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STRESZCZENIE

Rak jelita grubego (RJG) jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotworow
w krajach wysokorozwini¢tych. Ryzyko rozwoju RJG w ciggu zycia szacuje si¢
na okoto 5-6%. Rocznie w Polsce na ten typ nowotworu umiera okoto 8 tysiecy
pacjentow. W Europie i Stanach Zjednoczonych 10 % zgonow bedacych wynikiem
choroby nowotworowej jest spowodowane przez raka jelita grubego.

Wazng role w rozwoju nowotworow jelita grubego odgrywaja czynniki wzrostu,
z czego najczesciej wymienia si¢ EGF i TGF-a oraz ich receptory. Wiele badan
wskazuje na udziat innych czynnikéw wzrostowych m.in. PDGF, VEGF, IGFI
w rozwoju raka jelita grubego, jednak mechanizm autokrynnej regulacji wzrostu
komorek RJG jest daleki o wyjasnienia.

Ustabilizowana linia komorek raka jelita grubego LoVo stanowi model in vitro
do badan nad omawianym typem nowotworu. W niniejszej pracy zastosowano do bada-
nia autokrynnej stymulacji wzrostu w/w komorek dwa drobnoczasteczkowe inhibitory
kinaz tyrozynowych receptoréw: IGFIR (tyrfostin AG1024) oraz VEGFR2 (tyrfostin
SU1498). Wptyw tych zwiazkow na proliferacje, przezywalno$¢ oraz transdukcje
sygnatu w komorkach LoVo poréwnano z dziataniem selektywnego inhibitora receptora
EGFR - tyrfostinu A23.

Metody barwienia fioletem krystalicznym oraz test MTT postuzyly do okresle-
nia wplywu badanych inhibitoréw na zalezny od przyczepienia do podloza wzrost
komérek LoVo. Wykazano catkowite zahamowanie wzrostu badanych komorek pod
wptywem kazdego z uzytych tyrfostinow. W bezsurowiczym medium hodowlanym
wykryto (stosujgc technike ELISA) czynniki wzrostowe TGF-a oraz VEGF, nie
wykryto natomiast nawet §ladowych ilosci ani EGF, ani IGFI. Zatrzymanie cyklu
komorkowego pod wplywem kazdego z badanych tyrfostinow nastgpowato w fazie
G1/Gp, co wykazala analiza zawartosci komoérkowego DNA z zastosowaniem
cytometrii przeptywowej. Tyrfostiny AG1024 1 SU1498, podobnie jak inhibitor EGFR,
wywierajg silny proapoptotyczny wptyw na komorki LoVo, jednak efekt ich dziatania
r6ézni si¢ nieco od efektu obserwowanego pod wptywem tyrfostinu A23. Tyrfostiny
A23, AG1024 1 SU1498 w podobny cho¢ nie identyczny sposob wpltywaja na
fosforylacje bialek zaangazowanych w przekaz sygnalu wewnatrzkomorkowego.
Wszystkie trzy inhibitory hamujg fosforylacje kinazy Akt, jednak tylko w przypadku
AG1024 efekt utrzymywat si¢ nawet po 24 h inkubacji. W przypadku pozostatych



dwoch inhibitorow stopien ufosforylowania Akt wracal do poziomu kontroli.
Najwicksze rdznice zaobserwowano we wplywie badanych tyrfostindw na fosforylacje
ERK1/2. Wpltyw na aktywacje¢ STAT3 oraz fosforylacj¢ biatka p53 byl podobny.
Badanie profili ekspresji genow kodujacych biatka zaangazowane w szlaki sygnalizacji
komdrkowej z zastosowaniem mikromacierzy (makromacierzy) wskazuje na istnienie
pewnych podobiefstw oraz réznic we wplywie kazdego z badanych tyrfostinow na
poziom transkryptéw wielu z badanych genow. Najwigcej podobienstw w efekcie
dziatania wszystkich trzech badanych inhibitorow zaobserwowano w przypadku
ekspresji genéw zaangazowanych w regulacje cyklu komorkowego. Tyrfostin AG1024
wywieral najwigkszy wptyw na ekspresje genow zaangazowanych w proces apoptozy
| transdukcje sygnatu wewngtrzkomorkowego. Z kolei dziatanie tyrfostinu SU1498
wywotato najwigcej zmian w poziomie mRNA kodujgcego biatka zaangazowane

w adhezje¢ komorkowa oraz zdolno$¢ do migracji.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequent malignancy in developed
countries. The lifetime risk of developing this type of cancer is estimated at 5-6 %.
Every year 8 thousands of people in Poland die because of CRC. In Europe and USA
10% of cancer related deaths is caused by colorectal cancer.

