlasne]

3.1.1.1. Zakladanie hodowli w kokulturach

W przypadku doswiadczen wykonywanych na kokulturach komoérkowych,
zaktadano trzy rodzaje hodowli: hodowla ptaska komorek linii CCD 841 CoTr,
hodowla ptaska CCD 841 CoTr z wprowadzonymi na nie sferoidami utworzonymi

z komorek HT-29 Iub SW 620 (po 10 sferoidow na kazdy wariant badawczy)
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oraz hodowla samych sferoidéw utworzonych z komoérek nowotworowych.
Wykorzystanie hodowli w kokulturach miato na celu cze$ciowe odtworzenie sytuacii,
jaka ma miejsce w organizmie podczas przerzutu nowotworowego.

Steroidy komorkowe otrzymywano poprzez wylanie 200 ul zawiesiny komorek linii
HT-29 lub SW 620 o gestosci 1x10* komorek/ml do dotkéw ptytki 96-dotkowej,
optaszczonych wczesniej 1% roztworem agarozy (Fluka (Honeywell), Morristown,
NJ, USA) w 0,85% NaCl (Avantor Performance Materials Poland). Po czterech
dniach, gdy sferoidy si¢ utworzyty, pobierano je, optukiwano w $wiezym ptynie
hodowlanym, a nastgpnie umieszczano w dotkach ptytki 24-dotkowej, po 10
sferoidow/dotek. Hodowle ptaskie komorek linii CCD 841 CoTr zaktadane byty dzien

wcze$niej poprzez wylanie 1 ml zawiesiny o gestosci 1,75x10° komérek/ml (Ryc. 27).

pobranie sferoidow, odptukanie
i dodanie na ptytke 24-dotkowa
z komérkami CCD 841 CoTr

wylanie zawiesiny
komorek
HT-29 lub SW 620

oplaszczenie
agaroza

zalozenie hodowli
plaskiej komorek
linii CCD 841 CoTr

Ryec. 27. Schemat zakladania kokultur komoérkowych [opracowanie wlasne]

3.1.2. Badane zwiazki

W projekcie wykorzystano dwa pentacykliczne terpenoidy, kwas ursolowy
(UA, kwas 3B-hydroksyurs-12-en-28-owy) 1 kwas oleanolowy (OA, kwas
3B-hydroksyolean-12-en-28-owy), jak rowniez cytostatyk — kamptotecyna-11 (CPT-
11, irynotekan, pochodna kamptotecyny). Substancje podawano o0sobno,
jak 1 w potaczeniu, kazdg w jednym okreslonym stezeniu wyznaczonym empirycznie.
Badane zwiazki, zakupione z komercyjnego zrodta (UA, OA — Sigma Aldrich,
CPT-11 — MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) rozpuszczono w DMSO
(dimetylosulfotlenek) (Sigma Aldrich) i rozcienczono 10-krotnie ptynem hodowlanym
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do uzyskania stock solution 10 mg/ml (10% DMSO). Podczas prowadzenia
doswiadczen, substancje rozcienczano do okreslonych stgzen.

W celu ustalenia stezen substancji oraz czasu inkubacji komoérek z ich dodatkiem,
dokonano wstepnej analizy metodami NR 1 MTT, opisanymi nizej. W tym celu,
komorki linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 poddano dziataniu UA i OA w zakresie
stezen 2,5-250 pg/ml oraz CPT-11 w stezeniach 0,1-10 pg/ml przez czas 24, 48 1 72
godzin. Na podstawie uzyskanych wynikow, do dalszych badan wybrano czas
inkubacji 24 godz. i stezenia: 5 ug/ml dla UA, 100 ug/ml dla OA i 0,075 pg/ml
dla CPT-11 (tabela 3). W kolejnych badaniach, komorki inkubowano ze zwigzkami
podawanymi osobno oraz w potgczeniu ze sobg. Warianty badawcze przedstawiono
w tabeli 4. Stezenia zostaty tak dobrane, aby nie wykazywacé istotnej toksycznosci

wzgledem komorek.

Tabela 3. Wybrane (wyznaczone empirycznie) stezenia badanych substancji

Substancja Stezenie
UA 5 pg/ml (11 pM)
OA 100 pg/ml (220 uM)
CPT-11 0,075 pug/ml (0,215 uM)

Tabela 4. Warianty badawcze

Sktadowe wariantu Oznaczenie wariantu
UA (5 pg/ml) UA
OA (100 pg/ml) OA
CPT-11 (0,075 pg/ml) CPT-11
UA (5 pg/ml) + CPT-11 (0,075 ug/ml) UA+CPT-11
OA (100 pg/ml) + CPT-11 (0,075 pg/ml) OA+CPT-11
UA (5 pg/ml) + OA (100 pg/ml) UA+OA
UA (5 ug/ml) + OA (100 pg/ml) + CPT-11 (0,075 ug/ml) | ALL

3.2.Metody

3.2.1. Barwienie May-Griinwalda-Giemsy

Barwienie stosowano w celu zwizualizowania zmian zachodzacych
w komorkach lub w celu uwidocznienia wyniku prowadzonej analizy. Metoda polega

na wybarwieniu cytoplazmy na kolor roézowo-niebieski przez barwnik May-

80



Griinwalda oraz jadra komérkowego na kolor fioletowy z ciemniejszymi jaderkami
w wyniku zwigzania barwnika Giemsy z DNA.

W pierwszym etapie barwienia ptyn znad komorek $ciggnieto, a komorki
przeptukano PBS. Nastepnie, dodano barwnika May-Griinwalda (0,5 ml w przypadku
plytki 24-dotkowej, 1 ml w przypadku szalki Petriego lub ptytki 6-dotkowej) (Sigma
Aldrich) i barwiono przez 3 minuty. Po tym czasie, dodano rownowazng objetos¢
wody dejonizowanej (Zaktad Wirusologii i Immunologii UMCS). Po 3 minutach
sciggnigto barwnik, komorki optukano woda dejonizowang 1 dobarwiano przez
30 minut barwnikiem Giemsy (0,5 ml lub 1 ml) (Sigma Aldrich). Po tym czasie
barwnik $ciggnig¢to, hodowle przeptukano woda dejonizowang i pozostawiono

do wyschnigcia.

3.2.2. Barwienie fluorescencyjne cytoszkieletu

Barwienia cytoszkieletu aktynowego mozna dokonaé stosujac barwnik

sprzezony z czynnikiem wigzacym si¢ specyficznie do F-aktyny. Czynnikiem takim
jest falloidyna, toksyna pochodzaca z muchomora sromotnikowego (Amanita
phalloides). Sprzezona jest ona z barwnikiem rodaming B, dajacym zotto-
pomaranczowg fluorescencj¢ po naswietleniu laserem o dtugosci fali Swiatta 540 nm
(Swiatto zielone).
Barwienia wykonano w szklanych, 4-komorowych ptytkach typu Lab-Tek™ (Nunc
(Thermo Scientific)). Po inkubacji komoérek z badanymi substancjami i ich utrwaleniu
(5% formaldehyd (Avantor Performance Materials Poland (dawnieij POCH), Gliwice,
Polska) w PBS przez 5 minut) i permeabilizacji btony (0,2% Triton X-100 (Sigma
Aldrich) w PBS przez 2 minuty) dodano po 200 pl barwnika do kazdej komory,
a nastepnie inkubowano przez 30 minut w ciemno$ci w temperaturze pokojowe;.
Po tym czasie, preparaty przeptukano trzykrotnie PBS i wykonano zdjecia
w mikroskopie fluorescencyjnym (Zaktad Anatomii i Cytologii Roslin UMCS) [Wulf
i in., 1979; Chazotte, 2010].

3.2.3. Efekt cytotoksyczny

Cytotoksyczno$¢ zwigzkéw badano metodami NR i MTT. W przypadku obu

metod doswiadczenie prowadzono na ptytkach 96-dotkowych, na ktére wylano
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po 100 ul zawiesiny komoérek o gestosci 1,75x10° komérek/ml (linia prawidtowa)
lub 1x10° komérek/ml (komorki nowotworowe) w ptynie hodowlanym 10% FBS. Po
24 godzinach medium usuni¢to, a do dotkéw dodano po 100 pul wariantow badanych
zwigzkow rozpuszczonych w ptynie hodowlanym z 2% FBS (lub sam ptyn z 2% FBS
do wariantu kontrolnego). Komorki inkubowano z substancjami przez 24 godziny,
po czym doswiadczenie kontynuowano wedtug procedury odpowiedniej dla metody
NR lub MTT.

3.2.3.1. Metoda NR

W metodzie NR wykorzystuje si¢ barwnik czerwien obojetng (NR,
ang. neutral red), ktory wnika do komorek. Gdy komorki sa zywe, barwnik
zgromadzony zostaje w lizosomach. Podczas utrwalania barwnik zostaje wyptukany
z komorek martwych, za§ w zywych uwalniany jest w $Srodowisku kwasnym.
Uzyskane warto$ci absorbancji sg wprost proporcjonalne do ilosci zywych komorek.
Metoda ta wykorzystywana jest w badaniu efektu cytotoksycznego, bedacego
nastepstwem przerwania ciggtosci btony komorkowe;.

Po inkubacji ze zwigzkami, ptyn hodowlany usunieto i dodano do wszystkich
dotkéw po 100 pl barwnika NR (0,4 mg/ml w ptynie hodowlanym z 2% FBS) (Sigma
Aldrich). Po 3 godzinnej inkubacji w 37 lub 34°C, NR usunigto i utrwalano komorki
przez 2 minuty (po 200 pl 0,5% formaldehydu w 1% roztworze CaClz (Avantor
Performance Materials Poland)). Utrwalacz usuni¢to i do wszystkich dotkéw dodano
po 100 ul rozpuszczalnika (1% kwas octowy w 50% roztworze etanolu (Avantor
Performance Materials Poland)), a nastepnie inkubowano ptytki przez 20 minut
z wytrzgsaniem w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, dokonano pomiaru
spektrofotometrycznego (czytnik mikroptytek model EL800, Biotek, Winooski, VT,
USA z oprogramowaniem KCjunior) przy dtugosci fali A = 540 nm [Borenfreund,
Puerner, 1985; Ates i in., 2017].

3.2.3.2. Metoda MTT

Metoda ta oparta jest na reakcji przeksztalcenia soli tetrazoliowej MTT
(bromek 3-(4,5-dwumetylotiazylo-2-yl)-2,5-dwufenylotetrazolu) o barwie zobltej

do fioletowych, brunatnych krysztaldow formazanu. Reakcja katalizowana jest przez
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NAD(P)H i enzymy glikolityczne obecne w retikulum endoplazmatycznym. Powstate,
nierozpuszczalne w wodzie krysztaly lokuja si¢ w aparacie Golgiego i kroplach
lipidowych. Absorbancja jest wprost proporcjonalna do ilosci zywych komorek.
Metoda mozna bada¢ zarowno cytotoksycznos¢ substancji, jak 1 ich wptyw
na proliferacje komorek.

Po inkubacji z badanymi zwigzkami, do wszystkich dotkéw dodano po 25 pl
MTT (Sigma Aldrich) i inkubowano 3 godziny w 34 lub 37°C. Po tym czasie,
do wszystkich dotkéw dodano po 100 ul SDS (siarczan dodecylu sodu; Sigma Aldrich)
w celu rozpuszczenia krysztatow formazanu i inkubowano przez 24 godziny.
Nastepnie, dokonano odczytu absorbancji przy dtugosci fali A = 570 nm [Mosmann,
1983; Stockert i in., 2018].

3.2.4. Whasciwosci antyproliferacyjne
3.2.4.1. Metoda MTT

Metode prowadzono jak opisano powyzej, z pewnymi modyfikacjami:
gestos¢ komoérek wynosita 1x10% kom./ml, a czas inkubacji z badanymi zwigzkami

— 96 godzin.

3.2.4.2. Klonalnos$¢

Metoda oparta jest na ocenie klonalno$ci, czyli zdolno$ci do tworzenia
kolonii przez proliferujace komorki. Gestos¢ komorek zostaje dobrana tak,
aby na calej powierzchni naczynia hodowlanego komorki byly rozproszone
1 wystepowaly pojedynczo. W wyniku proliferacji, z pojedynczych komoérek powstaja
ich klony w formie kolonii, ktore nastepnie byty liczone. Potencjat proliferacyjny jest
wprost proporcjonalny do liczby utworzonych kolonii.

Doswiadczenie prowadzono na plastikowych szalkach Petriego o $rednicy
30 mm. Wylano po 1 ml komérek o gestosci 1x10° komorek/ml i pozostawiano
na dobg. Po tym czasie usuni¢to plyn hodowlany, a do wszystkich szalek dodano
roztwory badanych substancji lub samego ptynu hodowlanego z 2% FBS (kontrola)
I inkubowano przez 24 godziny. Nastepnie, odklejono komorki roztworem trypsyny
ZEDTA, ponownie policzono i wylano do nowych szalek po 1 ml zawiesiny o ggstosci

5x10°% komérek/ml w ptynie z 10% FBS. Po uplywie 24 godzin, ptyn wymieniono
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na medium z dodatkiem 2% FBS. Komorki hodowano przez nastepne 21 dni, co 3 dni
zmieniajac ptyn na §wiezy, po czym hodowle wybarwiono metoda May-Griinwalda-

Giemsy i policzono kolonie [Franken i in., 2006; Li i in., 2015].

3.2.4.3. Czas podwojenia generacji (DT)

Czas podwojenia generacji (DT, ang. doubling time) to czas potrzebny,
aby liczba komorek w hodowli ulegta podwojeniu. Im wspdtczynnik DT jest nizszy,
tym szybciej zachodzg podzialy komoérkowe, a wigc tym wyzszy potencjal
proliferacyjny komorek.

Na plytkach 24-dotkowych zatozono hodowle o gestosci 1x10° komérek/ml
w dwoch powtoérzeniach. Po 24 godzinach, do jednego powtoérzenia dodano po 1 ml
medium z 2% FBS i z dodatkiem badanych substancji lub bez nich (kontrola).
Komorki z drugiego powtorzenia strypsynizowano i policzono, a ich ilo§¢ w kazdym
wariancie przyjeto jako warto$¢ wyjsciowa (No). Hodowle inkubowano z substancjami
przez 24 godziny oraz 72 godziny, po czym strypsynizowano je i policzono.

Wspoélczynnik DT obliczono wedtug wzoru [Korzynska, Zychowicz, 2008]:

t—to)Xxlo
DT — ( 0) g2’
logN—logNg

gdzie: DT — czas potrzebny na podwojenie populacji; to — czas poczatkowy (0 godzin); t — ilos¢ godzin

prowadzenia hodowli; No — ilo$¢ komorek w czasie to; N — ilos¢ komorek po czasie t.

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci obliczonego DT oraz w przeliczeniu
na kontrole. W przypadku, gdy efekt cytotoksyczny przewyzszatl efekt zahamowania

proliferacji, wyniki przybieraty warto$¢ ujemna; oznaczone zostaty jako TOX.

3.2.5. Aktywno$¢ immunomodulacyjna
3.2.5.1. Ocena ilo$ci wytworzonego tlenku azotu — metoda Griess’a

Tlenek azotu (NO) wytwarzany przez komorki produkowany jest migdzy
innymi przez syntaze¢ tlenku azotu, glownie NOS2. Im wyzsze stadium nowotworu,
tym wyzsza aktywno$¢ iNOS. Ponadto, aktywno$¢ tego enzymu jest $cisle powigzana

z COX-2, i wzrasta tez podczas stanu zapalnego.
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Pomiaru NO mozna dokona¢ przy uzyciu metody Griess’a, ktdra polega na okresleniu
stezenia tlenku azotu na podstawie pomiaru jego stabilnych form: NOz i NO2. Metoda
oparta jest na dwuetapowej reakcji, w wyniku ktorej powstaje czerwono-fioletowy
produkt azowy. Jego ilos¢ jest wprost proporcjonalna do ilosci NO.

Na plytki 24-dotkowe wylano po 1 ml zawiesiny komérek o gestosci 1,75x10°
komorek/ml (linia prawidtowa) lub 1x10° komorek/ml (komérki nowotworowe).
Nastgpnego dnia, do wszystkich dotkow dodano plyn hodowlany z 2% FBS
1 z dodatkiem lub bez badanych zwigzkéw. Po kolejnych 24 godzinach, ptyny zebrano
1 zamrozono w temperaturze -80°C. W kolejnym etapie sporzadzono odczynnik
Griess’a (1% sulfanilamid (Sigma Aldrich) oraz 0,1% dihydrochlorek N-(1-naftyl)
etylenodiaminy (Sigma Aldrich) w 4% kwasie ortofosforowym (Avantor Performance
Materials Poland)) oraz rozcienczenia azotynu sodu (NaNO2) (Avantor Performance
Materials Poland) jako standard w stezeniach: 0; 0,5; 1 i 2 uM. Zamrozone wczesniej
ptyny pohodowlane rozmrozono, odwirowano, a z supernatantow pobrano po 100 pl
1 dodano do dotkow plytki 96-dotkowej. Wylano takze po 100 upl/dotek
przygotowanych stezen standardéw. Nastepnie, do wszystkich dotkéw dodano po 100
ul odczynnika Griess’a i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej.
Po tym czasie, dokonano pomiaru spektrofotometrycznego przy dtugosci fali A = 570

nm [Tarpey i in., 2004; Kumar, Kashyap, 2015].

3.2.5.2. Ocena ilos$ci produkowanych cytokin — metoda ELISA

Jednymi z gtownych czynnikéw bioracych udzial w indukcji i utrzymaniu
stanu zapalnego sa cytokiny. Dokonano wigc analizy cytokin prozapalnych, IL-18
i IL-6 oraz cytokiny przeciwzapalnej, IL-10. W tym celu wykonano analiz¢ w tescie
ELISA (test immunoenzymatyczny, ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
wedhug instrukcji producenta (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Ocenie poddano
probki zebrane znad hodowli inkubowanych przez 24 godziny z badanymi
substancjami.
Badanie przeprowadzono zaréwno na hodowlach ptaskich, jak i w kokulturach.
Doswiadczenie prowadzono w ptytkach 24-dotkowych. Do kazdego dotka wylano
po 1 ml zawiesiny komorek o gestosci 1,75x10° (CCD 841 CoTr) lub 1x10°
komorek/ml (HT-29, SW 620) w przypadku hodowli ptaskich lub wedlug opisane;j
wczesniej procedury w przypadku kokultur. Po uptywie 24 godzin dodano po 1 ml

85



roztworoOw badanych substancji. Po 24 godzinnej inkubacji zebrano ptyny
znad hodowli i zamrozono w temperaturze -80°C. Po rozmrozeniu, probki

worteksowano 1 odwirowano, a nastepnie wykonano test ELISA.

3.2.6. Wlasciwosci hamowania migracji komorek
3.2.6.1. Metoda rysy (wound assay)

Zasada metody jest wykonanie w monowarstwie komorkowej rysy
(ang. wound, scratch), a nastepnie pomiar ilosci komorek lub odlegtosci
przemieszczenia czota komorek do wngtrza utworzonej rysy. Wartosci te sa
proporcjonalne do potencjatu migracji komorek.

Doswiadczenie prowadzono w szalkach Petriego o $rednicy 30 mm,
na ktorych zatozono hodowle badanych komoérek. Po uzyskaniu przez nie 100%
konfluencji wykonano ryse. Szalki przeplukano PBS i dodano ptyn z 2% FBS i z lub
bez badanych substancji. Sporzadzono takze kontrole negatywna, tzw. kontrole rysy,
a hodowle wybarwiono metoda May-Griinwalda-Giemsy zaraz po wykonaniu rysy.
W pozostaltych przypadkach, kultury wybarwiono po 24 godzinach inkubacji
z badanymi substancjami (lub samym plynem hodowlanym z 2% FBS). Po
wyschnigeiu  preparatow  wykonano zdjecia  (mikroskop  Olympus BX51
z oprogramowaniem CellSans) i zmierzono odlegtosci migdzy czotami komorek po
obu stronach rysy. Wyniki przedstawiono w przeliczeniu na kontrole, jako warto$ci

procentowe (% kontroli) [Hulkower, Herber, 2011; Jonkman i in., 2014].

3.2.6.2. Metoda migracji przez pory membran (chamber migration assay)

W metodzie tej wykorzystuje si¢ inserty posiadajace perforowana btong
z porami o okres$lonej $rednicy. W zalezno$ci od $rednicy poréw, komoérki migruja
przez nie lub wypuszczajg protruzje. Ilos¢ komorek (lub wypustek) zliczonych
po spodniej stronie insertu (membrany) jest wprost proporcjonalna do potencjatu
migracyjnego komorek.

W badaniach wykorzystano inserty z porami o $rednicy 8 pm (komorki
przechodzg w catosci) oraz 0,4 um (przez pory przechodzg tylko wypustki komorek).
Inserty (Nunc (Thermo Scientific)) umieszczono w plytce 24-dotkowej, a nastgpnie
dodano do nich zawiesine komorek o gestosci 1,75x10° (CCD 841 CoTr) lub 1x10°
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(HT-29, SW 620) komoérek/ml w 300 pl pltynu bez dodatku surowicy. Nastepnie,
do dotka ptytki, obok insertu, wlano 750 ul ptynu z dodatkiem 10% FBS, ktory dziata¢
miat jako chemoatraktant dla komorek. Po 12 godzinach inserty przeniesiono do nowe;j
ptytki 24-dotkowej, natomiast w ptynie pochodzacym z pierwotnych ptytek policzono
komorki. Do insertéw umieszczonych w nowych plytkach wlano po 300 pl ptynu
z dodatkiem lub bez badanych substancji 1 inkubowano 12 (8 um) lub 24 (0,4 um)
godziny. Po tym czasie, ponownie pobrano ptyn spod insertow i policzono w nim
komorki, z kolei inserty wybarwiono metodg May-Griinwalda-Giemsy. Gorng strong
perforowanej btony insertéw wytarto, aby usuna¢ z niej komorki, a nastepnie inserty
ogladano pod mikroskopem. Policzono ilo§¢ komoérek (lub wypustek) znajdujacych
si¢ na spodniej warstwie btony we wszystkich wariantach badawczych, a wyniki
przeliczono w pordéwnaniu do kontroli i1 przedstawiono w postaci wartosci

procentowych (% kontroli) [Hulkower, Herber, 2011].

3.2.7. Hamowanie aktywnosci bialek zaangazowane w migracje, inwazje i

opornos$¢ lekowa

W badaniach poddano analizie biatka zaangazowane w migracj¢ i inwazj¢
komorek (MMP-2 i -9, uPA i uUPAR, COX-2, RhoA, RhoC, RhoB) oraz opornos¢
wielolekowa (MRPs). W tym celu wykonano metody ELISA, immunofluorescencje

oraz Western Blotting.

3.2.7.1. ELISA

Metoda ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) dokonano oceny
ilosci zewnatrzkomorkowych MMP-2 i -9 oraz uPA i uPAR. Probki, pochodzace
z plynow znad hodowli kokultur, przygotowano oraz zbadano wedlug wczedniej

opisanej procedury.

3.2.7.2. Zymografia zelatynowa

Zymografia wykorzystywana jest do oceny aktywno$ci enzymatycznej
proteaz. Metoda polega na elektroforetycznym rozdziale bialek w  zelu

poliarylamidowym z dodatkiem substratu odpowiedniego dla badanych enzyméw.
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W pierwszym etapie dokonuje si¢ rozdziatu elektroforetycznego bialek z warunkach
denaturujacych z SDS, podczas ktorego dochodzi do rozfaldowania struktury
pro-MMP, co prowadzi do przetaczenia cysteinowego. Po elektroforezie SDS zostaje
wyptukany z zelu przez Triton X-100, co skutkuje sfatdowaniem biatka, jednak juz
w postaci formy aktywnej. Zele inkubuje siec w odpowiednich warunkach w celu
strawienia substratu, przy czym kluczowa role odgrywaja jony Ca?*. Odmiang metody
jest zymografia zelatynowa, dzieki ktorej okres§li¢ mozna aktywnos¢ zelatynaz, czyli
MMP-2 i -9. W tym przypadku do zelu poliakrylamidowego dodaje si¢ zelatyne.
Wielko$§¢ stref przejasnienia lub stopien wytrawienia s3 wprost proporcjonalne
do aktywnos$ci enzymatycznej metaloproteinaz.

W  badaniach wykonano analiz¢ aktywnos$ci zewnatrzkomorkowych MMP-2
i MMP-9, produkowanych w hodowlach kokultur.

Probki do analizy zymograficznej przygotowano tak, jak do metody ELISA — zebrano
ptyny znad hodowli komérek inkubowanych z badanymi substancjami. Nast¢pnie,
probki (15 pl kazdej probki/slot) z dodatkiem buforu probkowego (Thermo Scientific)
naniesiono na 9% zel poliakrylamidowy z SDS i z dodatkiem 0,1% zelatyny (Sigma
Aldrich). Po rozdziale elektroforetycznym (120V) zele przeptukano w buforze I (2,5%
Triton X-100 w 50 mM Tris-HCI pH 7,4) trzy razy po 15 minut, nastepnie w buforze
I (50 mM Tris-HCI pH 7,4 (Avantor Performance Materials Poland)) trzy razy
po 15 minut, po czym umieszczono je w buforze 111 (inkubacyjnym) (5 mM CaCl;
w 50 mM Tris-HCI pH 7,4) i inkubowano przez noc w temperaturze 37°C, co jakis
czas mieszajgc. Po inkubacji zele barwiono biekitem Coomasie (ICN Biomedicals,
Irvine, CA, USA) przez 20 minut, a nastgpnie odbarwiano mieszaning 10% metanolu
i 10% kwasu octowego (Avantor Performance Materials Poland) w HO.
Po odbarwieniu wykonano zdjgcia przy uzyciu Chemi-Doc XRS+ (BioRad, Hercules,
CA, USA) i dokonano analizy potilosciowej z wykorzystaniem programu Image
Studio Lite ver. 4.0 (LI-COR Bioscences, Lincoln, NE, USA) [Hu, Beeton, 2010;
Kupai i in., 2010; Ren i in., 2017].

3.2.7.3. Aktywnos¢ fibrynolityczna

W celu potwierdzenia wptywu badanych zwigzkéw na aktywnos$¢ uktadu
UPA/uPAR dokonano analizy aktywno$ci fibrynolitycznej. Degradacja fibryny,

powstatej z fibrynogenu pod wptywem aktywnosci trombiny, prowadzona jest przez
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plazmine. Ta z kolei powstaje w wyniku proteolizy plazminogenu, co katalizowane
jest przez uPAR zwiagzany ze swoim ligandem, uPA. Analiz¢ wykonuje si¢ poprzez
naniesienie badanych probek na zel, w ktorym rozpuszczono fibrynogen i trombing,
a nastepnie wybarwienie i odbarwienie zelu. W miejscu naniesienia probek powstaja
strefy przejasnienia, ktorych wielko$¢ jest wprost proporcjonalna do aktywnosci
plazminy, co jest wprost proporcjonalne do aktywnosci uPA i uPAR [Chapin, Hajjar,
2015; Shenkman i in., 2012].

DEGRADACJA

i

. @

Ryec. 28. Mechanizm odpowiedzialny za aktywno$¢ fibrynolityczna [opracowanie wlasne]

Sporzadzono 10,5% zel poliakrylamidowy bez dodatku SDS z dodatkiem 0,4%
ludzkiego fibrynogenu (Sigma Aldrich) i 20 U/ml ludzkiej trombiny (Sigma Aldrich).
Nastepnie, zel umieszczono w wilgotnych komorach 1 naniesiono na niego po 10 pl
probek (przygotowanych tak samo, jak do metody ELISA). Po 5 godzinnej inkubacji
w 37°C zele barwiono bigkitem Coomasie przez 10 minut, a nastepnie odbarwiono
mieszaning 10% metanolu i 10% kwasu octowego w H20. Analizy stref wytrawienia
dokonano przy uzyciu programu Image] (National Institutes of Health (NIH),
Bethesda, MD, USA).
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3.2.7.4. Immunofluorescencja

W  metodzie immunofluorescencji wykorzystuje si¢ przeciwciata
pierwszorzgdowe skierowane przeciwko badanemu antygenowi oraz sprzezone
z fluorochromem przeciwciata drugorzedowe o specyficznosci wzgledem przeciwciat
pierwszorzgdowych. Dzigki temu mozna okresli¢ lokalizacj¢ czy poziom badanych
czynnikow. Metode te zastosowano w celu okreslenia wptywu badanych zwiazkoéw
na lokalizacje i poziom biatek MMP-2 i -9, uPAR, COX-2, RhoA, C i B oraz MRP
w hodowlach ptaskich, homogennych linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620.
Dos$wiadczenie prowadzono w 4-komorowych szklanych ptytkach typu Lab-Tek™,
do ktérych dodano po 500 ul zawiesiny o gestosci 1x10° komérek/ml. Nastepnego
dnia, do wszystkich komor dodano po 500 pl badanych substancji rozpuszczonych
w ptynie hodowlanym z 2% FBS (lub samego ptynu) 1 inkubowano przez 24 godziny.
Po tym czasie, komorki przeptukano dwukrotnie PBS, a nastepnie utrwalano 500 pl
5% roztworu formaldehydu w PBS przez 5 minut. Nastepnie, przeptukano komory
dwukrotnie PBS i1 dokonano permeabilizacji blony komérkowej 500 nl 0,1% roztworu
Triton X-100 w PBS (2 minuty). Ponownie przeptukano PBS utrwalone
i permeabilizowane hodowle, a nastgpnie dodano po 500 ul 7,5% roztworu FBS
w PBS w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania przeciwcial.
Po godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej, do wszystkich komoér dodano
po 200 ul zawiesiny przeciwcial pierwszorzedowych rozcienczonych 250-krotnie
w PBS i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C. Po tym czasie, komory
przeptukano trzykrotnie PBS, a nastepnie dodano (w ciemnosci) po 200 ul zawiesiny
przeciwciat drugorzgdowych zwigzanych z FITC, rozcienczonych 250-krotnie w PBS
1 inkubowano przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie komory
przeplukano trzykrotnie PBS 1 sporzadzono zdjgecia pod mikroskopem
fluorescencyjnym (linia lasera — 488 nm ($wiatto niebieskie)) (Zaktad Anatomii
1 Cytologii Roslin UMCS).

W przypadku biatek RhoA, RhoC i RhoB wykonano dodatkowe barwienie —
fluorescencyjne cytoszkieletu aktynowego. W tym celu po inkubacji z przeciwciatami
drugorzedowymi, komory przeptukano trzykrotnie PBS, a nastgpnie dodano po 200 pl
barwnika falloidyna-rodamina B i inkubowano przez 30 minut w ciemnosci
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie, komory przeptukano trzykrotnie PBS

i obserwowano pod mikroskopem fluorescencyjnym.
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Zdjecia przeanalizowano pod katem lokalizacji badanych bialek, i dokonano analizy
intensywnosci fluorescencji w celu potilosciowego okreslenia poziomu biatek
(program Image Studio Lite ver 4.0). W tym celu, z kazdego zdjecia przeanalizowano
6 miejsc (2 wykazujace najsilniejszg fluorescencje, 2 wykazujgce najstabszg
fluorescencje i 2 wykazujace Srednig fluorescencje), z ktérych obliczono $rednia.
Dla kazdego wariantu podawanych substancji dokonano analizy z 5 zdje¢ (w sumie
30 wybranych miejsc), z ktorych obliczong $rednig przeliczono wzgledem kontroli

[Donaldson, 2015].

3.2.7.5. Western Blotting (WB, immunoblotting)

Immunoblotting wykorzystywany jest do pétilo§ciowego okreslenia poziomu
bialek. Wykorzystane jest w tym celu wigzanie si¢ do nich specyficznych przeciwciat.
Biatka poddaje si¢ elektroforetycznemu rozdzialowi, a nast¢gpnie transferowi
na membrang. Do immobilizowanych na membranie biatek wigza si¢ przeciwciata
pierwszorzgdowe, a do nich przeciwciata drugorzedowe sprzgzone z odpowiednim
enzymem — peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase) lub fosfataza
alkaliczng (AP, ang. alkaline phosphatase) — ktory katalizuje przeksztatcenie
bezbarwnego substratu w barwny produkt. Analiza chemiluminescencyjna (HRP) lub
kolorymetryczna (AP) pozwala na okreslenie iloSci powstatego produktu, ktora jest
wprost proporcjonalna do ilo$ci zwigzanych przeciwcial, co z kolei jest wprost
proporcjonalne do ilosci badanego biatka.

Hodowle komoérkowe, zatozone na ptytkach 6-dotkowych, inkubowane przez
24 godziny z badanymi substancjami (lub bez nich) poddano lizie, ktérej wszystkie
etapy prowadzono w lodzie. W tym celu, na kazdy wariant badawczy dodano
po 100 pl zimnego buforu do lizy (z dodatkiem PIC) (Thermo Scientific) i inkubowano
przez godzing. Nastepnie, zdrapano komorki 1 przeniesiono zawiesing
do mikroprobéwek. Lizaty odwirowano (14000 rpm, 15 minut, 4°C) w celu
sedymentacji DNA i frakcji lipidowych, a supernatant przeniesiono do nowych
proboéwek. Inkubowano je nastepnie przez 5 minut w temperaturze 95°C, po czym
ponownie umieszczono w lodzie. Cze$¢ kazdego lizatu przeznaczono do oznaczenia
ilosci biatka, a pozostala czgs¢ po dodaniu do niej buforu prébkowego

z B-merkaptoetanolem (Sigma Aldrich) porcjowano i zamrozono w -80°C.
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Biatko oznaczono metoda BCA z wykorzystaniem komercyjnego zestawu BCA,
wedhug instrukcji producenta (Thermo Scientific).

W kolejnym etapie, dokonano rozdziatu elektroforetycznego rozmrozonych
wczesniej lizatow (poczatkowo 90V, potem zwigckszone do 120V) w zelu
poliakrylamidowym (zel 9% dla wigkszych biatek (MRP, E-kadheryna) lub 10,5%
dla mniejszych biatek (MMP-2, MMP-9, COX-2, RhoA, RhoC, RhoB, B-aktyna)).
Na zele naktadano probki zawierajace po 50 ug biatka. Po rozdziale zele odplukano
w buforze do transferu. W tym czasie, przygotowano membrany (PVDF o wielko$ci
porow 0,45 um) poprzez ptukanie ich przez 1 minute kolejno w metanolu i buforze
do transferu (50 mM Tris i 40 mM glicyna (Chempur; Piekary Slaskie, Polska) w 20%
metanolu). Dokonano transferu pot-suchego (15V, 30 minut) w srodowisku buforu
do transferu, po czym membrany ptukano trzykrotnie w buforze TBST (10 mM Tris-
HCI pH 7.4 w 0,9% NaCl z dodatkiem 0,05% Triton-X100) po 15 minut. Nastepnie,
membrany ptukano w 10% roztworze mleka odttuszczonego w TBST przez 30 minut
w celu zablokowania niespecyficznych miejsc wigzania przeciwciatl. Po tym czasie,
membrany przeniesiono do roztworu zawierajagcego przeciwciala pierwszorzedowe
(500-krotne rozcienczenie W TBST) i inkubowano przez noc w temperaturze 4°C.
W kolejnym etapie, membrany ptukano 3-krotnie po 15 minut w TBST. Nastepnie,
przeniesiono je do roztworu zawierajgcego przeciwciata drugorzgdowe sprzezone
z AP, rozcienczone 2000x w TBST i inkubowano przez 2 godziny w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji, membrany plukano dwukrotnie po 15 minut w TBST i jeden
raz przez 15 minut w buforze AP (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM
Mg?*). Nastepnie, umieszczono je w buforze do wywotywania (NBT i BCIP (Sigma
Aldrich) w buforze AP) na kotysce laboratoryjnej. Po pojawieniu si¢ prazkow,
wykonano zdjecia w Chemi-Doc XRS+. Nastgpnie, wykonano analize pol-ilosciowa
poziomu badanych biatek z uzyciem programu Imagel] [Kurien, Scofield, 2006;
Mahmood, Yang, 2012].

3.2.8. Ocena efektu synergistycznego

Jako, ze w badaniach podawano substancje w polaczeniu, zbadano efekt
synergistyczny. Synergizm wystepuje wtedy, gdy efekt dziatania substancji podanych

razem przewyzsza sum¢ efektoéw substancji podanych pojedynczo. Wyrdzniono takze
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antagonizm, gdy efekty dziatania zwigzkoéw znosity si¢ oraz addytywnosc,
gdy silniejszy efekt wynikat z sumy efektow pojedynczych substancji.
W celu obliczenia interakcji dziatania zwigzkow postuzono si¢ wzorem:

xX+y+z

Cl = ,

a

gdzie: x — efekt dziatania substancji pierwszej, y — efekt dziatania substancji drugiej, z — efekt dziatania

substancji trzeciej, a — efekt dziatania substancji podanych w potgczeniu.

Obliczona warto$¢ (CI, combination index) $wiadczyla o tym, jakie dziatanie
wzgledem siebie wykazuja substancje: przy Cl < 0,7 byt to synergizm, Cl = 0,71-1,3
—addytywnos¢, Cl > 1,3 — antagonizm.

3.2.9. Analiza statystyczna

Wyniki, zebrane z co najmniej 3 powtdrzen, przedstawiono w postaci
wykresow ze $rednig + odchylenie standardowe. Okreslono takze istotnosé
statystyczng migdzy probami testem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
z testem post-hoc Dunnett’a przy uzyciu programu GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Istotnosci statystyczne zostaly oznaczone
w odniesieniu do kontroli 1 opisane ,,*” dla p < 0,05, ,,**” dla p < 0,01 oraz ,***”

dla p <0,005.
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4. Wyniki

Wyniki uzyskanych analiz przedstawiono w postaci wykreséw lub tabel,
jako $rednia + odchylenie standardowe. Istotnosci statystyczne, obliczone testem
ANOVA z testem post-hoc Dunnett’a oznaczono jako ,,*” (*~p < 0,05, ** —p < 0,01,
*** — p < 0,005) w odniesieniu do kontroli. Sekcja wynikéw podzielona zostala
na (i) screening, wykonany w celu selekcji stezen badanych zwigzkéw i1 czasu
inkubacji z nimi, (ii) podstawowe wlasciwosci przeciwnowotworowe (efekt
cytotoksyczny, zahamowanie proliferacji, wiasciwosci immunomodulacyjne
1 przeciwzapalne), (iii) zahamowanie migracji komoérek oraz (iv) wptyw badanych
zwigzkdw na poziom i aktywno$¢ biatek zaangazowanych w migracje, inwazje
i opornos¢ wielolekowa. Najwazniejsze uzyskane wyniki zostaly podsumowane

na koncu rozdziatu.

4.1. Screening

Dokonano oceny wptywu kwas ursolowego (UA), kwasu oleanolowego (OA)
i kamptotecyny-11 (CPT-11) na zywotnos¢ komorek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz
SW 620. Na podstawie uzyskanych wynikow wybrano okreslone stezenia kazdej
z badanych substancji.

Kwas ursolowy, wraz ze wzrostem stezenia, spowodowal spadek zywotnosci
komorek prawidtowych i nowotworowych w przypadku wszystkich czasow inkubacji
(24, 48 172 godz.). W metodzie NR, przy stezeniach UA powyzej 5 pg/ml dochodzito
do znacznego spadku zywotnosci komorek wszystkich linii, natomiast efekt
cytotoksyczny przy tym stezeniu nie przekraczal 11% dla komorek linii CCD 841
CoTr i SW 620 i 15% wzgledem komorek HT-29. W przypadku 24 godzinnej
inkubacji uzyskano spadek zywotnosci komoérek nowotworowych (do 89 + 3,6%
(HT-29) i 94,7 + 4,4% (SW 620) wzgledem kontroli)(Wyk. 1a) przy jednoczesnym
wzroscie proliferacji komorek prawidtowych (do 114,2 + 8,3% w odniesieniu
do kontroli)(Wyk. 1a). Wyniki uzyskane po oznaczeniu metoda MTT byly podobne,
punkt istotnego spadku zywotnosci byt jednak przesuniety do wyzszych stezen UA
(powyzej 25 png/ml dla CCD 841 CoTri 12,5 pg/ml dla HT-29 i SW 620)(Wyk. 1a°).
Z tego wzgledu stezenie 5 pg/ml kwasu ursolowego zostalo wybrane do dalszych

badan.
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Kwas oleanolowy wykazal o wiele stabszy efekt cytotoksyczny, niz UA.
Istotny spadek zywotno$ci nastgpowat dopiero przy najwyzszych badanych stezeniach
przy czasach inkubacji powyzej 24 godzin. Znaczacy spadek zywotnosci nastgpit
po inkubacji komorek ze st¢zeniami OA przekraczajacymi 75 pg/ml, przy czym efekt
cytotoksyczny wzgledem komoérek nowotworowych byt silniejszy, niz wzgledem
prawidlowych w metodzie NR (po 24 godz. inkubacji z OA o stezeniu 75 pg/ml
zywotno$¢ komorek linii CCD 841 CoTr wynosita 109,0 + 2,2% wzgledem kontroli
(WyKk. 1b), natomiast komorek nowotworowych: odpowiednio 92,7 + 4,8% oraz 90,5
+ 4,4% dla HT-29 i SW 620 (Wyk. 2b, 3b)) lub na podobnym poziomie w metodzie
MTT (odpowiednio 101,7 £ 1,6%, 109,9 + 4,3% oraz 108,7 + 1,7% dla komérek CCD
841 CoTr, HT-29 1 SW 620 (Wyk. 1b’).
Do dalszych badan wybrano stezenie 100 pg/ml.

"]
N\l

140 140
=120 - =120 ¢
[ o T
E 100 { £ 100 4 B—F—F=
£ g
2 80 1 = 80 +
o <
B 60 - B 60
£ 40 1 —+-CCD841CoTr IRy a—n— 5 ° £ 40 { —-CCD 841 CoTr
—B-HT- g
T el \—m:‘. T 5
SW 620 SW620 s
0 + + + + + —t + + + | 0 + + t t t + t t t + |
0 25 5 125 25 50 75 125 175 225 250 0 25 5 125 25 50 75 125 175 225 250
b Stezenie substanciji [ug/ml] b 9 Stezenie substancji [pg/ml]
140 T 140 1
%120 1 %‘120
o [ e
€ 100 - £ 100 ﬁ-&—%—i)\‘____:/‘*l——’r f—f
c o T ¥ T m
£ a2
o 80T e 80
Q Q
B 60 B 60
:
£ 40 1——CCD 841 CoTr £ 40 1—+-CCD 841 CoTr
g 00 | BHT-29 % 9o L EHT-29
SW620 SW620
0 ) . . . . . . . ) . 0 . ; —_— : —_—
0 25 5 125 25 50 75 125 175 225 250 0 25 5 125 25 50 75 125 175 225 250
Stezenie substancji [ug/ml] Stezenie substancji [pg/ml]
c ¢’
140 T 140
=120 | =120
g g :
€100 + - €100 + m R
g S p—_ /.\H
£ 3 by -
2 80 - = 80 2 —4}\;\
3 60 ) g
2 2
B 40 T —-CCD 841 CoTr g 40 1 —+-CCD 841 CoTr
£ 50l -mHr20 g Ly | #HT20
a -N
SWE20 SW 620
0 et ' ! et ' ! | 0 I 1 —t ' ! et
o o1 02 03 05 07 09 1 2 5 10 o o1 02 03 05 07 09 1 2 5
Stezenie substancji [pg/ml] Stezenie substancji [pug/ml]

Wyk. 1. Efekt cytotoksyczny UA (a, a’), OA (b, b’) i CPT-11 (¢, ¢’) po 24 h inkubacji wzgledem
komérek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, ¢) i MTT (a’, b’,
¢’); *-p<0,05 **-p<0,01, *** - p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a
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Kamptotecyna-11, wraz ze wzrostem stezenia 1 czasu inkubacji,
spowodowata istotny spadek zywotnosci komorek wszystkich badanych linii.
Ponadto, w wigkszosci przypadkéw (wyjatkiem sg wyniki uzyskane z metody MTT
przy czasach inkubacji 48 i 72 godz.) CPT-11 okazala si¢ bardziej cytotoksyczna
wzgledem komorek prawidtowych, niz nowotworowych (WyKk. 1-3). Znaczacy spadek
zywotnoS$ci, zanotowany przy inkubacjach dhuzszych niz 24 godziny nastgpowat juz
przy stezeniu zwigzku wynoszacym 0,1 pg/ml. W przypadku inkubacji 24-godzinnej,
zywotno$¢ komorek linii CCD 841 CoTr przy tym st¢zeniu obnizyta si¢ do 73,7 +
8,2% wzgledem kontroli. Z kolei, efekt cytotoksyczny wzgledem komorek
nowotworowych byt nieznaczny (zywotno$¢ na poziomie 94,6 + 4,6% 1 95,9 + 4,6%
w odniesieniu do kontroli, odpowiednio komorek linii HT-29 i SW 620)(WYyk. 1).