Growth factors play an important role in tumor formation and development.
Among all the EGF, TGF-a and their receptors are most often mentioned in
experimental and clinical data. The results of many research indicated the contribution
of other growth factors including PDGF, VEGF, IGF-I in development of colorectal
cancer, however the mechanisms of autocrine growth regulation of CRC cells are far
from explanation.

LoVo cell line is a in vitro model of colorectal cancer. In this work I use two
small molecular tyrosine kinase inhibitors of receptors IGFIR (tyrphostin AG1024) and
VEGFR2 (tyrphostin SU1498) to study autocrine growth regulation of LoVo cells. The
influence of those molecules on proliferation, survival and signal transduction in
investigated cancer cells was compared with the activity of selective EGFR receptor’s
inhibitor — tyrphostin A23.

The influence of used tyrphostins on contact dependent growth of LoVo cells
was defined using two methods: crystal violet staining and MTT test. I’ve shown totally
cell growth arrest with the use of all three tyrphostins. In serum-free culture medium
I’ve determined (using ELISA technique) the presence of TGF-o and VEGF, but not
EGF nor IGFI. Analysis of cell DNA content with the use of flow cytometry shown cell
cycle arrest in G1/G, phase after treatment with each of tested tyrphostins. AG1024 and
SU1498 similarly to EGFR inhibitor cause strong proapoptocic effect on LoVo cells,
but the result of their action is slightly different from the effect observed with the use of
A23. Although not identical, tyrphostins AG1024, SU1498 and A23, influence in
similar manner on phosphorylation of selected proteins involved in intracellular signal
transduction. All three tested tyrphostins inhibits phosphorylation of Akt kinase, but
only in the case of AG1024 the effect was observed up to 24 hours of incubation. Under
the influence of two other inhibitors the Akt phosphorylation came back to control
level. The greatest differences was observed in the influence of tested tyrphostins on
ERK1/2 phosphorylation. I’ve indicated similar effect on the STAT3 activation and p53
phosphorylatin. The analysis of gene expression profile of protein involved in cell



signal pathways with the use of microarrays (macroarrays) indicate some similarities
but also some differences in the influence of tested tyrphostins on the level of gene
transcripts of many tested genes. The most similarities in the effect of all three tested
inhibitors was observed in the case of expression of genes involved in cell cycle
regulation. Tyrphostin AG1024 mainly exerts influence on expression of genes involved
in apoptosis and intracellular signal transduction. The use of SU1498 shown the most
changes in the level of mMRNAs which codes proteins engaged in cell adhesion and

migration.
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1. Wstep

Najstarsze wzmianki dotyczace nowotwordow znaleziono na egipskim papirusie
Edwina Smitha, opisujacym 8 przypadkéw nowotworu piersi, datowanym na 3000-1500
roku p.n.e. Najstarsze $lady choroby nowotworowej odkryto w czaszce kobiety z epoki
brazu (1900-1600 r. p.n.e.) oraz kosciach pochodzacych ze starozytnego Egiptu [1].

Ludzie juz od czasow starozytnych poszukujg sposobow leczenia raka, lecz
w XX wieku nowotwory staty si¢ jeszcze powazniejszym problemem. Poprawa
warunkéw zycia oraz postgpy w nauce i praktyce medycznej sprawily, iz wydluzyla si¢
znacznie dlugo$¢ zycia ludzi. W zwigzku z tym, ze szanse zachorowania na raka
wzrastajg z wiekiem, coraz wigcej ludzi w trakcie swojego zycia zapada na choroby
nowotworowe [2].

Nowotwory s3 wynikiem zaburzen mechanizméw kontrolujacych wzrost
I proliferacje komorek. W normalnych warunkach skomplikowany system regulacji
metabolicznej utrzymuje réwnowage pomigdzy iloscig komorek dzielgcych sie
| obumierajacych. W wiegkszos$ci, jesli nie we wszystkich przypadkach nowotwordw,
wadliwe funkcjonowanie mechanizméw regulacyjnych jest wynikiem uszkodzen
genomu. Mutacje w obrebie dwoch licznych klas gendw: protoonkogendéw oraz genoéw
supresorowych, s3 zaangazowane w proces nowotworzenia. Protoonkogeny to geny,
ktore w wyniku mutacji powodujacych ich stalg aktywnos$¢, stajg si¢ onkogenami — stale
aktywnymi stymulatorami wzrostu. Geny supresorowe koduja biatka, ktére w nor-
malnych warunkach hamujg wzrost i w przypadku ich inaktywacji dochodzi do niekon-
trolowanych podzialéw komérkowych [3].