W kolejnych badaniach zastosowano stezenie CPT-11 wynoszace 0,075 pg/ml.
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Wyk. 2. Efekt cytotoksyczny UA (a, a’), OA (b, b’) i CPT-11 (¢, ¢’) po 48 h inkubacji wzgledem
komérek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, ¢) i MTT (a’, b’,
¢’); *-p<0,05 **-p<0,01, *** - p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a
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Wyk. 3. Efekt cytotoksyczny UA (a, a’), OA (b, b’) i CPT-11 (¢, ¢’) po 72 h inkubacji wzgledem
komoérek linii CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 mierzony metodami NR (a, b, ¢) i MTT (a’, b’,
¢’); *-p<0,05 **-p<0,01, *** - p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a

Interesujacym wynikiem byt wzrost zywotnosci komorek linii HT-29 przy
stezeniach CPT-11 powyzej 1 pg/ml w obu metodach badawczych (przy czasach
inkubacji powyzej 24 godz. w przypadku NR i we wszystkich badanych czasach
w MTT)(WyKk. 1-3). Potencjalng przyczyng takiej obserwacji moze by¢ aktywacja

przez komorki nowotworowe mechanizméw opornosci lekowe;.

4.2. Podstawowe wlasciwosci przeciwnowotworowe

W dalszych badaniach wykonano analize og6lnych wlasciwosci
przeciwnowotworowych zwigzkéw, takich jak: efekt -cytotoksyczny, efekt

zahamowania proliferacji, wilasciwosci immunomodulacyjne, oddzialywanie
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na czynniki zaangazowane w stan zapalny, jak réowniez zahamowanie migracji
komorek. Substancje podawane byly osobno, jak i w polaczeniu, wyznaczono zatem

takze charakter ich interakcji.

4.2.1. Efekt cytotoksyczny
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Wyk. 4. Efekt cytotoksyczny badanych zwigzkéw wzgledem linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz
SW 620 oznaczony metodami NR (A) oraz MTT (B); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005,
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

W badaniu metoda NR, wszystkie warianty laczonych i pojedynczo
stosowanych substancji (Tabela 4 Materialy i Metody) spowodowaty nieznaczny,
lecz istotny statystycznie spadek zywotnosci komorek linii CCD 841 CoTr.
Najsilniejsze dziatanie cytotoksyczne wykazaly wszystkie warianty z CPT-11,
przy czym efekt byt najwyzszy w przypadku UA+CPT-11 oraz ALL (spadek
zywotnosci do, kolejno, 80,6 + 2,6% oraz 80,7 + 3,5% w odniesieniu

do kontroli)(Wyk. 4A). Efekt cytotoksyczny wzgledem komorek nowotworowych byt
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nizszy, niz w przypadku prawidtowych. Najwyzszy spadek zywotnosci komorek
HT-29 zanotowano po inkubacji z OA (do 88,3 + 3,1%), natomiast w przypadku
SW 620 — po dziataniu UA+OA (87,0 + 4,2% kontroli) oraz ALL (91,9 + 4,4%
kontroli)(Wyk. 4A). Badane warianty taczonych substancji wykazaly interakcje
synergistyczne ich sktadnikéw (Tabela 5). Podobne wyniki wzgledem komorek
prawidtowych uzyskano po oznaczeniu zywotnos$ci metodg MTT — warianty CPT-11,
UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz ALL wykazaly nieznaczny efekt cytotoksyczny
wzgledem komorek linii CCD 841 CoTr (spadek zywotnosci do, kolejno: 93,2 + 1,5%,
93,3 £ 3,6%, 96,5 £ 5,8%, 96,2 + 4,1% w porownaniu do kontroli). Warianty UA, OA
oraz UA+OA spowodowaly nieznaczny (ponizej 10%) wzrost proliferacji komorek
prawidtowych (Wyk. 4B). Ponadto, wariant OA+CPT-11 wykazat synergistyczny
efekt. Kwas oleanolowy poprzez synergizm zmniejszal cytotoksyczne dziatania
kamptotecyny-11 na komoérki prawidtowe (Tabela 5).

W przypadku komoérek HT-29 wyniki byly odwrotne, niz uzyskane dla CCD 841
CoTr. Warianty z CPT-11 nie wywotaly efektu cytotoksycznego, natomiast warianty
UA, OA 1 UA+OA spowodowaty spadek zywotnosci komorek. Najwyzszy spadek
zywotnosci uzyskano dla UA+OA (do 80,2 + 5,6% wzglgdem kontroli)(Wyk. 4B),
co bylo takze efektem interakcji synergistycznej (Tabela 5). Zaden z badanych
wariantow nie wywart efektu cytotoksycznego na komorki SW 620 (Wyk. 4B).

Tabela 5. OkreSlenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena efektu cytotoksycznosci; (+) — synergizm; (0) — addytywnos¢; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda NR Metoda MTT
Wariant C%[gfr“l HT-29  SW 620 C%[;fr"'l HT-29  SW 620
UA+CPT-11 0 } 0 ¥ +
OA+CPT-11 i : ¥ ¥
UA+OA : : ¥ : +
ALL : : ¥

4.2.2. Zahamowanie proliferacji

W metodzie MTT, zahamowanie proliferacji komorek nowotworowych
wywotaly wszystkie badane warianty substancji. Jednocze$nie, efekt dziatania

w stosunku do komorek prawidlowych byt znikomy. Najsilniejsze dziatanie
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antyproliferacyjne wzgledem komorek HT-29 wykazaly warianty OA+CPT-11,
UA+OA oraz ALL (spadek proliferacji do, kolejno: 59,5 = 1,0%, 54,3 £ 0,7%, 54,4 +
0,9% w stosunku do kontroli)(Wyk. 5A). Te same warianty spowodowatly najwickszy
spadek proliferacji komorek linii SW 620 (do, odpowiednio, 34,6 + 1,3%, 31,2 £ 0,5%,
31,4 £ 0,9% w odniesieniu do kontroli). Ponadto, istotny efekt wykazat takze wariant

OA (stopien proliferacji na poziomie 34,5 + 1,0% kontroli)(Wyk. 5A).
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Wyk. 5. Zahamowanie proliferacji komérek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 przez
badane zwiazki oznaczone metodg MTT (A) oraz metoda oparta na zdolnosci do klonalnosci
(tworzenia kolonii) (B); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA,
test post-hoc Dunnett’a

Podobne wyniki wuzyskano =z oznaczenia klonalno$ci. Istotne dzialanie
antyproliferacyjne wzgledem komoérek nowotworowych wykazaly warianty
potaczonych substancji, przy czym najsilniejszy efekt uzyskano po inkubacji
z wariantem ALL (zahamowanie proliferacji w 94,2% (HT-29) i 98,7% (SW 620)
wzgledem kontroli)(Wyk. 5B). Wszystkie badane warianty spowodowaty silniejszy
efekt antyproliferacyjny wzgledem komorek nowotworowych niz CPT-11 podane
osobno (z wyjatkiem UA+OA wzgledem SW 620).
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Analizg czasu podwojenia generacji przeprowadzono po 24 i 72 godzinach
inkubacji z badanymi zwigzkami. Wyniki uzyskane po 24-godzinnej inkubacji okazaty

si¢ bardziej miarodajne i tylko ten wariant doswiadczenia zostal zaprezentowany.

Tabela 6. Wplyw badanych substancji na czas podwojenia generacji (DT) komérek linii CCD
841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 po 24-godzinnej inkubacji; TOX — warianty badawcze, w
ktérych toksycznos$¢ substancji przewazala nad efektem antyproliferacyjnym (liczba komérek
po inkubacji z substancjami byla nizsza, niz w czasie to)

CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
42h 18,5h 25h
Kontrola
(100,00%0) (100,00%0) (100,00%)
UA 69h 17,5h 39,5h
(162,92%) (93,69%) (157,48%)
37,5h 18h 26,5h
OA
(88,60%) (98,07%) (105,76%)
-61,5h [TOX] 44,5h 218h
CPT-11
(-145,72%) (240,98%) (865,24%)
-56,5h [TOX] 67h -259h [TOX]
UA+CPT-11
(-134,21%) (363,96%) (-1027,43%)
-71,5h [TOX] 57,5h 104h
OA+CPT-11
(-169,15%) (311,97%) (412,06%)
1069,5h 27,5h -83,5h [TOX]
UA+OA
(2536,25%) (149,54%) (-330,83%)
ALL -27,5h [TOX] 206h -39h [TOX]
(-65,18%) (1121,56%) (153,76%)

Czas podwojenia generacji komorek prawidtowych ulegt zwigkszeniu po inkubacji
z wariantami UA oraz UA+OA, zmniejszeniu za§ w wyniku dziatania OA. Wszystkie
warianty z CPT-11 wykazaly dzialanie cytotoksyczne przewyzszajace efekt
antyproliferacyjny (liczba komoérek po inkubacji byla mniejsza, niz w czasie
to)(Tabela 6). Wszystkie badane zwigzki podawane w potaczeniu oraz CPT-11
podawana pojedynczo spowodowaly wydluzenie DT komorek linii HT-29.
Najsilniejszy efekt wywotaty kwasy ursolowy i/lub oleanolowy w polaczeniu
z CPT-11 (UA+CPT-11, OA+CPT-11, ALL; wydtuzenie DT z 18,5 godz. do, kolejno:
67 godz., 57,5 godz. oraz 206 godz. (Tabela 6), a efekt ten byt wynikiem interakcji
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synergistycznej (Tabela 7). W przypadku komorek linii SW 620, wszystkie warianty
spowodowaty wydtuzenie czasu podwojenia generacji. Najsilniejszy efekt uzyskano
po inkubacji z CPT-11 i OA+CPT-11 (wydtuzenie DT z 25 godz. w kontroli do,
odpowiednio, 218 godz. i 104 godz.). Warianty UA+CPT-11, UA+OA oraz ALL
wykazaly przewage cytotoksycznosci nad zahamowaniem proliferacji (Tabela 6).
Tabela 7. Okreslenie zaleznosci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —

ocena efektu zahamowania proliferacji; (+) — synergizm; (0) — addytywnos¢; (-) — antagonizm;
brak — ocena efektu byla niemozliwa

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 - - -
OA+CPT-11 0 - -
MTT
UA+OA + 0 -
ALL + - -
UA+CPT-11 brak 0 -
o OA+CPT-11 brak 0 -
Ocena klonalnosci UA+OA brak 0 0
ALL brak - -
UA+CPT-11 + + +
Czas podwojenia OA+CPT-11 0 + -
generacji UA+OA + +
ALL 0 + +

4.2.3. Immunomodulacja i wlasciwosci przeciwzapalne

Analize witasciwosci immunomodulacyjnych badanych zwigzkéw 1 ich
oddzialywania na czynniki zwigzane ze stanem zapalnym wykonano oznaczajac
metoda Griess’a ilo§¢ wydzielanego przez komorki tlenku azotu (NO) oraz metoda

ELISA poziomu cytokin (prozapalnych IL-1pB i IL-6 i przeciwzapalnej IL-10).
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Wyk. 6. Stezenie tlenku azotu (NO) wydzielanego przez komorki linii CCD 841 CoTr, HT-29
i SW 620 poddanych dzialaniu badanych substancji oznaczona metoda Griess’a; * - p < 0,05,
**.p<0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a
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Analiza wykazata wzrost stgzenia NO wydzielanego przez komorki

prawidlowe i nowotworowe po inkubacji ze wszystkimi wariantami substancji.

Najsilniejszy efekt wykazat wariant ALL w stosunku do komoérek CCD 841 CoTr
(wzrost do 0,170 £ 0,064 uM NO w poréwnaniu do kontroli (0,038 + 0,019 uM))
I HT-29 (wzrost z 0,027 + 0,015 uM w kontroli do 0,103 = 0,021 uM). Ponadto, istotne

dziatanie wykazaty warianty UA+OA oraz ALL w przypadku komorek linii SW 620
(wzrost do, kolejno, 0,103 + 0,063 uM oraz 0,103 + 0,024 uM w poréwnaniu do 0,020
+ 0,007 uM w kontroli)(WYyK. 6).
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Wyk. 7. Poziom cytokin: IL-1p (A), IL-6 (B) i IL-10 (C) wydzielanych przez hodowle plaskie
komorek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW 620 poddane dzialaniu badanych zwiazkow
oznaczony metoda ELISA; * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA,

test post-hoc Dunnett’a
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W badanych homogennych hodowlach plaskich, kwasy ursolowy i oleanolowy
podawane osobno nie wykazaly istotnych zmian w stezeniu wydzielanych cytokin
prozapalnych (IL-1pB i IL-6). Z kolei, podanie ich w potgczeniu spowodowato wzrost
stezenia tych interleukin w srodowisku komoérek prawidtowych. UA+OA wywotat
prawie dwukrotny wzrost IL-18 (z 7,05 £ 0,51 w kontroli do 15,78 + 2,44 pg/ml)
I prawie 1,5-krotny wzrost IL-6 (z 517,50 + 67,88 do 736,50 + 114,55 pg/ml)(WyKk.
7A-B). Najsilniejszy efekt prozapalny wzgledem komoérek prawidtowych wywotaty
jednak warianty CPT-11 i ALL: odpowiednio 3,5-krotny (z 7,05 + 0,51 do 24,60 +
3,76 pg/ml) i ponad 4-krotny (z 7,05 £ 0,51 do 29,35 + 4,36 pg/ml) wzrost IL-1p3 oraz
ponad 1,5 krotny wzrost IL-6 (z 517,50 + 67,88 do 823,50 = 94,19 pg/ml (CPT-11)
i 837,90 + 33,09 pg/ml (ALL))(Wyk. 7A-B). Swiadczy to o silnym charakterze
prozapalnym cytostatyku. O ile potaczenie obu kwasow i kamptotecyny-11 (ALL)
spowodowato wzrost stezenia cytokin prozapalnych w odniesieniu do samego
cytostatyku, to podanie pojedynczych kwasow w potaczeniu z CPT-11 wywotato efekt
odwrotny: zmniejszenie ilo$ci wydzielanych IL-1f (okoto 3-4 krotnie, z 24,60 + 3,76
(CPT-11) do 8,89 + 1,15 (UA+CPT-11) i 6,57 + 0,21 pg/ml (OA+CPT-11; efekt
synergistyczny) i IL-6 (z 823,50 + 94,19 do 722,10 + 96,73 (UA+CPT-11) i 699,90 +
132,37 pg/ml (OA+CPT-11))(Wyk. 7A-B; Tabela 8).

W przypadku IL-10, tylko UA i OA+CPT-11 spowodowaly wzrost stezenia tej
interleukiny (z 17,77 + 2,21 w kontroli do, odpowiednio, 22,61 + 0,441 19,02 = 1,10
pg/ml)(Wyk. 7C).

Badane substancje zadziataly odmiennie na komodrki nowotworowe, niz
na prawidlowe. Wzgledem komorek linii HT-29, wszystkie warianty z wyjatkiem OA
1 ALL spowodowaty spadek stezenia IL-1f oraz wszystkie z wyjatkiem UA+CPT-11
spadek stgzenia IL-6. W obu przypadkach, najsilniejszy efekt wywart UA, powodujac
spadek ilosci IL-1PB z 1,95 £ 0,00 w kontroli do 0,72 + 0,02 1 IL-6 z 1,90 + 0,28
do 0,00 £ 0,00 (Wyk. 7A-B). Ponadto, wszystkie warianty z wyjatkiem UA+OA
spowodowaty wzrost IL-10. Najsilniejszy efekt odnotowano w przypadku
OA+CPT-11. Byl to prawie 2,5-krotny wzrost st¢zenia (z 12,92 + 1,77 w kontroli
do 30,58 £5,97 pg/ml)(WyKk. 7C). W przypadku komorek SW 620, warianty UA, OA,
UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz UA+OA obnizyty stezenie IL-1P (najsilniejszy efekt
spowodowaty kwasy podawane pojedynczo: z 2,52 + 0,17 do 1,73 + 0,00 (UA) 1 1,82
+ 0,26 (OA) oraz ich polaczenie (UA+OA): do 1,98 + 0,17 pg/ml). Efekt prozapalny
w ujeciu IL-1p wywarty warianty CPT-11 i ALL (wzrost do, odpowiednio, 4,00 + 0,17

104



16,30 = 1,58 pg/ml). Podanie CPT-11 w potaczeniu z UA lub z OA spowodowato
spadek stezenia cytokiny zaréwno wzgledem samego cytostatyku, jak i1 kontroli
(do2,19+0,21 (UA+CPT-11) i 2,28 £ 0,00 pg/ml (OA+CPT-11))(Wyk. 7A). W obu
przypadkach odnotowano efekt synergistyczny (Tabela 8). Efekt wzgledem IL-6
wydzielanej przez komérki SW 620 byt podobny. Najsilniej hamujaco na uwalnianie
tej cytokiny dziatal UA (z 2,40 + 0,28 do 0,90 = 0,28 pg/ml), OA (do 0,00 = 0,00
pg/ml) oraz UA+OA (do 0,70 + 0,14 pg/ml). Wzrost stezenia IL-6 zaobserwowano
pod wptywem UA+CPT-11 (do 3,60+ 0,42 pg/ml)i ALL (do 2,80 + 0,85 pg/ml)(WyKk.
7B). Nieznaczny wzrost IL-10 wywotaly UA oraz OA+CPT-11 (do, kolejno, 26,36 +
4,42 124,64 + 0,44 wzgledem 21,52 + 1,99 pg/ml w kontroli)(Wyk. 7C).

W homogennych hodowlach ptaskich najsilniejszy efekt przeciwzapalny, wyrazony
spadkiem st¢zenia wydzielanych IL-18 1 IL-6 oraz zwigkszeniem st¢zenia IL-10,
wywarly warianty UA, OA oraz OA+CPT-11. Swiadczy to o wlasciwosciach
przeciwzapalnych kwasow ursolowego i oleanolowego, jak rowniez o dziataniu
ochronnym wzgledem komorek prawidtowych.

W hodowlach kokultur, praktycznie we wszystkich przypadkach badane
substancje indukowaly wzrost stgzenia cytokin prozapalnych. Tylko w przypadku
sferoidow komoérek SW 620 doszto do istotnego zmniejszenia stezenia IL-1P
(wszystkie warianty) i IL-6 (UA, OA, UA+CPT-11, ALL)(Wyk. 8A-B). Z drugiej
strony, w wigkszosci przypadkow obserwowano wzrost st¢zenia IL-10 pod wptywem
badanych zwigzkow. Najsilniejsze dziatanie w tym zakresie wykazaly warianty
UA+CPT-11 i OA+CPT-11 wzgledem kokultury komorek prawidtowych i sferoidow
HT-29. W tym przypadku obserwowano odpowiednio 2-krotny (z 6,05 + 1,99 do 12,30
+ 4,64 pg/ml) i 2,5-krotny wzrost stezenia IL-10 (do 15,11 + 5,52 pg/ml; efekt
synergistyczny)(Tabela 8). Z kolei, aktywnos¢ CPT-11 i OA+CPT-11 wzgledem
kokultury komorek prawidlowych 1 sferoidow SW 620 wyrazata si¢ odpowiednio,
prawie 3-krotnym (do 22,45 + 6,63 wzgledem 7,77 + 1,33 pg/ml w kontroli) i ponad
2-krotnym wzrostem stezenia (do 17,22 + 0,33 pg/ml). Ponadto, wszystkie warianty
wywotaty wzrost ilosci IL-10 wydzielanej przez sferoidy SW 620 oraz wszystkie
z wyjatkiem UA+CPT-11 i UA+OA w przypadku sferoidow HT-29 (Wyk. 8C).
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Wyk. 8. Poziom cytokin: IL-1p (A), IL-6 (B) i IL-10 (C) wydzielanych przez hodowle plaskie
komorek linii CCD 841 CoTr, kokultury komérek prawidlowych i sferoidéw utworzonych

z komérek linii HT-29 lub SW 620 oraz same sferoidy komérek nowotworowych, poddanych
dzialaniu badanych zwiazkéw oznaczony metoda ELISA; * - p < 0,05, ** - p < 0,01,

*** . p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

W heterogennych hodowlach przestrzennych aktywno$¢ przeciwzapalna badanych
substancji zachodzila raczej na drodze zwigkszenia st¢zenia cytokiny przeciwzapalne;j,
IL-10, niz zmniejszenia ilosci cytokin prozapalnych, IL-1p i IL-6.

Wariantem o najwigkszym potencjale przeciwzapalnym, zaréwno
w przypadku homogennych hodowli ptaskich, jak i kokultur okazato si¢ potaczenie
kwasu oleanolowego i kamptotecyny-11 (OA+CPT-11). Wariant ten nie tylko
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najsilniej obnizal ilo$¢ cytokin prozapalnych i zwigkszat przeciwzapalnych, ale tez

chronit komoérki prawidtowe linii CCD 841 CoTr przed aktywnoscig cytostatyku.

Tabela 8. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —

ocena wlasciwo$ci immunomodulacyjnych i przeciwzapalnych; (+) — synergizm; (0) -

addytywnos$¢; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda Wariant C%Ef:u HT-29 SW 620
UA+CPT-11 | - - -
OA+CPT-11 | - - -
Metoda Griess’a
UA+OA - - 0
ALL - 0 -
UA+CPT-11 | - - +
IL-1p — metoda OA+CPT-11 | + + +
ELISA (kultury
plaskie) UA+OA + ) )
ALL 0 + +
UA+CPT-11 | 0 + +
IL-6 — metoda OA+CPT-11 | - - -
ELISA (kultury
plaskie) UA+OA + ) )
ALL 0 - +
UA+CPT-11 | + - +
IL-10 — metoda OA+CPT-11 | + + +
ELISA (kultury
plaskie) UA+OA + + +
ALL 0 0 -
CCD 841 kokultura kokultura
CoTr CCD 841 Sferoidy CCD 841  Sferoidy
(hodowla CoTr HT-29 CoTr SW 620
plaska) i HT-29 i SW 620
UA+CPT-11 | - - + - 0
IL-1B — metoda OA+CPT-11 | - - - 0 -
ELISA (kokultury) UA+OA - 0 + + -
ALL - - + - -
UA+CPT-11 | - - + - +
IL-6 — metoda OA+CPT-11 | - - - - +
ELISA (kokultury) UA+OA - 0 + - +
ALL - - - - -
UA+CPT-11 | + + + + -
IL-10 — metoda OA+CPT-11 | + + - -
ELISA (kokultury) UA+OA + + + - -
ALL - 0 - - -
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4.3.Zahamowanie migracji

Aktywnos¢ UA, OA 1 CPT-11 podawanych pojedynczo i w potaczeniu,
hamujaca migracj¢ komorek, zostata zbadana metodg rysy oraz metoda przechodzenia
przez porowata membran¢ (Transwell) o $rednicy porow 8 um i 0,4 pm. Efekt
dziatania zostal przedstawiony w przeliczeniu na kontrole, ustalong jako 0%. Wartos$ci

ponizej 0 $wiadcza o spadku migracji, z kolei powyzej 0 o pobudzeniu tego procesu.

UASOPTELT

OA+CPI-1L A OA+CPIETLL

Zdj. 1. Przedstawienie wplywu badanych substancji na migracje¢ komorek linii CCD 841 CoTr
(A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C) oznaczony metoda rysy; zaznaczone linie odpowiadaja
odleglo$ci miedzy czotami komérek w wariancie kontrolnym; zaznaczony pasek pomiaru
wyznacza 200 pm

Migracja komorek prawidtowych badana metoda rysy zostala zahamowana
przez wszystkie warianty z kamptotecyng-11 (CPT-11, UA+CPT-11, OA+CPT-11,
ALL), za$ warianty UA, OA oraz UA+OA nie wykazaly zadnego efektu lub wrecz
promowaty migracje komorek linii CCD 841 CoTr (Zdj. 1, Wyk. 9A). Z kolei,
migracja komoérek nowotworowych zostata zahamowana przez wszystkie badane
warianty, przy czym efekt byt silniejszy wzgledem komorek o wigkszym potencjale

migracyjnym, czyli linii SW 620. Najsilniejszy efekt wykazat wariant UA+OA
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Wyk. 9. Wplyw badanych substancji na migracje komoérek linii CCD 841 CoTr, HT-29 oraz SW
620 oznaczony metoda rysy (A) oraz metoda migracji przez porowata membrane (Transwell): o
$rednicy porow 8 pm (B) oraz 0,4 pm (C); * - p < 0,05, ** - p < 0,01, *** - p < 0,005,
jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

(50,4 £ 11,2% (efekt synergistyczny)(Tabela 9) oraz 67,0 + 7,0% w stosunku
do kontroli dla, odpowiednio, komérek HT-29 i SW 620)(Wyk. 9, Zdj. 1).
Podobne wyniki uzyskano w metodzie migracji przez porowata membrang

(Transwell). Wszystkie warianty, z wyjatkiem UA+OA, ostabialy migracje komorek
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prawidtowych. Najsilniejszy efekt hamujacy wykazaly warianty CPT-11 i ALL
(spadek migracji o 31,4 £ 6,2% oraz 33,4 + 25,1% w stosunku do kontroli)
w przypadku membran o $rednicy poréw 8 um oraz warianty CPT-11 i OA+CPT-11
(spadek 0 32,1 1 37,5% w odniesieniu do kontroli) w przypadku membran o $rednicy
poréw 0,4 pm. Wariant UA+OA promowat migracj¢ komorek linii CCD 841 CoTr
do 11,2 + 2,7% (8 um; efekt synergistyczny) i 8,9% (0,4 um) w poréwnaniu
do kontroli (Wyk. 9B-C, Tabela 9).

W przypadku komoérek nowotworowych, wszystkie warianty hamowaty migracje
komorek, zar6wno w przypadku membran o $rednicy poréw 8 um, jak i 0,4 pum.
Najwyzszy potencjat ograniczajacy migracje wykazal wariant UA+OA. Wykazano
spadek ilosci migrujacych komorek o 56,0 =26,3% (HT-29) 1 65,5 = 18,9% (SW 620)
wzgledem kontroli w przypadku insertow o $rednicy poréw 8 um i spadek o 51,7%

(HT-29) i 57,1% (SW 620) w przypadku insertow 0,4 um (Wyk. 9B-C).

Tabela 9. Okreslenie zaleznosci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena zahamowania migracji; (+) — synergizm; (0) — addytywnos$¢; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 + 0
OA+CPT-11 + +
Metoda rysy UA+OA . .
ALL +
UA+CPT-11
OA+CPT-11 - -
Transwell 8 pm UA+OA + 0
ALL - -
UA+CPT-11 - 0
OA+CPT-11 0 0 -
Transwell 0,4 um UA+OA . 0 0
ALL

4.4. Wplyw substancji na bialka i szlaki zaangazowane w progresje

nowotworu

W migracji komodrek 1 przerzutowaniu nowotwordw, kluczowa role
odgrywaja metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej 1 regulujace je
urokinazowy aktywator plazminogenu i jego receptor, a takze GTP-azy Rho oraz

cykloksygenaza-2. Ponadto, z przerzutowaniem zwigzana jest zwigkszona opornosc¢
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wielolekowa komoérek nowotworowych, z istotng rolg biatka MRP. Oceniono wigc
wplyw badanych zwigzkéw na lokalizacje, poziom i aktywno$¢ tych czynnikow
w komorkach prawidtowych i nowotworowych.

W sekcji wynikéw zamieszczono tylko wybrane zdjecia z fluorescencji. Wszystkie

zdjecia reprezentatywne znajdujg si¢ na koncu pracy w sekcji Tablice.

4.4.1. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej

Wptyw UA, OA i CPT-11 na MMPs oszacowano, wykonujgc analizg
ilosciowg oraz ocen¢ aktywnosci metaloproteinaz macierzy -2 i -9 wydzielanych przez
komorki w kokulturach. Ponadto, przeprowadzono badania wskazujace na lokalizacje
wewnatrzkomérkowych MMP-2 i -9 w homogennych hodowlach ptaskich.

Stezenie MMP-2 wydzielanej przez kokultury komorek prawidiowych
i sferoidow komorek nowotworowych obnizalo si¢ pod wplywem wszystkich
badanych wariantow substancji, przy czym najsilniejsze dziatanie wykazaty
polaczenia obu kwaséw oraz obu kwasow 1 cytostatyku. Wplywaly one
na zmniejszenie ilo$ci metaloproteinazy odpowiednio 2,5 i 4,5-krotnie (z 3,58 + 0,05
w kontroli do 1,42 + 0,05 (UA+OA) i 0,79 £+ 0,12 ng/ml (ALL)) w kokulturach CCD
841 CoTr i HT-29 oraz prawie 4-krotne (z 3,27 + 0,18 do 0,85 + 0,03 (UA+OA, efekt
synergistyczny) i 0,89 + 0,13 ng/ml (ALL; efekt synergistyczny) w kokulturach CCD
841 CoTr i SW 620 (Wyk. 10A, Tabela 10).

W przypadku wigkszos$ci badanych wariantow, w kokulturach prawidtowego nabtonka
jelitowego zarowno z komoérkami HT-29, jak i SW 620, wykazano indukcje
wydzielania metaloproteinazy. Stezenie MMP-2 wydzielonej przez kokultury byto
wigksze, niz suma stezeh MMP-2 wydzielonej przez plaska monokultur¢ komorek
CCD 841 CoTr oraz monokultur¢ sferoidow komoérek nowotworowych. Jedynie
zastosowanie wariantow UA oraz OA prowadzilo do spadku stezenia MMP-2
wydzielanej przez sferoidy SW 620 i HT-29. Z kolei, wszystkie warianty (z wyjatkiem
UA) zmniejszaty wydzielanie MMP-2 przez komoérki CCD 841 CoTr w hodowli
plaskiej. Wyciagnigto zatem wniosek, iz spadek stezenia metaloproteinazy wynikat
w wigkszym stopniu z wptywu badanych zwigzkow na hodowle ptaskg komorek
prawidtowych, niz na komorki nowotworowe. Z drugiej strony, warianty UA,
UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz UA+OA wykazaly w wigkszym stopniu dziatanie

w stosunku do kokultur, nizZ monokultur komorek prawidtowych.
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Wyk. 10. Wplyw UA, OA i CPT-11 podawanych pojedynczo i w polagczeniu na MMP-2
Stezenie MMP-2 wydzielanej przez komorki linii CCD 841 CoTr w hodowlach plaskich,
kokultury komoérek prawidlowych i sferoidéw utworzonych z komorek linii HT-29 lub SW 620
oraz same sferoidy komoérek nowotworowych oznaczane metoda ELISA (A) i jej aktywnos$é
mierzona metoda zymografii Zelatynowej (B); poziom wewnatrzkomérkowej MMP-2

w komérkach CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 w hodowlach plaskich homogennych oznaczana
metodami immunofluorescencji (C) i Western Blotting (D); * - p < 0,05, ** - p < 0,01,

*** . p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

Aktywno$s¢ MMP-2 w kokulturach ulegla znacznemu obnizeniu w wyniku dziatania
badanych substancji. Najskuteczniejszy okazat si¢ wariant UA+OA, powodujac okoto

7-krotne zmniejszenie aktywno$ci MMP-2 w kokulturze CCD 841 CoTr + HT-29 oraz
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ponad 2-krotne w przypadku kokultury CCD 841 CoTr + SW 620. W tych warunkach
wykazano odziatywania synergistyczne (Wyk. 10B, Tabela 10). Wszystkie badane
warianty z wyjatkiem UA+OA oraz ALL spowodowaty wzrost aktywnosci MMP-2
wydzielanej przez uktad kontrolny, czyli ptaskag hodowle CCD 841 CoTr (Wyk. 10B).
Wykazano, iz aktywno$¢ zelatynazy A wydzielanej przez kokultury prawidlowego
nabtonka jelitowego z komorkami linii nowotworowej HT-29 byla nizsza,
niz w przypadku MMP-2 wydzielanej przez same komorki prawidlowe. W przypadku
kokultur prawidtowego nabtonka jelitowego z komorkami linii nowotworowej
SW 620, aktywnos$¢ byta prawie 2-krotnie wyzsza, niz w uktadzie kontrolnym. Efekt
badanych substancji na poziom MMP-2 w komoérkach w hodowlach ptaskich poddany
zostal analizie z wykorzystaniem metod Western Blotting i immunofluorescencji.
Wykazano znacznie silniejszy wplyw zwiazkéw na komoérki nowotworowe,
niz prawidlowe.

W przypadku obu metod badawczych, wariant UA+OA spowodowat najwigkszy
spadek

poziomu MMP-2 w komorkach linii HT-29 (do 51,9 + 6,7% wzgledem kontroli
w metodzie IF i 13,5 + 8,6% (efekt synergistyczny) w metodzie WB) oraz SW 620
(do 60,8 + 11,4% oraz 65,1 + 6,9% w, odpowiednio, IF i WB)(Wyk. 10C-D, Tablica
1). W przypadku komoérek prawidtowych odnotowano rozbiezno$¢ w wynikach
pochodzacych z obu metod. UA+OA indukowat wzrost poziomu MMP-2 do 189,0 +
25,9% kontroli w WB (efekt synergistyczny) i spadek do 88,1 + 16,0% w metodzie IF
(Wyk. 10C-D, Tabela 10, Tablica 1). Podobna sytuacj¢ zaobserwowano w przypadku
OA. Kwas ten spowodowat spadek poziomu Zelatynazy A mierzony metoda WB
i wzrost w metodzie IF. W obu metodach badawczych najsilniejszy wzrost poziomu
MMP-2 w komoérkach prawidlowych CCD 841 CoTr wykazatl natomiast wariant
OA+CPT-11 (wzrost do 109,5 + 16,6% (IF) i 168,7 + 10,3% (WB; efekt
synergistyczny) wzgledem kontroli)(Wyk. 10C-D, Tablica 1).
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Wyk. 11. Wplyw UA, OA i CPT-11 podawanych pojedynczo i w polaczeniu na MMP-9
Stezenie MMP-9 wydzielanej przez komérki linii CCD 841 CoTr w hodowlach plaskich,
kokultury komoérek prawidlowych i sferoidow utworzonych z komorek linii HT-29 lub SW 620
oraz same sferoidy komorek nowotworowych oznaczane metoda ELISA (A) i jej aktywnos$¢
mierzona metoda zymografii Zelatynowej (B); poziom wewnatrzkomérkowej MMP-9

w komérkach CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 w hodowlach plaskich homogennych oznaczana
metodami immunofluorescencji (C) i Western Blotting (D); * - p < 0,05, ** - p < 0,01,

*** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

Stezenie MMP-9 wydzielanej przez komorki w kokulturach byto kilkukrotnie
nizsze (okoto 5-krotnie w kontroli i okoto 2,5 — 6-krotnie nizsze w wariantach

badawczych), niz MMP-2. Niemniej jednak, wykazano istotny statystycznie spadek
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stezenia zelatynazy B pod wplywem wszystkich badanych wariantow. W obu
uktadach kolkultur najsilniejsze dzialanie wykazaly warianty potaczenia OA+CPT-11
oraz obu kwasoéw jednocze$nie z cytostatykiem. Wykazano prawie 3-krotny spadek
stezenia MMP-9 w uktadzie CCD 841 CoTr + sferoidy HT-29 (z 0,77 + 0,05 w kontroli
do 0,29 + 0,03 (OA+CPT-11) i 0,26 + 0,01 ng/ml (ALL)) oraz ponad 2-krotny
w uktadzie CCD 841 CoTr + sferoidy SW 620 (z 0,64 + 0,02 w kontroli do 0,27 + 0,01
(OA+CPT-11) 1 0,29 + 0,02 ng/ml (ALL))(Wyk. 11A). Ste¢zenic MMP-9 wydzielanej
przez sferoidy bylo bardzo niskie i miescito si¢ w granicach 0,02-0,12 ng/ml
(w poroéwnaniu do 0,08-0,34 ng/ml MMP-2). Badanie zwiazki spowodowaty spadek
stezenia MMP-9 wydzielanej przez komorki prawidlowe. Mozna zatem przypuszczac,
ze zahamowanie wydzielania enzymu w kokulturach bylo w wiekszym stopniu
skutkiem dziatania substancji na komorki prawidtowe niz transformowane.

Mimo ze ilos¢ MMP-9 wydzielanej w kokulturze prawidlowego nabtonka jelitowego
z komoérkami linii nowotworowej HT-29 i SW 620 byto na podobnym poziomie, to
aktywno$¢ zelatynazy w uktadzie z komorkami SW 620 byta kilkukrotnie wyzsza.
Ponadto, aktywnos¢ MMP-9 wydzielanej przez monokultury sferoidow
nowotworowych byta wyzsza, niz MMP-2.

Wszystkie badane warianty (z wyjatkiem CPT-11 wzgl¢dem kokultur CCD 841 CoTr
+ sferoidy HT-29) spowodowaty spadek aktywnosci MMP-9. Najsilniejsze dziatanie
wykazaty warianty UA wzglgdem CCD 841 CoTr + HT-29 (prawie 2,5-krotny spadek
aktywnosci) oraz UA+OA wzgledem CCD 841 CoTr + SW 620 (13-krotny spadek
aktywnos$ci; efekt synergistyczny)(Wyk. 11B, Tabela 10). We wszystkich
przypadkach spadek aktywnos$ci zelatynazy B byl zalezny od dzialania zwigzkow
w wigkszym stopniu wzgledem komodrek nowotworowych, niz prawidtowych.
Badane zwiagzki spowodowaly spadek poziomu MMP-9 w hodowlach ptaskich
wszystkich linii  komorkowych. Najsilniejsze dziatanie wzgledem komorek
prawidtowych wykazaty warianty CPT-11 i UA+CPT w metodzie IF (spadek do,
kolejno, 93,2 + 7,5% i 88,4 + 8,1% wzgledem kontroli) oraz warianty UA+OA i ALL
w metodzie WB (spadek do, odpowiednio, 35,1 + 1,5% i 30,0 + 2,1% w odniesieniu
do kontroli)(Wyk. 11C-D, Tablica 2). W stosunku do komorek linii HT-29 efekt
dzialania oceniony oboma metodami byt nizszy, niz w przypadku komorek
prawidlowych. Najsilniejsze zahamowanie wytwarzania zelatynazy B wykazat
wariant UA+OA w metodzie IF (spadek poziomu do 84,6 + 10,8%; efekt
synergistyczny (Wyk. 11C, Tabela 10, Tablica 2)) oraz warianty OA i OA+CPT-11
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w metodzie WB (spadek do, odpowiednio, 69,0 + 18,1% i 69,1 + 8,5%)(Wyk. 11D).
Badane substancje wykazaty bardzo silne dzialanie wzgledem komoérek SW 620.
Wszystkie warianty (z wyjatkiem CPT-11 w WB) spowodowaty spadek poziomu
MMP-9 w tych komorkach mierzony metodami IF i WB. Najsilniej wytwarzanie tego
enzymu hamowat wariant UA+OA w metodzie IF (spadek do 31,3 + 2,9% kontroli)
oraz OA+CPT-11 w metodzie WB (spadek poziomu do 74,4 + 4,5% wzgledem
kontroli; efekt synergistyczny)(Wyk. 11C-D, Tabela 10, Tablica 2).

Badane substancje wptywaly na wytwarzanie MMP-2 i -9 w kokulturach
komorkowych. Mimo, iz spadek st¢zenia enzymow zalezny byt w wigkszym stopniu
od dziatania substancji na komorki prawidlowe, to spadek aktywnosci MMPs byt
skutkiem ich oddzialywah na komodrki nowotworowe. Najsilniej dziatajacymi
wariantami okazaty sic OA+CPT-11, UA+OA oraz ALL. Swiadczy to o pozytywnym
wpltywie kwaséw ursolowego i oleanolowego na aktywno$¢ przeciwnowotworowa

kamptotecyny-11.

Tabela 10. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena wplywu na metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej; (+) — synergizm; (0) —
addytywnos$¢; (-) — antagonizm; brak — ocena efektu byla niemozliwa

Efekt
CCD 841 kokultura kokultura
. CoTr CCD 841 Sferoidy CCD 841  Sferoidy
Metoda Wariant | podowla  CoTr HT-20  CoTr SW 620
plaska) i HT-29 i SW 620
UA+CPT- | ) + ) )
11
MMP-2 — metoda OA+CPT- | _ 0 + + +
ELISA (kokultury) 11
UA+OA | + 0 + + +
ALL - 0 - + +
UA+CPT-
11 - - " ; *
MMP-9 — metoda OA+CPT- | 4 . . 0 +
ELISA (kokultury) 11
UA+OA |0 - - + -
ALL - - - 0 +
UA+CPT-
1 - - - + brak
MMP-2 — zymografia )
(kokultury) OA-;?PT - 0 - + brak
UA+OA | + + - + brak
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ALL + + - + brak

UA+CPT-
11

MMP-9 — zymografia OA+CPT- | | n i i +
(kokultury) 11

UA+OA | - - + + +
ALL 0 0 + - +

CCD 841
CoTr

UA+CPT-
11

MMP-2 — OA+CPT-
immunofluorescencja 11

UA+OA | + - -

ALL |+ i i

UA+CPT-
11

MMP-9 — OA+CPT-
immunofluorescencja 11

UA+OA | - + -

ALL |- - -

UA+CPT-
11

MMP-2 — Western OA+CPT- | | 0
Blotting 11

UA+OA | + + 0
ALL - 0 -

UA+CPT-
11

MMP-9 — Western OA+CPT-
Blotting 11

UA+OA |0 - -
ALL - - -

Efekt dziatania UA, OA 1 CPT-11 na ukfad regulujacy szlak metaloproteinaz
macierzy, uPA i jego receptora uPAR, byl znaczacy. Wszystkie warianty z wyjatkiem
UA, spowodowaty istotny statystycznie spadek stezenia uPA wydzielanego przez oba
uktady kokultur. Najwyzszy, ponad 2-krotny spadek poziomu uPA zanotowano w
przypadku kokultur prawidtowego nablonka jelitowego ze sferoidami komorek
nowotworowych inkubowanych z OA+CPT-11 oraz ALL. Wykazano spadek poziomu
tego czynnika z 4847,50 + 5,89 do, odpowiednio, 2233,33 + 30,64 i 2099,17 + 76,60
pg/ml w kokulturach ze sferoidami komorek linii HT-29 oraz z 4724,17 + 168,53 do,
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kolejno, 2030,00 + 141,42 i 2025,83 + 142,60 pg/ml w kokulturach ze sferoidami
komorek linii SW 620 (WyKk. 12A). Pomig¢dzy sktadowymi tych wariantoéw doszto do

efektu synergistycznego, skutkujgcego wzmocnieniem inhibicji wydzielania uPA
(Tabela 11).
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Wyk. 12. Wplyw UA, OA i CPT-11 podawanych pojedynczo i w polaczeniu na uPA i uPAR
Stezenie uPA (A) i uPAR (B) wydzielanych przez komérki linii CCD 841 CoTr w hodowlach
plaskich, kokultury komérek prawidlowych i sferoidow utworzonych z komérek linii HT-29
lub SW 620 oraz same sferoidy komérek nowotworowych oznaczane metodg ELISA; poziom
komorkowego uPAR w komérkach CCD 841 CoTr, HT-29 i SW 620 w hodowlach ptaskich
homogennych oznaczana metodg immunofluorescencji (C); * - p < 0,05, ** - p < 0,01,

*** . p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

SW 620

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL
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W  przypadku uPAR, zaobserwowano sytuacj¢ odwrotng. Badanie zwigzki
spowodowaty wzrost stezenia biatka. Najwyzszy w przypadku wariantow UA+OA
(prawie 2-krotny wzrost wzgledem kokultury prawidtowego nabtonka jelitowego
ze sferoidami komorek linii HT-29 (z 278,13 + 2,65 do 468,13 + 4,42 pg/ml)
i ze sferoidami komorek linii SW 620 (z 293,13 + 29,17 do 541,25 + 1,77 pg/ml)) oraz
ALL (2,5-krotny (z 278,13 + 2,65 do 683,75 + 88,39 pg/ml) wzgledem kokultury
prawidlowego nabtonka jelitowego ze sferoidami komoérek linii HT-29 i 2-krotny
(z 293,13 + 29,17 do 580,63 + 38,01 pg/ml) wzgledem kokultury prawidtowego
nabtonka jelitowego ze sferoidami komorek linii SW 620)(Wyk. 12B). W warunkach
tych wykazano wystgpienie interakcji synergistycznych (Tabela 11).