Rzadko dochodzi do sytuacji, w ktorych jedna mutacja prowadzi do powstania
nowotworu. Przyktadem przeczacym tej regule moze by¢ przewlekla biataczka
szpikowa (CML), ktorej przyczyna jest translokacja chromosomalna, prowadzaca do
powstania genu fuzyjnego BCR/ABL [4]. Bialko kodowane przez ten gen wykazuje
konstytutywng aktywnos$¢ i zmieniong w poréwnaniu z kinazg c-Abl specyficznosé
wzgledem fosforylowanych substratow [5, 6]. W zdecydowanej wigkszosci
przypadkOw, proces powstawania i rozwoju nowotworow jest wieloetapowy.
W kazdym kolejnym etapie dochodzi do powstawania nowych mutacji lub zmian
W epigenetycznych mechanizmach regulacji ekspresji genow, powodujacych rozwoj
nowotworu w kierunku komorek mniej zréznicowanych i o ztosliwszym fenotypie [3,

7]. W 2000 roku Hanahan i Weinberg sformutowali liste szesciu wlasciwosci, ktore



nabywa komodrka w procesie karcinogenezy, stajac si¢ komoérka nowotworowa. Sa to:
niezalezno$¢ od zewngtrznych sygnaléw stymulujacych wzrost, niewrazliwo$¢ na
sygnaty hamujgce wzrost, nieskonczony potencjal replikacyjny, brak apoptozy,
stymulacja angiogenezy i potencjat metastatyczny [8].

Niezalezno$¢ od zewngtrznych sygnatéw stymulujacych wzrost byta pierwsza
jasno zdefiniowana cechg komoérek nowotworowych. Wynika to prawdopodobnie
z faktu, iz wiele zmian w mechanizmach regulujacych cykl komorkowy, prowadzacych
do niekontrolowanych podziatéw, spowodowanych jest dziataniem produktow
onkogendw. Zmiany prowadzace do przeksztatcenia protoonkogendw w onkogeny maja
dominujacy charakter. Mozna wyrdzni¢ trzy strategie, dzigki ktérym komorki
uniezalezniajg si¢ od zewngtrznych stymulatorow wzrostu: autokrynna produkcja
czynnikow wzrostu, zmiany dotyczace transdukcji sygnalu z udziatem receptorow
blonowych oraz zmiany w szlakach przekazu sygnatu wewnatrzkomoérkowego [8].

W 1985 roku Sporn i Roberts sformutowali teori¢ autokrynnego wydzielania
czynnikdw wzrostowych przez komorki nowotworowe [9]. Produkcja peptydowych
czynnikow wzrostu uniezaleznia komorki od zewnegtrznych sygnatow stymulujacych
wzrost. Powyzsza teoria znalazta do tej pory potwierdzenie w niezliczonej ilosci
artykutéw. Wykazano rowniez istnienie innych mechanizméw uczestniczacych
w nasileniu sygnatu mitogennego w komorkach nowotworowych. Zwigkszona ekspresja
receptorow czynnikow wzrostowych na powierzchni komorek nowotworowych,
uwrazliwia je na nawet bardzo niskie st¢zenia czynnikow wzrostowych produkowanych
autokrynnie lub przez sgsiadujace komorki. Aktywacja biatek zaangazowanych
w przekaz sygnatu wewnatrzkomoérkowego inicjowanego czynnikami wzrostowymi
takze prowadzi do uniezaleznienia od zewngtrznej stymulacji mitogennej. Wykazano
réwniez zaangazowanie czynnikow wzrostu w nabywanie przez komorki nowotworowe
takich cech jak: brak odpowiedzi na czynniki wywotujace apoptoze, stymulacja

angiogenezy oraz wzmozony potencjal metastatyczny i potencjal proliferacyjny [10].

1.1. EGF/EGFR a nowotwory.

Ligandy z rodziny EGF oraz ich receptory zaangazowane sg rowniez w rozwoj
embrionalny oraz takie procesy fizjologiczne jak regeneracja naskorka, watroby czy

nabtonka jelit [11]. Uwaza si¢, iz w powstawaniu i rozwoju rdéznych typow



nowotworow kluczowg role odgrywa rodzina EGF-podobnych czynnikdéw wzrostowych
i ich receptoréw [12, 13].