Wykonano analize lokalizacji i1 poziomu receptora w komorkach metoda
immunofluorescencji.

Najwyzsza intensywno$¢ fluorescencji zaobserwowana zostala na obrzezach
komorek, co $wiadczy o blonowej lokalizacji receptora. Pod wplywem badanych
zwigzkow intensywnos$¢ fluorescencji byla nizsza, co $§wiadczy¢ moze o spadku
poziomu uPAR na komorkach. Wszystkie warianty spowodowaty wzrost stezenia
uPAR wydzielanego przez komorki linii CCD 841 CoTr i jednoczes$nie spadek
poziomu receptora na komorkach. Najwyzszy poziom uPAR w plynie
pozakomorkowym oznaczony metoda ELISA zanotowano w przypadku wariantow
CPT-11, UA+OA i ALL, z kolei najnizszy poziom biatka w komorkach prawidtowych
w metodzie IF odnotowano w przypadku wariantow CPT-11 i ALL (spadek do,
odpowiednio, 54,0 + 15,5% i 61,6 + 5,6% wzgledem kontroli)(Wyk. 12B-C, Tablica
3). Podobng zbiezno$¢ zaobserwowano w przypadku linii nowotworowych:
najsilniejszy wzrost st¢zenia wydzielanego uPAR 1 jednocze$nie najwyzszy spadek
poziomu komorkowego receptora nastgpily po inkubacji komorek z wariantem
UA+OA i ALL w przypadku linii HT-29 (spadek poziomu do, odpowiednio, 62,9 +
4,3% 1 62,6 + 9,2% w odniesieniu do kontroli) oraz wariantem UA+OA w przypadku
SW 620 (spadek poziomu uPAR do 45,5 + 4,7% wzgledem kontroli)(Wyk. 12B-C,
Tablica 3).
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Tabela 11. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena wplywu na urokinazowy aktywator plazminogenu i jego receptor; (+) — synergizm; (0) —
addytywnos$é; (-) — antagonizm

Efekt
CCD 841 kokultura kokultura
. CoTr CCD 841 Sferoidy CCD 841  Sferoidy
Metoda Wariant | odowla CoTr HT-20  CoTr SW 620
plaska) i HT-29 i SW 620
UATCPT- | " brak 0 .
11
UPA —metoda ELISA OA+CPT- | + brak + -
(kokultury) 11
UA+OA | + 0 brak + +
ALL - + brak + 0
UA-li(i?PT- ] ] 0 N )
UPAR — metoda OA+CPT- | _ ) + +
0
ELISA (kokultury) 11
UA+OA | + + - + -
ALL 0 + - + 0
CCD 841
CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT- ) ) )
11
uPAR — OA+CPT- _ _ _
immunofluorescencja 11
UA+OA | - - -
ALL - - -

W celu potwierdzenia wplywu badanych zwigzkéw na metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz czynniki ich regulacji (uPA, uPAR) wykonano
ocen¢ aktywnosci fibrynolitycznej pod wplywem UA, OA i1 CPT-11. Wzrost
aktywnosci fibrynolitycznej §wiadczy o wzro$cie ilosci plazminy, co z kolei jest
wynikiem indukcji szlaku uPA/UPAR.

Wykazano, iz aktywno$¢ fibrynolityczna wzrosta pod wplywem wariantu UA
wzgledem sferoidéw linii HT-29, a OA wzgledem komoérek prawidlowych CCD 841
CoTr. CPT-11 indukowata aktywno$¢ fibrynolityczng we wszystkich modelach
z wyjatkiem kokultur CCD 841 CoTr + HT-29. Z kolei, OA+CPT-11 indukowata
aktywnos¢ wzgledem sferoidow HT-29 (Wyk. 13).

Wzrost aktywnosci fibrynolitycznej pod wptywem UA obserwowano w sferoidach
linii HT-29. Jednoczeénie stwierdzono wzrost poziomu MMP-2 (metoda WB),
MMP-9 (metoda IF) w komoérkach HT-29 oraz wzrost stezenia uPA (ELISA)
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wydzielanego przez sferoidy HT-29. Pod wplywem OA obserwowano wzrost
aktywnosci fibrynolitycznej komorek prawidtowych CCD 841 CoTr z jednoczesnym
wzrostem stezenia i aktywno$ci MMP-2 i -9. Kamptotecyna-11, we wszystkich
modelach z wyjatkiem kokultur CCD 841 CoTr + HT-29 prowadzita do wzrostu
aktywnos$ci fibrynolitycznej. Cytostatyk ten wywotal rdwniez wzrost aktywnosci
MMP-2 i spadek poziomu uPAR wydzielanych przez komorki prawidlowe oraz
poziomu MMP-9 w komorkach prawidlowych CCD 841 CoTr. Indukowat takze
wydzielanie MMP-9 i uPA przez sferoidy linii HT-29 oraz wzrost aktywnosci MMP-
9 w komorkach linii HT-29. W stosunku do komorek linii SW 620 rosnacych w formie
sferoidow, zwigzek ten powodowal wzrost stezenia uwalnianych MMP-9 i uPA.
Wariant OA+CPT-11 spowodowat indukcje aktywnos$ci fibrynolitycznej sferoidow
HT-29, jak rowniez indukcj¢ aktywnosci MMP-9; ponadto, wykazano wzrost st¢zenia
uPA i spadek st¢zenia uPAR wydzielanych przez te sferoidy. OA+CPT-11 indukowat
wzrost poziomu MMP-9 i uPAR w komorkach linii HT-29 (Tabela 12).
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Sferoidy SW 620
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Wyk. 13. Aktywno$¢ fibrynolityczna badanych wariantéw

Tabela 12. Poréwnanie wynikow uzyskanych z analizy aktywnosci fibrynolitycznej oraz oceny
wplywu badanych zwigzkéw na bialka zaangazowane w szlak metaloproteinaz macierzy
zewngtrzkomorkowej (MMP-2, MMP-9, uPA, uPAR)

efekt badanych substancji wzgledem bialek

Ocena aktywnosci zaangaZzowanych
fibrynolitycznej w szlak metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej
(metoda badawcza/model komérkowy)
wzrost - model MMP-2 MMP-9 UPA UPAR
aktywnosci  komorkowy
* stezenie
. * poziom * poziom uPA?
UA Sﬁ;‘f'z‘éy MMP-21 MMP-91 (ELISA/
(WB/HT-29)  (IF/HT-29) sferoidy
HT-29)
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* stezenie * stezenie
MMP-21 MMP-91
(ELISA/ (ELISA/
ptaska ptaska
hodowla hodowla
plaska CCD 841 CCD 841
OA  hodowla CCD ?zljtgwnoéé coTr)
841 CoTr MMP-21
(zymografia/
ptaska
hodowla
CCD 841
CoTr)
* aktywnosc * poziom
MMP-21 MMP-91
ptaska (zymografia/  (WB/ CCD
hodowla CCD | ptaska 841 CoTr)
841 CoTr hodowla
CCD 841
CoTr)
* stezenie * stezenie
MMP-91 uPA?t
(ELISA/ (ELISA/
sferoidy sferoidy
HT-29) HT-29)
CPT-11 sferoidy I'\;Il\(/rgf’;?osc
HT-29 (zymografia/
sferoidy
HT-29)
* poziom
MMP-91
(IF/HT-29)
kokultura * stezenie * stezenie
CCD 841 MMP-91 uPA?t
CoTr (ELISA/ (ELISA/
+ SW 620 sferoidy sferoidy
sferoidy SW 620) SW 620)
SW 620
* aktywnos$¢ * stezenie * stezenie
MMP-91 uPA?t uPAR |
(zymografia/  (ELISA/ (ELISA/sferoi
OA+CPT- sferoidy sferoidy HT-  sferoidy dy HT-29)
11 HT-29 29 HT-29) « poziom
* poziom uPAR?T (IF/
MMP-91 HT-29)
(IF/HT-29)
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4.4.2. Bialka podrodziny Rho

Obok metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej, kluczowa roleg
w migracji komorek odgrywaja GTP-azy Rho. Poddano zatem analizie gtownych
przedstawicieli podrodziny Rho: zaangazowane w migracj¢ biatka RhoA i1 RhoC oraz
indukujagce  apoptoz¢ RhoB. W  doswiadczeniu  wykorzystano  metode
immunofluorescencji w polaczeniu z barwieniem fluorescencyjnym cytoszkieletu
aktynowego w celu oceny lokalizacji 1 poziomu biatek w komorce. Ponadto,
wykonano analiz¢ metodg Western Blotting w celu potwierdzenia wptywu badanych
zwigzkow na poziom biatek Rho.

Wykazano, iz biatka Rho lokalizujg si¢ wzdhuz wiokien F-aktyny (Wyk.
14A).
Struktura cytoszkieletu aktynowego komoérek prawidtowych byla uporzadkowana
i dobrze widoczna. W przypadku komorek nowotworowych, F-aktyna miala strukture
bardziej chaotyczna, zlokalizowana byla gtownie na obrzezach komoérek. Moze by¢ to
odzwierciedleniem odmiennej morfologii 1 fizjologii komoérek nowotworowych
w porownaniu do prawidtowych (Wyk. 14B-C, Tablice 4-9). Badane zwiazki nie
wykazaty negatywnego wpltywu na strukture cytoszkieletu aktynowego komorek
prawidlowych. Nie zaobserwowano zadnych zmian strukturalnych szkieletu,
jak réwniez intensywnosci fluorescencji emitowanej przez komorki CCD 841 CoTr
poddane dziataniu substancji. (Wyk. 14B-C, Tablice 4, 7). W przypadku komorek
nowotworowych doszlo do zaburzenia struktury cytoszkieletu w poréwnaniu
do kontroli. Wykazano zmniejszenie iloSci wtokien F-aktyny na obrzezach komoérek
1 ich rownomierne rozproszenie w catej objetosci komorki. Moze to by¢ skutkiem
przywrocenia prawidtowej struktury F-aktyny przez badane substancje. Wszystkie
warianty zwigzkow podawanych w potaczeniu (UA+CPT-11, OA+CPT-11, UA+OA
1 ALL) spowodowaly zmniejszenie intensywnos$ci fluorescencji. Najsilniejszy efekt
spowodowat wariant OA+CPT-11 w stosunku do komorek linii HT-29 i UA+OA
do komorek linii SW 620 (Wyk. 14C, Tablice 5-6, 8-9)
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cytoszkielet zdjecia
aktynowy natozone

A biatka Rho

B CCD 841 CoTr HT-29 SW 620

.
K
aktynowy
_ o _
UA+OA
zdjecia
natozone
C EE CCD 841 CoTr
5 220 B HT-29
$ 200 = SW 620

UA+OA UA+OA
biatka Rho
e

%

cytoszkielet

*

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Wyk. 14. Lokalizacja bialek Rho w komdrce (A) oraz wplyw badanych substancji na strukture
cytoszkieletu aktynowego i zwigzanych z nim bialek Rho — zdjecia z mikroskopii
fluorescencyjnej (B) i analiza pél-iloSciowa intensywnosci fluorescencji (C); * - p < 0,05,

** . p<0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a

Wykazano pozadane dziatanie badanych wariantow wzgledem biatek Rho.
Spowodowaly one spadek poziomu biatek RhoA 1 RhoC zaangazowanych w migracje
komorek oraz wzrost poziomu biatek RhoB indukujacych apoptoze.

Badane substancje spowodowaly nieznaczny spadek poziomu biatka RhoA
w komorkach linii CCD 841 CoTr mierzone metoda immunofluorescencji. Jedynie

wariant OA pobudzit produkcje RhoA (do 117,1 + 10,9% wzglgdem kontroli)(WYyKk.
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15A, Tablica 4). W przypadku metody Western Blotting, wszystkie warianty
z wyjatkiem CPT-11 i ALL spowodowaly znaczny wzrost poziomu biatka.
Najsilniejsze dziatanie wykazaty OA, UA+CPT-11 oraz UA+OA (wzrost poziomu do,
kolejno, 183,5 + 70,1%, 1948 =+ 83,4% i 176,8 + 4,3% w odniesieniu
do kontroli)(Wyk. 15B); efekt UA+CPT-11 byl skutkiem interakcji synergistycznej
(Tabela 13). Potaczenie kwasu ursolowego lub oleanolowego z CPT-11 zmniejszyto
nickorzystny efekt cytostatyku wzglegdem komoérek prawidtowych. W przypadku
komorek nowotworowych, wszystkie warianty (z wyjatkiem CPT-11 1 ALL wzgledem
SW 620 w metodzie WB) spowodowaly spadek poziomu RhoA. Najwyzsza
aktywno$¢ hamujaca wytwarzanie tego biatka wykazal wariant UA+OA. Poziom tego
czynnika spadl do 52,4 + 7,8% i 20,8 + 8,4% (efekt synergistyczny) kontroli w,
odpowiednio, metodach IF i WB wzgledem komorek HT-29 i do 63,7 + 13,3% (IF)
1 31,6 £ 10,0% (WB) w odniesieniu do kontroli wzgledem komoérek SW 620 (WyKk.

15, Tabela 13, Tablice 5-6).

HT-29

220 EE CCD 841 CoTr
igg B HT-29
< 160 =3 SW 620

SW 620

K UA OA CPT-11  UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Rhoa [ — 1 ccp 841

B CCDBHI CoTr  pakyna [N S — > S S—— | COTr

B HT-29

= SW 620 RnoAIZ-‘-'s — m

s [ — —— — - -]
o e e

5-aktyna|~ — —— ——— *I

@
8

N
3

8

HT-29

Poziom RhoA
s oA
8 8

o 8

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Wyk. 15. Wplyw badanych zwiazkéw na poziom biatka RhoA w komorkach linii CCD 841
CoTr, HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda immunofluorescencji (A) oraz Western Blotting
(B); *-p<0,05, ** - p< 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a

Poziom biatka RhoC w komoérkach prawidlowych zwigkszyl sie
pod wplywem dziatania badanych zwigzkéw. W metodzie IF najsilniej zadziataty OA
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(152,6 + 24,7% kontroli) i ALL (196,0 + 21,7% kontroli). Z kolei, w metodzie WB
stwierdzono spadek poziomu RhoC. Najsilniejszy efekt wykazat wariant OA+CPT-
11, wywolujac spadek poziomu biatka do 34,7 + 7,1% wzgledem kontroli)(WyK. 16,
Tablica 7). W prawie wszystkich przypadkach doszto do zmniejszenia poziomu RhoC
w komorkach nowotworowych. Do inhibicji RhoC w komorkach HT-29 doszio
w najwyzszym stopniu pod wptywem wariantow UA (WB; spadek do 62,7 + 4,6%
w porownaniu do kontroli) i UA+CPT-11 (IF; 79,7 + 26,9% wzgl¢dem kontroli)(WYyK.
16, Tablica 8). Najsilniejsze dziatanie wzgledem komorek SW 620 wykazaty warianty
UA, CPT-11 i UA+CPT-11 w metodzie IF (spadek do, kolejno, 76,3 + 10,8%, 78,0 +
18,6% 1 79,2 + 16,3% w odniesieniu do kontroli) oraz wariant UA+CPT-11
w metodzie WB (66,9 + 7,4% kontroli)(Wyk. 16, Tablica 9).

A UA+CPT-11
kk HT-29

2207 @m CCD 841 CoTr R

. &

N
N o

SW 620

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Q \gl
«© < < < o)
@ CCD 841 CoTr & ¥ F EFFF W
140 &= HT-29
3 SW 620 RhoC I | CCD 841

praktyna [ S —— - —t— ] CO 1"
- gz

. o R N . il
s [T ——— —— -]

p-aktyna I~ — —— —— — q’l

RhoC

HT-29

SW 620

Wyk. 16. Wplyw badanych zwiazkéw na poziom bialka RhoC w komérkach linii CCD 841
CoTr, HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda immunofluorescencji (A) oraz Western Blotting
(B); *-p<0,05 **-p<0,01, *** - p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a

Wykazano pozadany wptyw badanych substancji na przeciwnowotworowe
biatko RhoB. Wszystkie warianty spowodowaty wzrost poziomu biatka w komdrkach
nowotworowych ocenianych zarowno metodg IF, jak i WB. Najsilniejszy efekt

wzgledem komoérek HT-29 wykazaty warianty CPT-11, UA+CPT-11 i UA+OA
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w metodzie IF (wzrost do, odpowiednio, 149,5 + 16,1%, 148,0 + 19,2% i 146,3 +
15,4% w odniesieniu do kontroli)(Wyk. 17A, Tablica 10) oraz CPT-11 i ALL
w metodzie WB (wzrost do, kolejno, 378,2 + 85,2% i 405,8 + 14,3% kontroli)(Wyk.
17B). Z kolei, najsilniejsze dziatanie w odniesieniu do komoérek SW 620 wykazaty
warianty UA+OA i ALL w metodzie IF (166,4 + 13,7 i 163,8 + 16,4% kontroli)(WyK.
17A, Tablica 10) oraz UA+CPT-11 w metodzie WB (169,7 + 26,9% kontroli)(WyKk.
17B). Dziatanie zwiazkow wzgledem komorek prawidlowych CCD 841 CoTr roznito
si¢ w zalezno$ci od uzytej metody badawczej (IF i WB). Wszystkie warianty
z wyjatkiem UA 1 CPT-11 spowodowaty wzrost poziomu RhoB ocenione metoda IF,
z kolei w metodzie WB wszystkie warianty z wyjatkiem UA i OA hamowaty
wytwarzanie RhoB w komorkach prawidlowych. W metodzie WB najsilniejsze
zmniejszenie poziomu RhoB spowodowane byto przez wariant OA+CPT-11 (spadek
do 54,5 + 17,2% kontroli). Ponadto, potaczenie UA Iub OA z CPT-11 spowodowato
zmniejszenie poziomu RhoB w poréwnaniu do samego cytastatyku, z 94,1 + 10,6%
(CPT-11) do 81,5+ 16,7% (UA+CPT-11) i 54,5+ 17,2% (OA+CPT-11) w odniesieniu
do kontroli, co dodatkowo byto skutkiem synergizmu dziatania (Wyk. 17B, Tabela
13). Swiadczy to o ochronnym dziataniu kwaséw ursolowego i oleanolowego

stosunku do komorek prawidtowych.

A ALL :
= CCD 841 CoTr
== HT-29 HT-29
3 SW 620 . -
*k b P, . *kk
165
UA+OA
55
SW 620
K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

B SN
S PP

N
N
=)

Poziom RhoB
ry
o

«© & F
¢ ¥ & F XY
%991 &= cep 841 cotr " RhoB |! L . B N B R I CCD 841
500 @m HT-20 ** = —] CoTr
D 00| = SWe20 paktyna —— — —— ———
o
RhoB h b g - I
- HT-29

= EESSS
K UA oA CPT-11  UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL RhoB EI e a - * el s o I
- - SW 620

p-aktyna I- — —— —— ——

Wyk. 17. Wplyw badanych zwiazkow na poziom bialka RhoB w komérkach linii CCD 841
CoTr, HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda immunofluorescencji (A) oraz Western Blotting
(B); *-p<0,05, ** - p< 0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a
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Tabela 13. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena wplywu na bialka RhoA, RhoC i RhoB; (+) — synergizm; (0) — addytywnos¢; (-) —
antagonizm

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620

UA+CPT-11 - 0 N

 RhoA- OA+CPT-11 + - -
immunofluores-

Cencja UA+OA + - -

ALL ; ] +

UA+CPT-11 0 + -

~ RhoC - OA+CPT-11 - + -
immunofluores-

cencja UA+OA - - +

ALL 0 + +

UA+CPT-11 + i 0

~ RhoB - OA+CPT-11 + - -
immunofluores-

cencja UA+OA + 0 +

ALL 0 - 0

UA+CPT-11 + - _

RhoA — Western OA+CPT-11 0 0 -

Blotting UA+OA . + 0

ALL + - _

UA+CPT-11 0 + 0

RhoC — Western OA+CPT-11 0 0 -

Blotting UA+OA 0 ) 0

ALL - - _

UA+CPT-11 + ] +

RhoB — Western OA+CPT-11 + - +

Blotting UA+OA + - +

ALL + - _

Wplyw badanych zwigzkéw na poziom biatek Rho byt znaczacy. Badane
warianty stosowanych substancji wywotaty spadek poziomu biatek RhoA 1 RhoC,
zaangazowanych w migracje¢ 1 ruchliwo$¢ komorek. Efekt inhibicji nastapit
w komorkach nowotworowych, za§ w komorkach prawidiowych doszto do wzrostu
poziomu tych bialek. Z drugiej strony, UA, OA i CPT-11 podawane osobno,
jak 1 w polaczeniu, spowodowaty wzrost poziomu zaangazowanego w indukcje
apoptozy biatka RhoB w komoérkach nowotworowych z jednoczesnym spadkiem jego

poziomu w komorkach prawidlowych.
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Najsilniejszym dziataniem wzglegdem GTP-az Rho wykazaty si¢ warianty UA+CPT-
11 1 UA+OA. Ponadto, podanie cytostatyku w potaczeniu z UA i/lub OA skutkowato

zmniejszeniem jego niekorzystnego wplywu na komorki prawidtowe.

. »
- E

N N
N N
B @ N Py rY

4.4.3. Cyklooksygenaza-2

s @8 CCD 841 CoTr HT-29
180 B HT-29
160 =3 SW 620

SW 620

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

«© N & & s
& < § S »
& F F S ¥ F K Y
240- @E CCD 841 CoTr _-i-- = . ===
BN HT-29 Cox'zl ICCD 841
o 2%°7 = swe20 pakyna [ ——— — —t— | CO T
o

cox-zl - =k B iﬁ; _l
= — HT-29
pans [T — —— —— -
S e— = ~
K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL I = - —

p-aktyna I~ — —— —— — ’l

SW 620

Wyk. 18. Wplyw badanych zwiazkéw na poziom bialtka COX-2 w komérkach linii CCD 841
CoTr, HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda immunofluorescencji (A) oraz Western Blotting
(B); *-p<0,05,**-p<0,01, *** - p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc
Dunnett’a

Analiza poziomu COX-2 w komorkach pod wptywem dziatania badanych
substancji wykazata pozadang aktywno$¢ zwigzkéw. Wszystkie warianty
spowodowaty spadek poziomu biatka w komorkach nowotworowych, a wariant
UA+OA wykazal najsilniejsze dziatanie. Stwierdzono spadek poziomu COX-2
do 40,8 + 3,3% (IF) i 15,1 + 3,9% (WB) kontroli wzgledem komorek linii HT-29 oraz
do 46,5 + 5,4% (IF; efekt synergistyczny) i 30,8 + 6,6% (WB; efekt synergistyczny)
kontroli w komorkach linii SW 620 (Wyk. 18, Tabela 14, Tablica 11). Ten sam
wariant spowodowat takze niekorzystny efekt wzgledem komorek prawidtowych.
Stwierdzono bowiem wzrost poziomu COX-2. Z kolei, polaczenie UA+CPT-11
spowodowato spadek poziomu cyklooksygenazy-2 zarowno w komorkach
prawidlowych CCD 841 CoTr (do 96,4 + 85% i 62,0 £ 13,0% kontroli w,
odpowiednio, metodzie IF i WB)(Wyk. 18, Tablica 11), jak i komorkach
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nowotworowych: do 47,8 + 7,5% (IF) i 26,0 + 4,0% (WB) w linii HT-29 oraz 51,7 +
13,9% (IF) 1 34,0 + 15,0% (WB) w linii SW 620. Aktywnos$¢ UA+CPT-11 wzgledem
komorek linii SW 620 byla efektem synergizmu dziatania zwigzkow (Wyk. 18,
Tabela 14, Tablica 11).

Produkcja COX-2 byla najsilniej hamowana po zastosowaniu wariantu
UA+OA. Wywotlat on jednak niekorzystne dziatanie wzglgdem komorek
prawidlowych, powodujac wzrost poziomu badanego enzymu. Bardziej obiecujace
dziatanie wykazal wariant UA+CPT-11, ktory spowodowat spadek poziomu tego

biatka zar6wno w komodrkach nowotworowych, jak i prawidtowych.

Tabela 14. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena wplywu na cyklooksygenaze-2; (+) — synergizm; (0) — addytywnos$¢; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 + - +
Metoda OA+CPT-11 - - +
immunofluores-
cencji UA+OA - - +
ALL - - +
UA+CPT-11 0 - +
. OA+CPT-11 + - 0
Western Blotting
UA+OA 0 - +
ALL + - 0

4.4.4. E-kadheryna

> a &
o N &K o
BE CCD 841 CoTr & &K J
BB HT-29 ¢ F T E T T W
. B3 SW 620 Ekadheryna [SF " S8 © S PR SO ® = B % ¥ lccp 84t
paons [ R - S —— ] COTF
2 120

5 100

Poziom E-kar
3

o E-kadheryna EL17; ; - 7x 3;'.:‘; ‘l SW 620

K UA OA CPT-11 UA+CPT-11 OA+CPT-11 UA+OA ALL

Baktyna [ — — — e — —

Wyk. 19. Wplyw badanych zwiazkow na poziom E-kadheryny w komérkach linii CCD 841
CoTr, HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda Western Blotting; * - p < 0,05, ** - p < 0,01,
*** . p < 0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a
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Wplyw badanych substancji na poziom E-kadheryny oceniono metoda
Western Blotting. Warianty OA oraz OA+CPT-11 spowodowaty spadek poziomu tego
biatka w komorkach prawidlowych, za$ pozostate warianty wzrost. Najsilniejsze
dziatanie wykazaly UA+OA oraz ALL (wzrost poziomu do, odpowiednio, 128,1 +
0,2% 1 119,0 + 31,0% w odniesieniu do kontroli)(WyKk. 19). Podanie OA pojedynczo
powodowato spadek poziomu analizowanej czastki adhezyjnej, za§ podanie OA
w potaczeniu z UA znosito ten efekt. Co wigcej, doszto do synergistycznej interakcji
mi¢dzy zwigzkami (Tabela 15). Wariant OA spowodowat spadek poziomu CDHI
takze w komorkach nowotworowych. Podobne dzialanie wykazal takze UA
w przypadku linii HT-29 oraz CPT-11, OA+CPT-11 i ALL w przypadku linii SW 620.
Inkubacja komorek nowotworowych z pozostatymi wariantami wywotata wzrost
poziomu E-kadheryny, przy czym najsilniejszy efekt zwigzany byt z wariantem
UA+CPT-11 wzgledem komoérek HT-29 (do 109,9 + 4,4% w odniesieniu do kontroli;
efekt synergistyczny) i UA+OA wzgledem linii SW 620 (wzrost poziomu CDH1
do 112,4 + 28,6% kontroli; efekt synergistyczny)(Wyk. 19, Tabela 15).

Mimo niekorzystnego wptywu UA 1 OA podawanych pojedynczo, ich potaczenie
skutkowalo wzrostem poziomu E-kadheryny we wszystkich liniach komoérkowych.
W tym wypadku stwierdzono interakcje synergistyczng. Ponadto, podanie obu
zwigzkéw w potaczeniu z cytostatykiem powodowalo odwrocenie niekorzystnego
efektu kwasu oleanolowego oraz kamptotecyny-11 wzgledem komorek

prawidtowych. Swiadczyé to moze o ochronnym wptywie UA na te komorki.

Tabela 15. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polaczeniu —
ocena wplywu na E-kadheryne; (+) — synergizm; (0) — addytywnos$é; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 + + +
Western Blotting OA+CPT-11 ) N 0
UA+OA + + +
ALL 0

4.4.5. Bialko zwiazane z opornos$cia wielolekowg

Poziom biatka zwigzanego z opornoscia wielolekowa oceniano metodami
immunofluorescencji i Western Blotting. Wykazano, iz wszystkie badane warianty

(z wyjatkiem OA wzgledem HT-29 w WB) spowodowaty istotny spadek poziomu
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MRP w komoérkach nowotworowych obu linii. Najwyzszy poziom inhibicji wykazaty
warianty UA+OA w metodzie IF (spadek do 54,2 + 3,4% i 40,1 + 3,8% w odniesieniu
do kontroli wzgledem, odpowiednio, komorek HT-29 i SW 620)(Wyk. 20A, Tablica
12) oraz UA+CPT-11 w metodzie WB (59,9 + 15,9 (HT-29) i 12,0 + 1,0 (SW
620))(Wyk. 20B). W stosunku do komorek CCD 841 CoTr obserwowany efekt byt
rozbiezny w obu zastosowanych metodach badawczych. W IF wszystkie warianty
z wyjatkiem CPT-11 spowodowaty wzrost poziomu MRP, z kolei w metodzie WB
wszystkie warianty ograniczaty poziom MRP. Najwyzsza warto$¢ inhibicji wykazaty
warianty CPT-11 w metodzie IF (spadek poziomu do 80,7 + 6,6% wzgledem kontroli)
oraz OA+CPT-11 i UA+OA w metodzie WB (spadek do, odpowiednio, 3,5 + 1,6%
i 10,9 £ 0,4% kontroli)(Wyk. 20A, Tablica 12). Z kolei, najwyzsze pobudzenie
produkcji MRP wywotat wariant ALL (132,0 + 7,6% kontroli, metoda IF)(Wyk. 20B).
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Wyk. 20. Wplyw badanych zwiazkow na poziom biatka MRP w komérkach linii CCD 841 CoTr,
HT-29 oraz SW 620 okreslony metoda immunofluorescencji (A) oraz Western Blotting (B);
*-p<0,05 **-p<0,01, *** - p<0,005, jednoczynnikowa ANOVA, test post-hoc Dunnett’a
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Tabela 16. Okreslenie zalezno$ci miedzy badanymi substancjami podawanymi w polgczeniu —
ocena wplywu na bialko zwiazane z opornoscia wielolekowa; (+) — synergizm; (0) —
addytywnos$é; (-) — antagonizm

Efekt
Metoda Wariant CCD 841 CoTr HT-29 SW 620
UA+CPT-11 + 0 -
Metoda OA+CPT-11 + - 0
immunofluores-
cencji UA+OA - 0 0
ALL + 0 0
UA+CPT-11 - 0 -
) OA+CPT-11 0 + -
Western Blotting
UA+OA + + -

ALL - - -

4.5.Podsumowanie wynikow

Badane zwiazki wykazaty szereg aktywnosci przeciwnowotworowych:

e UA, OA i CPT-11 podawane pojedynczo nie wykazaly znacznego efektu
cytotoksycznego wzgledem komorek nowotworowych. Podanie ich w polgczeniu
spowodowato wzmocnienie aktywnosci w stosunku komorek linii HT-29 i SW 620.
Najsilniejszy efekt wywarl wariant UA+OA. Wszystkie warianty w potaczeniu
z CPT-11 spowodowatly istotny spadek zywotnosci komorek prawidlowych,
jednakze podanie cytostatyku w potaczeniu z UA lub OA zmniejszalo jego
cytotoksyczno$¢ na komorki prawidtowe CCD 841 CoTr.

Wszystkie badane warianty hamowaty proliferacje komoérek nowotworowych.
Warianty UA+OA oraz ALL wywarly najsilniejsze dziatanie, przy jednoczesnym
znikomym wptywie lub jego braku na komorki prawidlowe.

Po inkubacji z kazdym z badanych wariantow odnotowano wzrost poziomu tlenku
azotu (NO) wydzielanego przez komoérki wszystkich trzech linii. Z jednej strony,
moze to §wiadczy¢ o charakterze prozapalnym zwiazkéw, z drugiej za$ o silnej
aktywno$ci immunomodulacyjne;.

Kamptotecyna-11 dziatata prozapalne w stosunku do komorek prawidtowych
z hodowli ptaskiej, za§ w potaczeniu z UA lub OA efekt ten byl ograniczany.
Badane warianty wykazaly dzialanie przeciwzapalne wzgledem komorek
nowotworowych w hodowli ptlaskiej, powodujac spadek stgzenia cytokin

prozapalnych i wzrost cytokiny przeciwzapalnej. W kokulturach, badane zwigzki
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zwigkszaly stezenia zaréwno cytokin prozapalnych, jak 1 przeciwzapalne;.
We wszystkich modelach badawczych, hodowlach ptaskich, jak i kokulturach,
najsilniej przeciwzapalnie dziatat wariant OA+CPT-11. W najwi¢kszym stopniu
ograniczat stezenie cytokin prozapalnych i stymulowal wzrost przeciwzapalne;.
Wszystkie badane warianty hamowaty migracje komorek nowotworowych,
za$ w mniejszym stopniu dziataty na komorki prawidtowe. Najsilniejszg aktywnos$¢
wykazat wariant UA+OA, hamujac migracj¢ komorek linii HT-29 i SW 620 oraz
promujac nieznacznie migracj¢ komorek prawidtowych CCD 841 CoTr.

Warianty OA+CPT-11 oraz UA+OA najsilniej ograniczaly ilo$¢ i aktywnosc
MMP-2 i MMP-9, w kokulturach, oraz w komorkach w hodowli ptaskie;j.

Jednym z glownych miejsc ingerencji UA, OA i CPT-11 w szlak metaloproteinaz
macierzy okazal si¢ uktad uPA/uPAR. Badane warianty spowodowaty spadek
stezenia UPA wydzielanego przez komodrki w kokulturach oraz zrzucanie jego
receptora uPAR. Podanie zwigzkow w polaczeniu wzmacniato ten efekt. Ponadto,
UA i OA zmniejszaly szkodliwe dziatania cytostatyku wzgledem komorek
prawidtowych.

Warianty UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz UA+OA spowodowaly zmiany
w strukturze cytoszkieletu komoérek nowotworowych, jednocze$nie nie majac
niekorzystnego wptywu na komorki prawidtowe.

Biatka Rho, zaangazowane przede wszystkim w mechanizm ruchu komoérek oraz
tworzenie protruzji, takze byly celem badanych zwiazkdéw. Najsilniejszy efekt
na komodrki nowotworowe wykazaty warianty UA+CPT-11 oraz UA+OA,
powodujac zmniejszenie poziomu zwigzanych z migracja biatlek RhoA i RhoC oraz
zwigkszenie poziomu zaangazowanego w indukcj¢ apoptozy biatka RhoB.
Warianty te jednocze$nie wywarty odwrotne dziatanie na komorki prawidlowe,
powodujac wzrost poziomu bialek RhoA 1 RhoC oraz spadek poziomu biatka
RhoB.

Jednym z punktoéw regulacji 1 integracji badanych szlakéw zwigzanych z migracja
komorek jest COX-2. Wariant UA+CPT-11 spowodowatl spadek poziomu
cyklooksygenazy-2 w  komoérkach  prawidtowych CCD 841  CoTr,
I nowotworowych linii HT-29 oraz SW 620. Ponadto, taki sam efekt na komorki

nowotworowe wykazal wariant UA+OA.
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e Waznym czynnikiem biorgcym udziat w regulacji adhezji komorek oraz szlakow
zwigzanych z migracjg jest E-kadheryna. Zmniejszenie jej ekspresji jest jednym
z najbardziej kluczowych proceso6w zapoczatkowujacych nabywanie przez
komorki nowotworowe zdolnosci do ruchu. Wykazano, ze badane warianty, w
szczegOlnosci UA+CPT-11 oraz UA+OA, powoduja wzrost poziomu CDH1
zarowno w komorkach prawidtowych, jak 1 nowotworowych.

e Wykazano, ze wszystkie badane warianty obnizaty poziom biatka MRP
w komorkach nowotworowych i w wigkszo$ci przypadkéw takze prawidtowych,
przy czym najsilniejszy efekt wywarly warianty UA+CPT-11, OA+CPT-11 oraz
UA+OA.

135



5. Dyskusja

Celem niniejszej pracy byla analiza wlasciwosci przeciwnowotworowych

kwasow ursolowego i oleanolowego, ze szczegdlnych uwzglednieniem aktywnos$ci
hamowania migracji komorek nowotworowych. Drugim, nadrzegdnym celem, byto
okreslenie potencjalu badanych substancji w terapii skojarzonej z rutynowo
stosowanym chemioterapeutykiem, kamptotecyna-11. Dokonano analizy wptywu
badanych substancji, podawanych pojedynczo i w polaczeniu, na ludzkie komorki
nowotworowe wczesnego (HT-29), jak i poznego, przerzutowego (SW 620), stadium
raka jelita grubego. Miato to na celu okres$lenie nie tylko aktywnos$ci zwiazkow
do hamowania migracji czy inwazji komorek nowotworowych, ale takze
do zatrzymania mechanizméw prowadzacych do nabycia tych cech. Badania
prowadzono takze na modelu ludzkich komoérek prawidtowych nabtonka jelitowego
(CCD 841 CoTr), aby okresli¢ potencjalny wptyw substancji na komoérki pochodzace
z niezmienionych nowotworowo tkanek.
Podjeto takze probg wyjasnienia mechanizmu odpowiedzialnego za hamowanie
migracji komorek nowotworowych. W tym celu wykonano analize wptywu substancji
na biatka zaangazowane w szlaki metaboliczne zwigzane =z migracja
1 przerzutowaniem: metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej, urokinazowy
aktywator plazminogenu i jego receptor, biatka podrodziny Rho, cyklooksygenaze-2
oraz E-kadheryn¢. Ocenie poddano takze wplyw zwiazkéw na biatko zwigzane
z opornoscig wielolekowa w celu wyjasnienia, czy efekt wzmocnienia aktywno$ci
cytostatyku wynikatl wylgcznie z interakcji miedzy substancjami, czy tez byt skutkiem
ingerencji w mechanizm oporno$ci wielolekowe;.

Do badan wybrane zostaly nietoksyczne stezenia substancji, ustalone
empirycznie. Mialo to na celu dokonanie analizy wlasciwosci zwigzkow
do hamowania migracji komorek (i mechanizméow regulujacych ten proces) przy ich

niewielkiej toksycznosci.

5.1. Podstawowe wlasciwosci przeciwnowotworowe

UA, OA oraz CPT-11 podawane pojedynczo nie wykazaty znacznego spadku
zywotnosci komorek nowotworowych, przy czym efekt cytotoksyczny wykazano

wzgledem komoérek CCD 841 CoTr po inkubacji z CPT-11. Wskazywac¢ to moze
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na niekorzystne dziatanie cytostatyku na komorki prawidtowe. Efekt ten jednak byt
mniejszy po podaniu kamptotecyny-11 w polaczeniu z OA, co $wiadczy¢ moze
o ochronnym dziataniu kwasu oleanolowego.

Uzyskane wyniki sugeruja, iz kwasy ursolowy i oleanolowy w wigkszym stopniu
dziataja na integralno$¢ btony komorkowej, niz na metabolizm komoérkowy. Jednym
z sugerowanych w literaturze mechanizméw aktywnos$ci tych zwigzkéw jest ich
oddzialywanie z btonowym cholesterolem, co prowadzi¢ moze do destabilizacji
plazmalemmy [Podolak i in., 2010]. Z kolei, badania Teixeira’y i wsp. oraz Lérincza
1 wsp. wykazaty, iz UA 1 OA (w formie monomerdéw, dimeréw lub agregatéw) wiaza
si¢ z lipidami, co powoduje zmiany strukturalne w blonie komorkowej [Teixeira i in.,
2007; Lorincz i in., 2015].

Wszystkie badane warianty substancji, w metodach MTT i ocenie
klonalnosci, hamowatly proliferacje komorek nowotworowych, z jednoczes$nie
stabszym lub znikomym efektem w stosunku do komoérek prawidtowych. Potwierdzaja
to liczne badania wskazujace, ze UA i OA juz w niewielkich stezeniach hamuja
proliferacj¢ komorek raka jelita grubego i powoduja zahamowanie cyklu
komoérkowego, a efekt jest mocniejszy wraz ze wzrostem stg¢zenia i czasu inkubacji
[Shan i in., 2009; Wang i in., 2013; Lin i in., 2013; Li i in., 2015; Guo i in., 2017].
Ponadto, wykazano, iz UA jest toksyczny wzgledem komorek prawidtowych linii
CCD841 oraz LO2 dopiero przy wysokich stezeniach (powyzej 20 1 40 uM,
co odpowiada okoto 9,11 18,3 pug/ml) [Wang i in., 2013]. Wykazano, iz mechanizmem
odpowiedzialnym za zahamowanie proliferacji komorek nowotworowych przez UA
i OA jest ingerencja w szlak cykliny D1 i CDK4, regulujacych cykl podziatowy
komorek [Liniin., 2013; Liiin., 2015; Guo i in., 2017]. Ponadto, naukowcy wykazali,
1z kwasy ursolowy 1 oleanolowy indukuja inhibitory tego szlaku, a mianowicie biatko
p53 1 p21 [Lin i in., 2013; Li i in., 2015]. Co wigcej, hamujg aktywno$¢ induktorow
cykliny i CDK: EGFR, JNK, MAPK/ERK, p38 i Akt [Shan i in., 2009; Wang i in.,
2013; Liniin., 2013; Li i in., 2015].

Wykazano, iz po inkubacji komoérek z badanymi wariantami substancji
doszto do wzrostu stezenia wydzielanego tlenku azotu (NO). Z jednej strony moze to
swiadczy¢ o niekorzystnym dzialaniu zwigzkoéw, gdyz wzrost NO zwigzany jest
z indukcjg czynnikdéw zaangazowanych w migracj¢ komorek, np. COX-2 lub indukcja
czynnikow stanu zapalnego. Z drugiej jednak strony literatura podaje, iz wzrost ilo$ci

tlenku azotu moze dziala¢ przeciwnowotworowo. W sytuacji takiej dochodzi
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do uszkodzenia komorek nowotworowych, inhibicji czynnikoéw zaangazowanych
we wzrost, proliferacje czy migracje komorek, jak réwniez do indukcji apoptozy
[Vannini i in., 2015]. Jak wynika z literatury, kwas ursolowy powoduje wytworzenie
reaktywnych form tlenu w wyniku indukcji oksydazy NADPH 2 (NOX2,
ang. NADPH oxidase 2). Z jednej strony, moze to skutkowaé promocjg wydzielania
IL-1B, z drugiej za§ promowac apoptoz¢ czy hamowac proliferacje komoérek na skutek
zmniejszenia ekspresji HIF-1a [Ikeda i in., 2007; Guo i in., 2017].
Fu i wsp. dokonali syntezy pochodnej OA powodujacej wydzielanie przez komorki
tlenku azotu. Wraz z ta aktywno$cig zwigzane byly takze inhibicja proliferacji
komorek raka jelita grubego (linit HCT-116 i HCT-15), zmniejszenie wielko$ci guza
u myszy, a takze spadek poziomu biatek zaangazowanych w proliferacje (p38,
HIF-1a) i progresje (Wnt, p-katenina, COX-2, PGE2) [Fu i in., 2015]. Ponadto,
wykazano aktywacj¢ przez OA mechanizmu przeciwnowotworowego zaleznego od
reaktywnych form tlenu (ROS). Kwas oleanolowy w komorkach HCT-15 i HT-29
powodowat indukcje NOX2, co prowadzito do zwigkszenia ilo$ci ROS 1 tym samym
inaktywacji HIF-1a. Indukcja NOX2 przez OA skutkowata takze inhibicja cykliny D1
I CDK2 [Guo i in., 2017]. Zwigkszona aktywno$¢ iNOS i wyzsze stgzenie NO
w komorkach transfekowanych wektorem z genem dla iNOS, uczula komorki raka
prostaty (DU145, PC-3) i raka jelita grubego (SNU-1040, HCT-116, HT-29)
na chemio- i radioterapi¢ [Chung i in., 2003; Adams i in., 2009].
Dokonano zatem pordéwnania wynikoéw uzyskanych z badania cytotoksycznos$ci
zwigzkow 1 ich wplywu na migracje komorek. Do indukcji wydzielania NO
dochodzito w najwigkszym stopniu pod wptywem wariantow UA+OA oraz ALL.
Warianty te takze wykazaty najsilniejszy efekt cytotoksyczny wzgledem komorek
nowotworowych oraz najefektywniej hamowaty migracj¢ komorek.

Ocena witasciwosci przeciwzapalnych badanych zwigzkéw dokonana zostata
w modelu monohodowli ptaskich oraz kokultur. W obu modelach, najkorzystniejsze
dziatanie wykazaly warianty UA oraz OA+CPT-11, powodujac spadek st¢zenia
interleukin prozapalnych (IL-1p i IL-6) i wzrost st¢zenia interleukiny przeciwzapalnej
(IL-10). Ponadto, kwasy ursolowy i oleanolowy zmniejszaty niekorzystne, prozapalne,
dziatanie kamptotecyny-11 wzgledem komoérek prawidtowych (warianty UA+CPT-11
oraz OA+CPT-11). Liczne badania wykazaty aktywno$¢ przeciwzapalng kwasow
ursolowego i1 oleanolowego. OA oraz UA zmniejszaly poziom NF-«B 1 kinazy

reguujacej jego ekspresje w komorkach raka jelita grubego linii HT-29 i Colo 205
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[Chun i in., 2014; Kim i in., 2014]. Shan i wsp., badajac kwas ursolowy, uzyskali
podobne wyniki na komoérkach linii SW 620 i RKO. Ponadto wykazali, iz podanie UA
w polgczeniu z cytostatykiem oksaliplatyng (OXL) wzmacniato t¢ aktywnos¢ [Shan
i in., 2016a]. Wykazano takze aktywno$¢ UA hamujacg stan zapalny w tkankach jelita
grubego 1 komodrkach makrofagow otrzewnowych u myszy z zapaleniem jelita
grubego indukowanego kwasem trinitrobenzosulfonowym (TNBS). Kwas ursolowy
hamowat aktywnos¢ interleukin prozapalnych (IL-1pB, IL-6, TNF-a), receptora TLR4
oraz COX-2, PGE2, iNOS i sktadnikow szlaku NF-kB z jednoczesng promocjg IL-10
[Jang i in., 2014].

5.2. Zahamowanie migracji

Migracja komoérek nowotworowych zostala zahamowana przez wszystkie
badane warianty w obu metodach badawczych, czyli metodzie rysy oraz metodzie
Z migracjg przez porowate membrany. Wyzsza aktywno$¢ hamujaca wykazano
w przypadku komorek najszybciej migrujacych, tj. SW 620. Dziatanie UA, OA
I CPT-11 wglgdem komorek prawidtowych bylo stabsze, lub wrecz dochodzito do
promocji migracji. Najwyzsza pozadang aktywno$cig charakteryzowaty si¢ warianty
OA+CPT-11 oraz UA+OA, jako Zze w najwyzszym stopniu hamowatly migracje
komorek nowotworowych, a najnizszym prawidlowych.

Wyniki z metody rysy interpretowa¢ mozna jako zahamowanie migracji oparte;
o mechanizm kolektywnego ruchu komorek, czyli catych grup komorek [Hulkower,
Herber, 2011; Jonkman i in., 2014]. W mechanizmie tym najwigksze znaczenie
odgrywaja metaloproteizanzy (MMPs) oraz integryny [Friedl, Alexander, 2011; Singh
i in., 2018]. W przypadku membran z porami o $rednicy 8 um dochodzi do migracji
pojedynczych komorek, natomiast membrany z porami 0,4 pm umozliwiaja jedynie
przeciskanie wypustek plazmatycznych (protruzji). W takim typie migracji wigksza
role odgrywaja MMPs oraz mate biatka G, w szczeg6lnosci przedstawiciele
podrodziny Rho [Friedl, Alexander, 2011; Singh i in., 2018]. Mozna zatem
wnioskowac, iz badane warianty wykazaty aktywno$¢ hamowania migracji komorek
niezaleznie od typu ruchu, tj. kolektywnego, mezenchymalnego, czy ameboidalnego.
Z literatury wynika, iz zahamowanie aktywnosci MMPs, czy to przez selektywne,
czy nieselektywne inhibitory, nie jest wystarczajace dla zatrzymania migracji

1 przerzutowania komorek. Zatem mozliwym jest, iz komorki pozbawione zdolnos$ci
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trawienia macierzy zewnatrzkomokowej, dokonuja zmiany w strategii migracji
1 inwazji. Mechanizmem zaangazowanym w taki proces moze by¢ przejscie
mezenchymalno-ameboidalne (MAT), gdy komorki zaczynajg poruszac¢ si¢ ruchem
ameboidalnym, opartym na przeciskaniu si¢ pomig¢dzy sktadnikami tkanki, anizeli ich
proteolizie [Simiczyjew i in., 2018]. Uzyskane wyniki sugeruja, iz aktywnosc¢
zahamowania migracji komorek przebiega na drodze inhibicji kilku réznych szlakow
metabolicznych, zaangazowanych w rdzne strategie ruchu.

Do tej pory przeprowadzono szereg badan, w ktorych zademonstrowano aktywnos¢
UA i OA hamujaca migracje komorek, zarowno w modelu raka jelita grubego,
jak 1 w modelach innych nowotworéw. Wang i wsp. wykazali zahamowanie migracji
komorek linii SW480 i LoVo pod wptywem UA w metodzie rysy, z kolei Xiang.
I wsp. — inwazji komorek SW 620 w metodzie z porowatymi membranami
optaszczonymi matrigelem, imitujgcym btone podstawng [Wang i in., 2013; Xiang
I in., 2015]. Zahamowanie migracji lub inwazji przez kwas ursolowy, przy
zastosowaniu metod rysy lub porowatych membran, zostato przedstawione takze przez
inne zespoly: Yeh 1 wsp. oraz Tang i wsp. w modelu raka piersi (komorki linii
MDA-MB-231 oraz MCF-7), Kim i Moon w modelu raka zotagdka (SNU-484), Liu
1 wsp. na komorkach raka ptuca (A549, H1875) oraz zespdt Zhang i wsp. w modelu
raka jajnika (SKOV3) [Yeh i in., 2010; Tang i in., 2016; Kim, Moon, 2015; Liu i in.,
2013; Zhang J. i in., 2015]. Z kolei, aktywno$¢ kwasu oleanolowego hamujaca
migracj¢ komorek wykazano w modelu glejaka, na komoérkach linii U-87 MG i U-251
MG oraz dwoéch liniach pierwotnych, wyizolowanych bezposrednio od pacjentow
[Yeh i in., 2010; Tang i in., 2016; Kim, Moon, 2015; Liu i in., 2013; Zhang J. i in.,
2015; Guo i in., 2013]. UA wykazatl aktywno$¢ antymetastatyczng w modelu
przerzutujacego raka jelita grubego, ograniczajac ilo$¢ metastaz w ptucach, watrobie,
szpiku czy jelicie cienkim [Xiang i in., 2015; Prasad i in., 2012], raka trzustki,
ograniczajac ilo$¢ wtornych ognisk w watrobie i szpiku kostnym [Prasad i in., 2016]
czy raka piersi, powodujac ograniczenie przerzutowania do ptuc [Tang i in., 2016].
Kwas ursolowy wykazatl takze aktywno$¢ wzmocnienia przeciwprzerzutowego
dziatania cytostatyku, zarowno w badaniach in vitro w modelu raka jajnika w
potaczeniu z cis-platyng [Zhang J. i in., 2015], jak i in vivo w modelach
przerzutujacych raka jelita grubego (potaczenie z kapecytabing) lub raka trzustki (w

potaczeniu z gemcytabing) [Prasad i in., 2012; Prasad i in., 2016].
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5.3. Wplyw substancji na bialka i szlaki zaangazowane w progresje

nowotworu

W  niniejszych badaniach dokonano proby wyjasnienia mechanizmu
odpowiedzialnego za aktywnos$¢ UA, OA i CPT-11 hamujgca migracje komorek
nowotworowych. W tym celu, ocenie poddano aktywnos$¢ zwigzkéw, podawanych
pojedynczo i w potaczeniu, na MMP-2 i -9, szlak uPA i jego receptor (UPAR),
COX-2 oraz E-kadheryng¢. Ponadto, dokonano analizy wptywu wariantoéw substancji

na biatko zaangazowane w opornos¢ wielolekowg (MRP).

5.3.1.Szlak metaloproteinaz macierzy zewngtrzkomoérkowej oraz

cyklooksygenazy-2

Stezenie i aktywno$¢ wydzielanych przez komérki MMP-2 i MMP-9 ulegly
zmniejszeniu pod wptywem badanych wariantow substancji. Najbardziej korzystne
dziatanie w tym zakresie wykazaty OA+CPT-11, UA+OA oraz ALL. Cechowato si¢
ono najwyzsza aktywnos$cig ograniczania metaloproteinaz  produkowanych
1 wydzielanych przez komorki nowotworowe 1 najnizsza przez komorki prawidtowe.
Swiadczy to o synergizmie dziatania kwaséw ursolowego i oleanolowego
oraz cytostatyku. Wyniki te zbiezne byly z testami migracji. Te same warianty
wykazaly najsilniejsze zahamowanie migracji  komodrek nowotworowych,
z jednoczesnym stabszym efektem wzgledem komorek prawidtowych.

Mimo, iz stezenie wydzielanych metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej byto
podobne w przypadku kokultur ze sferoidami obu linii nowotworowych, to ich
aktywno$¢ istotnie si¢ roznila. Metaloproteinazy wydzielane przez kokultury
prawidlowego nabtonka jelitowego z komoérkami nowotworowymi linii SW 620
wykazaty kilkukrotnie wigksza aktywnos$¢, niz te wydzielane przez kokultury
z komoérkami linii HT-29. Moze to $wiadczy¢ o wyzszym stopniu zaangazowania
szlakow aktywacji MMPs w przypadku komoérek zdolnych do przerzutowania.
Ponadto, wykazano iz stgzenie i aktywno$¢ wydzielanej MMP-2 oraz jej poziom
w komorkach byly wyzsze, niz w przypadku MMP-9. Jedynie sferoidy HT-29 i SW
620 wykazaty wyzsza aktywno$¢, lecz nizsze stezenie MMP-9. Mozna zatem
przypuszczaé, iz komorki nowotworowe w kulturze homogennej przestrzennej

wytwarzajg w wiekszym stopniu MMP-9, co w organizmie prowadzitloby migdzy
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innymi do $ciagni¢gcia komoérek o charakterze pronowotworowym w miejsce
mikrosrodowiska guza oraz aktywacji szeregu czynnikow i szlakéw zaangazowanych
w progresje nowotworu. W przypadku napotkania tkanki prawidtowej, czego
odpowiednikiem w przeprowadzonych badaniach in vitro byta hodowla sferoidow
z komorkami prawidtowymi w kokulturze, komoérki nowotworowe zaczynaja
wytwarza¢ MMP-2 w celu degradacji napotkanej bariery. Zatem wyciagnig¢to wnioski,
iz migracja i inwazja komorek zalezna byta w wiekszym stopniu od MMP-2, z kolei
MMP-9 pelita w wiekszym stopniu funkcje regulatorowe. Podobng zalezno$¢
zaobserwowano w przypadku komoérek prawidtowych. Wariant UA+CPT-11 istotnie
ograniczal stezenie i poziom MMP-9 produkowanej i wydzielanej przez komorki,
jednoczesnie wykazujac najwyzsza inhibicj¢ migracji komorek CCD 841 CoTr
w metodzie rysy.

Gléwnym szlakiem regulacji metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej jest uktad uPA i jego receptor. Wykazano, iz ste¢zenie uPAR
w ptynach komorkowych wzrosto. Postawiono zatem hipoteze, iz, jako ze uPAR jest
receptorem btonowym, to zwigkszenie jego stezenia w plynie pohodowlanym
$wiadczy o zluszczaniu go, a tym samym negatywnej regulacji szlaku uPA/uPAR
przez badanie zwigzki. W celu potwierdzenia tej hipotezy, wykonano analize
lokalizacji 1 poziomu receptora w komorkach metoda immunofluorescencji.
W komorkach prawidlowych najwyzsze st¢zenie uPAR w ptynach pozakomoérkowych
zmierzono po inkubacji z wariantami CPT-11, UA+OA i ALL, natomiast najsilniej
poziom receptora obnizaty CPT-11 i ALL. Podobna sytuacja nastgpita w przypadku
komoérek nowotworowych. Najwyzsze st¢zenie w ptynach pozakomoérkowych
1 najnizszy poziom na powierzchni komoérek odnotowano po inkubacji komorek
HT-29 z wariantami UA+OA i ALL oraz UA+OA w przypadku komorek SW 620.
Uzyskane wyniki zdaja si¢ popiera¢ postawiong hipotezg, wskazujaca mozliwos¢
zluszczania receptora UPAR z powierzchni komoérek pod wptywem dziatania
badanych zwiazkow.

Cyklooksygenaza-2 jest jednym z najwazniejszych onkogendw,
modulujagcym procesy proliferacji, stanu zapalnego czy migracji 1 przerzutowania
komorek nowotworowych. Wzrost aktywnosci tego enzymu zwigzany jest z progresja
choroby nowotworowej. Ponadto, cyklooksygenaza-2, jak i jeden z produktow jej
aktywnosci, prostaglandyna E2 (PGE2), moga promowaé aktywnos¢ MMPs oraz
bialek opornosci wielolekowej [Sobolewski i in., 2010; Greenhough i in., 2009].
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Wykonano  wigc analiz¢  wplywu  badanych  zwigzkow na  poziom
wewnatrzkomoérkowej COX-2.  Najwyzszg  aktywnoscia  wobec  komorek
nowotworowych wykazaty sie¢ warianty UA+CPT-11 oraz UA+OA. Ponadto,
potaczenie kwasu ursolowego z kamptotecyng-11, w przeciwienstwie do potaczenia
z kwasem oleanolowym, obnizalo poziom COX-2 w komorkach prawidtowych.
Wzrost ilosci COX-2 w komoérkach prawidtlowych spowodowany moze by¢
prozapalnym charakterem tego wariantu, indukowat on bowiem wydzielanie NO, IL-
1B i IL-6 oraz zmniejszat IL-10. Wszystkie warianty hamowaty wytwarzanie COX-2
w komodrkach nowotworowych, przy czym kwasy ursolowy i oleanolowy
w potaczeniu ze sobg lub z cytostatykiem wzmacnialy ten efekt.

Wiasciwosci UA 1 OA do hamowania COX-2 potwierdzone zostaly
w licznych publikacjach. Jedinak i wsp. wykazali, iz kwasy ursolowy i oleanolowy
zdolne byly do hamowania aktywnos$ci proteaz, w tym UPA czy katepsyny B, biorgce;j
udzial w szlaku aktywacji uPA/uPAR [Jedinak i in., 2006]. Aktywno$¢ wzglgdem
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej wykazana zostala takze w modelach
komoérkowych. Kwas ursolowy, podawany pojedynczo lub w potaczeniu
z kapecytabing, moze hamowa¢ MMP-9, VEGF 1 ekspresje czynnika adhezyjnego
ICAM-1 w modelu raka jelita grubego in vitro i in vivo. Szlakami molekularnymi
odpowiedzialnymi za taka aktywnosc¢ okazaty si¢ STAT3 i EGFR [Prasad i in., 2012].
Podobne wyniki uzyskano w 2016 w modelu raka trzustki. W modelach in vitro
i in vivo, UA podawany pojedynczo lub w polgczeniu z gemcytabing ograniczat
produkcje MMP-9, ICAM-1 i VEGF oraz COX-2, ograniczajac aktywno$¢ STAT3
i NF-xB. Ponadto wykazano, iz UA lub UA+GEM zmniejszat ekspresj¢ miRNA
zaangazowanego w progresje nowotworu [Prasad i in., 2016]. UA ograniczat takze
aktywno$¢ szlaku COX-2/PGE2, ERK, oraz PI3K/Akt w komorkach nowotworowych
linii SW480 i LoVo [Wang i in., 2013]. Szlak COX-2/PGE2 hamowany by} takze
przez pochodne kwasu oleanolowego w komoérkach HT-29 oraz w komorkach linii
HCT-116 [Fu i in., 2015; Kim i in.,, 2014]. Kwas ursolowy wptywat rowniez
na COX-2 w modelach innych nowotworow. Wykazano, iz kwas ursolowy juz w
niskich st¢zeniach (5 uM, odpowiadajace okoto 2,3 pg/ml) powodowat inhibicje
aktywnosci MMP-2 i MMP-9 wydzielanych przez komorki raka zotadka linii
SNU-484 [Kim, Moon, 2015], a takze hamowat aktywno$¢ MMP-2, MT1-MMP, uPA
oraz promowatl aktywnos$¢ ich inhibitorow TIMP i PAI-1 w komorkach raka piersi.

Szlakiem odpowiedzialnym za taka aktywnos¢ byt INK i Akt/mTOR [Yehi in., 2010].
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Badania te potwierdzone zostaly przez zespot Tang i wsp., ktorzy wykazali aktywnosé¢
kwasu ursolowego obnizajaca poziom MMP-2, MMP-9 i COX-2, z jednoczesng
promocjg E-kadheryny, w komorkach linii MCF-7 i MDA-MB-231. Ponadto, UA
w modelu in vitro i in vivo hamowat ekspresje integryn a6 i B1 oraz receptora CD44
[Tangiin., 2016]. Biatka te zaangazowane moga by¢ w aktywacje¢ biatek Rho zalezna
od MMPs i uPAR.

5.3.2. Bialka podrodziny Rho

Poza MMPs, kluczowymi biatkami dla migracji komorek sa GTP-azy Rho.
Uczestniczg one w przeksztatcaniu cytoszkieletu komorki, dzigki czemu moze ona
zmienia¢ ksztalt, wytwarza¢ protruzje oraz generowac ,.sit¢ napedowa” do ruchu.
Ponadto, biatka Rho moga promowac¢ aktywno$¢ cyklooksygenazy-2 [Benitah i in.,
2003; Lang i in., 2017]. Oceniono zatem wptyw UA, OA i CPT-11 podawanych
pojedynczo i w potaczeniu na poziom wewnagtrzkomorkowych RhoA i RhoC.
Wykazano istotny spadek poziomu tych biatek w komorkach linii HT-29 i SW 620
z jednoczesnym stabszym lub podwyzszajacym poziom tych GTP-az w komoérkach
prawidlowych. Najkorzystniejsze dziatanie wykazaly warianty UA+CPT-11
oraz UA+OA, powodujac najsilniejszg inhibicje biatek RhoA i RhoC w komdrkach
nowotworowych 1 najsilniejszag promocj¢ w komorkach prawidlowych. Wariant
UA+CPT-11 hamowat MMP-9 w komorkach prawidtowych i jednocze$nie
najefektywniej hamowat migracje komoérek w metodzie rysy. W przypadku badania
migracji przez porowate membrany (Transwelle) i oceny poziomu biatek Rho sytuacja
wygladata odwrotnie. Wariant ten promowat lub w nieistotnym stopniu hamowat
powstawanie biatek RhoA i RhoC w komorkach prawidlowych i1 jednoczesnie
najstabiej ograniczat migracj¢ przez membrany o $rednicy poréw 8 i 0,4 um. Podobne
dziatanie wykazal wariant UA+OA, przy czym migracja komorek przez membrany
byla wyzsza w poréwnaniu do kontroli.

Badane warianty, w szczeg6lnosci zwigzkow podawanych w potaczeniu, wykazaty
dziatanie przeciwnowotworowe w ujeciu aktywnosci wzgledem biatka RhoB.
Wykazano wzrost jego poziomu w komoérkach nowotworowych i spadek
w komorkach prawidtowych. Mimo, iz nalezy ono do tej samej podrodziny co RhoA
I RhoC, w przypadku raka jelita grubego wykazuje ono aktywno$¢ przeciwnotworowa,

mig¢dzy innymi na skutek indukcji apoptozy. Na tej podstawie wyciagni¢to wniosek,
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iz roznica w aktywnos$ci RhoA/RhoC wzgledem RhoB moze wynika¢ z dwoch
mechanizmow: 1) jest to wynik niewielkiej r6znicy w budowie biatek lub 2) jest to
skutek aktywnos$ci UA/OA w wiekszym stopniu ukierunkowanym na mechanizmy
regulacji biatek Rho, anizeli same GTP-azy. Biatka RhoA/RhoC i RhoB r6znig si¢
przede wszystkim resztami lipidowymi. Wszystkie moga mie¢ dotaczong reszte
geranylogeranylu, ale tylko RhoB moze by¢ modyfikowane dodatkowo reszta
farnezylu lub palmitylu [Vega, Ridley, 2018]. Mozliwe jest zatem, iz tak subtelna
roznica w budowie jest wystarczajaca, aby biatka RhoA 1 RhoC staty si¢ celem
dla UA/OA, ale RhoB juz nie. Ponadto, r6znica w resztach lipidowych skutkuje inng
lokalizacjg tych biatek w komorce [Vega, Ridley, 2018]. Druga hipoteza zaktada
odrgbno$¢ w mechanizmach regulacji RhoA/RhoC i RhoB. Czynniki regulujace RhoB
I jednoczesnie nie wywierajace wptywu na RhoA i/lub RhoC do tej pory nie zostaty
poznane [Vega, Ridley, 2018]. Mozliwe jednak, iz takim punktem regulacji jest biatko
CD44, receptor blonowy dla kwasu hialuronowego, ktory indukowany moze by¢ takze
przez MMP-9, a jego indukcja prowadzi, z kolei, do aktywacji bialek Rho
[Bourguignon i in., 2010; Torre i in., 2010; Chen i in., 2018]. W badaniach Maherally
I wsp., wyciszenie genu dla CD44 spowodowato spadek poziomu RhoA i RhoC
w wigkszym stopniu, niz RhoB [Maherally i in., 2012].

Wykazano, iz biatka Rho lokalizuja si¢ wzdtuz widkien F-aktyny. Aktywno$¢ biatek
Rho zwigzana jest z modyfikacja cytoszkieletu aktynowego, zatem lokalizuja si¢ one
w jego poblizu. Wykazano wplyw badanych wariantow na strukture cytoszkieletu
aktynowego komorek nowotworowych, co zarejestrowano zaro6wno jako zmiana
morfologii, jak i obnizenie intensywno$ci fluorescencji. Zaden z wariantéw nie
wykazat destrukcyjnego dziatania  badanych czynnikoéw wzgledem szkieletu
aktynowego komorek prawidtowych.

Przeprowadzono niewiele badan w kontescie wptywu UA i OA na biatka podrodziny
Rho. Yeh i wsp. wykazali zdolnos¢ kwasu ursolowego do hamowania RhoA
w komorkach raka piersi liniit MDA-MB-231 [Yeh i in., 2010]. W innych badaniach
wykazano hamujacy wpltyw UA na czynniki pozytywnej regulacji bialek Rho: kinazy
FAK 1 Src, integryny a6 1 Bl czy receptora CD44 w modelach raka watroby i raka
piersi [Xiang i in., 2015; Tang i in., 2016]. UA i OA wykazaly takze aktywno$¢
w stosunku do biatek docelowych dla Rho: kinazy ROCK i kofiliny-1 w modelach
raka zotadka i raka prostaty [Li i in., 2014; Gai i in., 2016] oraz szlaku YAP/TEAD
w modelu raka watroby [Wang i in., 2019].
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Biatko RhoB, w =zaleznosci od typu nowotworu, moze petli¢ funkcje pro-
lub przeciwnowotworowe. W raku jelita grubego, RhoB jest biatkiem o charakterze
przeciwnowotworowym, a jedng z glownych jego aktywnos$ci jest uczestnictwo
w zahamowaniu cyklu komorkowego i1 indukcji apoptozy, migdzy innymi poprzez
indukcje biatka p21. Liczne publikacje potwierdzaja proapoptotyczne dziatanie
kwasow ursolowego i oleanolowego, zarowno in vitro, jak i in vivo [Shan i in., 2009;
Prasad i in., 2012; Wang i in., 2013; Zhang Y. i in., 2018]. Ponadto, Nam i Kim oraz
Li 1 wsp. wykazali, ze oprocz zmian poziomu typowych biatek zaangazowanych w
proces apoptozy (Bcl-2, Bax, kaspazy), kwas oleanolowy powodowat istotny wzrost
ekspresji biatka p21 [Li i in., 2015; Nam, Kim, 2013].

5.3.3.E-kadheryna (CDH1)

Jednym z gtownych punktow regulujacych nabywanie przez komorki raka
zdolnosci do ruchu, czyli procesu EMT, jest E-kadheryna. Uczestniczy ona takze
w modulacji wielu szlakow molekularnych zwigzanych z progresja nowotworu.
Poddano zatem ocenie wptyw badanych zwiazkow na poziom E-kadheryny
w komorkach. W wigkszosci przypadkow nie zaobserwowano znaczacych zmian.
Jednakze warianty, ktore w najwyzszym stopniu hamowaly migracje komorek
nowotworowych, wykazaty rowniez najsilniejsza promocj¢ E-kadheryny (UA+CPT-
11, UA+OA). Samo zwigkszenie ekspresji CDH1 nie jest wystarczajace, aby odwroci¢
EMT, jednakze wzrost poziomu tego biatka z pewnos$cia wywota szereg zmian
w sygnalingu komoérkowym, prowadzacych do ograniczenia migracji komorek
nowotworowych.

Aktywno$¢ kwasow ursolowego i oleanolowego hamujaca EMT wykazano w r6znych
modelach nowotworow. Zademonstrowano aktywnos$¢ UA indukujaca ekspresje
E-kadheryny z jednoczesng inhibicjg N-kadheryny 1 wimentyny w modelu raka pluca
komorek linii A549. Zjawisko to zalezne bylo od inhibicji biatka AEG-1 [Liu i in.,
2013]. Kwas ursolowy wykazal podobny potencjal ograniczajac ekspresje
N-kadheryny, fibronektyny, wimentyny oraz szlakéw Twist, Snail i Slug w modelu
raka jajnika in vitro i wimentyny oraz fibronektyny w modelu in vivo. Ponadto, zespot
Tang i wsp. wykazal promocj¢ E-kadheryny i PTEN oraz inhibicj¢ EGFR, ERK,
integryn i CD44 pod wptywem tego terpenoidu [Zhang Y. iin., 2018; Tang i in., 2016].
Kwas oleanolowy pod tym katem badany byt w modelach glejaka linii U-87 MG i
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U-251 MG oraz dwaoch linii pierwotnych. Wykazano zdolnos¢ OA do promocji CDH1
oraz inhibicji N-kadheryny, wimentyny i szlaku Twistl, co warunkowane byto przez
wplyw zwigzku na szlaki MAPK, ERK i MEK [Guo i in., 2013].

5.3.4. Bialko zwiazane z opornoscig wielolekowa (MRP)

Kwasy ursolowy i oleanolowy wzmacniajg aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
kamptotecyny-11. Postanowiono ocenié¢, czy wynika to jedynie z synergistycznego
lub addytywnego dzialania zwigzkéw, czy tez dochodzi do ingerencji w szlaki
opornosci wielolekowej. W tym celu wykonano analiz¢ aktywnosci UA, OA
I CPT-11 na poziom biatka MRP. Wykazano, iz w praktycznie wszystkich
przypadkach dochodzito do zmniejszenia poziomu tego biatka, zarowno w komodrkach
prawidtowych, jak i nowotworowych. Podanie kwasu ursolowego i/lub oleanolowego
w polaczeniu z cytostatykiem powodowato obnizenie poziomu MRP, a efekt byt
silniejszy, niz w przypadku zwigzkéw podawanych pojedynczo. Ponadto, wariant
UA+OA spowodowat istotny spadek poziomu biatka. Mozna zatem wnioskowac,
iz wzmocnienie efektu przeciwnowotworowego cytostatyku przez UA i OA wynika
z potencjalu antyonkogennego zwigzkéw, interakcji synergistycznych miedzy
kwasami oraz kwasami 1 kamptotecyng-11, a takze =z inhibicji systemu
zaangazowanego w czynne usuwanie ksenobiotykow z komorki.

Jednym z czynnikow regulacji biatek opornosci lekowej jest COX-2. W niniejszych
badaniach wykazano, iz warianty UA+CPT-11 i UA+OA najsilniej wplywatly
na zmniejszenie poziomu zarowno MRP, jak i COX-2 w komorkach linii HT-29
1 SW 620. W komorkach prawidlowych takiej zaleznosci nie zaobserwowano.

Liczne badania prowadzone na réznych modelach nowotworéw, zaréwno in vitro,
jak i in vivo, potwierdzaja uzyskane wyniki. Shan i wsp. wykazali zdolno$¢ kwasow
ursolowego i oleanolowego w modelu raka jelita grubego (SW480 i SW620)
do przetamania opornosci wielolekowej, zaleznej od P-gp, MRP oraz BCRP [Shan
I in., 2011]. Wykazali takze, iz zahamowanie aktywnosci P-gp w komorkach linii
RKO, SW480 i LoVo przez kwas ursolowy zalezne jest od HIF-1a. Ponadto, UA
podawany w potaczeniu z 5-fluorouracylem (5-FU) lub cykloheksymidem (CHX)
wzmacnial ich aktywno$§¢ hamujaca P-gp, HIF-la oraz VEGF, czynnikow
zaangazowanych w lekooporno$¢, proliferacje, inhibicje apoptozy, a takze progresje

nowotworu [Shan i in., 2016b]. Kolejne badania tego zespotu przyniosty doktadniejszy
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wglad w mechanizm dziatania UA w modelu raka jelita grubego. Naukowcy wykazali,
iz zwigzek ten, podawany osobno, jak i w potaczeniu z oksaliplatyng (OXL),
wzmacniat jej aktywno$¢ wzgledem komorek linii RKO, LoVo 1 SW620, co objawiato
si¢ glownie indukcjg apoptozy. UA oraz UA+OXL ingerowaly takze w szereg szlakow
molekularnych, przede wszystkim w szlak NF-kB, MEK/ERK, JNK, p38 czy Akt.
Ponadto, potaczenie kwasu oleanolowego i oksaliplatyny wzmacniato aktywnos¢ obu
zwigzkéw hamujaca przebieg szlakow ERK, Akt i NF-kB w badaniach in vivo [Shan
i in., 2016a]. Podobng aktywnos¢ kwasu ursolowego wykazano w badaniach komorek
linii Caco-2. UA powodowat zmniejszenie ekspresji genow kodujacych P-gp, MRP1,
a takze enzymow zaangazowanych w inaktywacje 1 usuwanie lekéw. Ponadto, UA
podawany z doksorubicyng lub digitoning, wzmacniat je na drodze synergizmu [Zhou,
Wink, 2018].

Kwasy ursolowy i oleanolowy wykazaly efekt wzmocnienia aktywnosci
cytostatyku, kamptotecyny-11. Naukowcy wykazali podobng aktywno$¢ w szeregu
badan. UA i OA wzmacnialy aktywnosc¢ cis-platyny (rak jajnika, watroby, przetyku)
[Zhang J i in., 2015; Wu i in., 2016; Yamai i in., 2009], 5-fluorouracylu (rak jelita
grubego, trzustki, przetyku) [Shan i in., 2016b; Wei i in., 2012; Yamai i in., 2009],
oksaliplatyny (rak jelita grubego) [Shan i in., 2016a; Zhang Y. i in., 2018],
cykloheksymidu (rak jelita grubego) [Shan i in., 2016b], kapecytabiny (rak jelita
grubego) [Prasad i in., 2012], gemcytabiny (rak trzustki) [Prasad i in., 2016] czy
kamptotecyny-11(rak przetyku) [Yamai i in., 2009].
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6. Podsumowanie

Kwasy ursolowy i oleanolowy wykazaty aktywnos$¢ przeciwnowotworows.
Ich potaczenie ze sobg lub z cytostatykiem, kamptotecyna-11, wzmacniato ten efekt.
Zwiazki spowodowaty spadek proliferacji i migracji komoérek nowotworowych oraz
wydzielania przez nie cytokin prozapalnych, a takze indukcje wydzielania interleukiny
przeciwzapalnej. Efekt wzgledem komorek prawidtowych byl istotnie stabszy. UA,
OA i1 CPT-11 ingerowaty takze w szlaki zwigzane z migracja, inwazja i lekoopornoscia
komoérek nowotworowych, hamujagc wytwarzanie metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomoérkowej 1 regulujgcego je szlaku uPA/uPAR, cyklooksygenazy-2,
GTP-az Rho oraz biatka zwigzanego z opornoscig wielolekowa. Ponadto, promowaty
one ekspresje E-kadheryny, negatywnego regulatora procesu EMT, prowadzacego
do nabycia przez komorki zdolnosci do ruchu. Wpltyw na te biatka byl stabszy
w przypadku komoérek prawidtowych. Po podaniu substancji w potaczeniu, wykazano
takze wzmocnienie aktywno$ci wzgledem szlakow zwigzanych z progresja
nowotworu, co byto wynikiem interakcji synergistycznych. UA i OA dziataly takze
ochronnie na komorki prawidtowe przed niekorzystnym wptywem CPT-11.
Kwasy ursolowy 1 oleanolowy posiadaja obiecujacy potencjat przeciwnowotworowy,
w szczegoOlnosci w zakresie ograniczania migracji komorek. Same kwasy wykazywaty
wlasciwosci przeciwnowotworowe, a w polaczeniu z cytostatykiem wzmacniaty jego
efekt. Ponadto, ograniczaty rol¢ systemu opornosci wielolekowej, ktory istotnie

wplywa na skuteczno$¢ stosowanego leczenia.
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Streszczenie

Rak jelita grubego (CRC) jest jedng z najczesciej wystepujacych i §miertelnych chordb
nowotworowych. Czesto diagnozowany jest w pdznym stadium, co istotnie zmniejsza
szanse przezycia pacjentOw. Zwigzane jest to z przerzutowaniem nowotworu,
tj. uwolnieniem komorek z guza pierwotnego i ich adhezji w miejscu wtdérnym, czemu
towarzyszy zwigkszona ekspresja czynnikow zaangazowanych w opornos¢
wielolekowa. Mimo, iz opracowano strategie terapeutyczne przeciwko nowotworom
przerzutujacym, czesto ich skuteczno$¢ nie jest zadowalajgca. Nowoczesnym
podejéciem jest zatem terapia adiuwantowa lub skoniugowana, w ktorej oprocz
chemioterapeutyku podaje si¢ dodatkowe substancje czynne, majace na celu
wzmocnienie dzialania leku czy ingerencje¢ w molekularne szlaki komorek
nowotworowych. Doskonatym przyktadem substancji, ktére mogg by¢ wykorzystane
w takiej terapii, sg3 kwasy ursolowy (UA) i1 oleanolowy (OA), pentacykliczne
triterpenoidy pochodzenia ro$linnego, ktore znane s3 ze swoich wlasciwosci
prozdrowotnych czy przeciwnowotworowych. W niniejszych badaniach dokonano
oceny wlasciwosci przeciwnowotworowych UA 1 OA, podawanych osobno,
jak 1 w potaczeniu ze sobg oraz cytostatykiem stosowanym rutynowo w terapii CRC,
kamptotecyng-11 (CPT-11). W przeprowadzonych badaniach skupiono si¢
szczegOlnie na ocenie redukcji zdolnosci migracyjnych komorek nowotworowych
pod wptywem badanych czynnikdéw. Jako model zastosowano komorki wczesnego
stadium ludzkiego raka jelita grubego (linii HT-29) oraz komoérki wyizolowane
z przerzutu (linii SW 620). Jako model kontrolny wykorzystano prawidtowe ludzkie
komorki nabtonka jelita grubego linii (CCD 841 CoTr). Ocenie poddano wptyw UA,
OA oraz CPT-11, podawanych osobno i w polaczeniu, na proliferacje komorek,
indukcje¢ stanu zapalnego oraz ich migracj¢. Dokonano takze analizy wplywu
badanych zwiazkoéw na szlaki 1 czynniki zaangazowane w migracj¢ i przerzutowanie,
t]. metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs), urokinazowy aktywator
plazminogenu (uPA) 1 jego receptor (uPAR), biatka podrodziny Rho,
cyklooksygenaze-2 (COX-2) oraz biatko zwigzane z opornoscig wielolekowa (MRP).
Badane zwigzki, szczeg6lnie w wariantach w potaczeniu, istotnie obnizaty proliferacje
1 migracj¢ komorek nowotworowych, a takze poziom lub aktywnos¢ biatek

zaangazowanych w progresj¢ nowotworu. Jednoczesnie charakteryzowaty sie¢ niska
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aktywnoscig w stosunku do komorek prawidtowych. Ponadto, UA 1 OA dziataty

ochronnie na komorki prawidlowe poddane dziataniu cytostatyku.

Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common and lethal neoplasms and is often
diagnosed at late stage. It results in poor prognosis and decreased survival, what is
related to cancer metastasis, i.e. a process of releasing cells from primary tumour and
their invasion of secondary niche. Process of metastasis is also accompanied by
increased expression of factors involved in multidrug resistance.

Many therapeutic strategies for metastatic cancers were developed, nevertheless their
effectivity is often not enough. A modern approach is therefore adjuvant or conjugated
therapy, in which, the chemotherapeutic agent is combined with additional active
substances to strengthen the action of the drug or interfere with the molecular pathways
in cancer cells. An example of such compounds are ursolic acid (UA) and oleanolic
acid (OA), plant-derived pentacyclic triterpenoids, known for their pro-health
and anticancer properties. In the present study, antitumorigenic activity of UA and OA,
administered individually or in combination with themselves or cytostatic drug,
camptothecin-11 (CPT-11), were analyzed. The conducted research has focused
particularly on the assessment of the cancer cells migratory capacity reduction under
the influence of the examined factors. The research was held on two human colon
cancer cells lines: derived from early stage, HT-29, and from metastatic site, SW 620.
As a control, human normal colon epithelial cells were used (CCD 841 CoTr). Effect
of UA, OA and CPT-11, administered individually or in combination, on cancer cells
proliferation, migration and inflammation was evaluated. The mechanism underlying
anti-metastatic potential, based on matrix metalloproteinases (MMPs), urokinase
plasminogen activator (uPA) and its receptor (UPAR), Rho subfamily proteins,
cyclooxygenase-2 (COX-2) and multidrug resistance-associated protein (MRP),
was also assessed. The studied compounds, especially administered in combination,
significantly decreased cancer cells proliferation and migration, as well as the level
or activity of proteins involved in tumour progression. At the same time, they were
characterized by low activity in relation to normal cells. Furthermore, UA and OA
protected normal cells from harmful effect of the cytostatic drug.
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Tablice

Tablica 1. Wplyw badanych substancji na lokalizacje¢ i poziom MMP-2 w komoérkach linii CCD
841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

OA+CPT
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Tablica 2. Wplyw badanych substancji na lokalizacje¢ i poziom MMP-9 w komérkach linii CCD
841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

UA+CPT OA+CPT UA+OA

UA+CPT OA+CPT UA+OA

UA+CPT OA+CPT
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Tablica 3. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom uPAR w komoérkach linii CCD
841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

UA+CPT

UA+CPT OA+CPT

UA+CPT OA+CPT
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Tablica 4. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoA oraz na cytoszkielet
aktynowy komorek linii CCD 841 CoTr
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Tablica 5. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoA oraz na cytoszkielet
aktynowy komérek linii HT-29

RhoA Cytoszkielet Nalozone
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Tablica 6. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoA oraz na cytoszkielet
aktynowy komérek linii SW 620

RhoA Cytoszkielet NaloZone
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Tablica 7. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoC oraz na cytoszkielet
aktynowy komorek linii CCD 841 CoTr

RhoC Cytoszkielet Nalozone

Kontrola

ALL
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Tablica 8. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoC oraz na cytoszkielet
aktynowy komérek linii HT-29

RhoC Cytoszkielet Nalozone
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Tablica 9. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoC oraz na cytoszkielet
aktynowy komérek linii SW 620

RhoC Cytoszkielet Nalozone
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Tablica 10. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom bialek RhoB w komérkach linii
CCD 841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

K

UA+CPT OA+CPT

UA+CPT OA+CPT

UA+CPT OA+CPT
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Tablica 11. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom COX-2 w komoérkach linii CCD
841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

UA+OA

UA+CPT

UA+CPT OA+CPT
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Tablica 12. Wplyw badanych substancji na lokalizacje i poziom MRP w komérkach linii CCD
841 CoTr (A), HT-29 (B) oraz SW 620 (C)

A

UA+CPT OA+CPT

UA+CPT OA+CPT UA+OA

UA+CPT OA+CPT UA+OA

183



Podziekowania

Pragne bardzo serdecznie podziekowac.:

Panu prof. Romanowi Paduchowi za ogromngq zyczliwosé i cierpliwosé, nieoceniong

opieke promotorskq, cenne uwagi, naukowe i Zyciowe, a takze 7 lat wspdlnej, owocnej

pracy

Arkadiuszowi Czerwonce, Katarzynie Katawaj, Adriannie Dudek, Mackowi Frantowi,
Aleksandrze Zurek oraz pozostatym doktorantom i pracownikom Zaktadu Wirusologii
i Immunologii za pomoc w prowadzeniu badan, dzialalnosci naukowej i

organizacyjnej oraz codzienng Zyczliwos¢ i wsparcie

Dr Jackowi Pietrusiewiczowi i pracownikom Zaktadu Anatomii i Cytologii Roslin za
udostepnienie mikroskopu fluorescencyjnego oraz cenne uwagi dotyczgce technik

fluorescencji

Prof. Magdalenie Jaszek, dr hab. Annie Matuszewskiej, mgr Dawidowi Stefaniukowi,
mgr Marcie Ruminowicz-Stefaniuk oraz pozostatym pracownikom Zaktadu Biochemii

za wspolprace naukowq, Zyczliwos¢ oraz dysputy naukowo-zyciowe

Prof. Wiestawowi Gruszeckiemu, prof. Rafatowi Luchowskiemu, dr Wojciechowi
Grudzinskiemu, mgr Ewie Greli oraz pozostatym doktorantom i pracownikom Zaktadu
Biofizyki, Wydzialu Matematyki, Fizyki i Informatyki, za wspoiprace naukowg,
otwarcie horyzontow na nowe techniki laboratoryje oraz pokazanie nauki od innej

strony

Mojej Natalii, za ciepfo, nieograniczone wsparcie oraz uczynienie mnie lepszym

naukowcem, dydaktykiem, cztowiekiem

Rodzicom i bratu, za lata troski i wsparcia niezaleznie od podejmowanych przeze mnie

decyzji

Przyjaciotom, w szczegolnosci Adrianowi, Michatowi i Patrykowi, za wiele lat
wspolnie spedzonych oraz za to, ze zawsze mogtem na nich liczyé, nawet jesli oni nie
mogli na mnie

Oraz pozostatym, niewymienionym.

184