Do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych zalicza si¢ EGFR (ErbB-1,
HER1), ErbB-2 (neu, HER2), ErbB-3 (HER3) i ErbB-4 (HER4) [14, 15]. Wszystkie
bialtka nalezace do tej rodziny posiadaja domen¢ zewnatrzkomorkowa wiazaca ligand,
pojedyncza domeng transbtonowa oraz domeng cytoplazmatyczng o aktywnosci kinazy
tyrozynowej [16]. Domena wewnatrzkomoérkowa receptorow ErbB jest wysoce
konserwatywna, jednak w obr¢bie domeny kinazowej ErbB-3 zaobserwowano
substytucj¢ kluczowych aminokwasoéw prowadzaca do braku aktywnos$ci katalitycznej
tej kinazy [17]. Domeny zewnatrzkomérkowe wykazuja mniejsze podobienstwo
pomigdzy receptorami ErbB, co wskazuje na rézne powinowactwo tych receptorow
wzgledem roznych ligandow [15, 16, 18]. Ze wzgledu na wigzanie do roéznych
receptordw, EGF-podobne czynniki wzrostowe mozna podzieli¢ na trzy grupy.
Pierwsza grupa obejmuje ligandy wiazace si¢ tylko z receptorem EGFR tj.: EGF,
TGF-a 1 amfireguling (AR). Do drugiej grupy zalicza si¢ betaceluling (BTC), czynnik
wzrostowy wigzacy heparyng (HB-EGF) oraz epireuling (EPR), ktére wykazuja
powinowactwo wzgledem EGFR i ErbB4. Trzecia grupa obejmuje neureguliny
(NRG’s), ktore mozna podzieli¢ na dwie podgrupy: ligandy receptorow ErbB3 i ErbB4
(NRG-1 i NRG-2) oraz ligandy ErbB4 (NRG-3 i NRG-4) [19-22]. Receptor ErbB2 nie
wigze zadnego liganda.

Receptory z rodziny EGFR moga by¢ aktywowane czynnikami wzrostowymi
produkowanymi przez ta samg komodrke, na ktorej powierzchni wystepuja swoiste
receptory (stymulacja autokrynna), badz czynnikami wzrostowymi wydzielonymi przez
sgsiedniec komorki (stymulacja parakrynna) [16, 18]. Zwigzanie ligandow przez
zewnatrzkomérkowe domeny receptorow ErbB prowadzi do ich homo- lub
heterodimeryzacji, po ktérej nastepuje aktywacja kinaz tyrozynowych ich receptorow
[16]. Udalo si¢ zidentyfikowaé w réznych komoérkach wszystkie mozliwe kombinacje
dimerow receptorow ErbB [16, 23, 24]. Aktywacja receptorow prowadzi do ich
krzyzowej fosforylacji, ktéora zwigksza dodatkowo aktywno$¢ enzymatyczng ich
domeny kinazowej, a takze powoduje powstanie miejsc dokowania dla biatek
Zz domenami rozpoznajacymi fosfotyrozyne. Biatka zawierajace domeny SH2 (Src
homology 2) lub PTB (phosphotyrosine binding) rozpoznaja specyficzne sekwencje
aminokwasowe zawierajace ufosforylowane reszty tyrozyny i asocjuja z domenami

wewnatrzkoméorkowymi  aktywowanych receptorow. Prowadzi to do aktywacji



wewnatrzkomorkowych — szlakow  przekazu sygnalu inicjowanego czynnikami
wzrostowymi. Aktywowane receptory ErbB przekazuja sygnal przez biatka takie jak:
She,Grb7, Grb2, Crk, Nck, PLCy, kinazy Src i PI3K, fosfatazy SHP1i SHP, a takze
ligaze ubikwityny Cbl E3 [25, 26]. Wszystkie ligandy i receptory rodziny EGF
aktywuja szlak Ras/Raf/MEK/ERK z udziatem biatek adaptorowych Grb2 lub Shc [27-
29]. Ostatecznie receptory ErbB aktywuja wiele roznych czynnikéw transkrypcyjnych
takich jak: c-fos, c-jun, c-myc, STAT, NFkB czy biatka z rodziny ETS [30-34].

Rysunek 1. Drogi przekazywania sygnatu: endokrynna (A), parakrynna (B),
justakrynna (C), autokrynna (D), intrakrynna (E).

Badania nad wirusem ptasiej erytroblastomy wykazaly, iz produkt ekspres;ji
wirusowego genu v-erbB moze indukowac u ptakow erytroblastomg¢ oraz sarkomg [35].
Okazato si¢ rowniez, ze biatko kodowane przez ten gen posiada aktywno$¢ kinazy
tyrozynowej oraz, ze jest strukturalnie podobne do EGFR [36, 37]. Badania in vitro
namysich komodrkach NIH-3T3 wykazaly, ze nadekspresja receptorow EGFR
czy ErbB2 prowadzi do transformacji nowotworowej tych komdrek. Co ciekawe
w przypadku zwigkszonej produkcji EGFR proces transformacji byt zalezny od dodania
EGF do hodowli komorkowej. Natomiast transformacja indukowana nadekspresja
ErbB2 byta niezalezna od endogennego liganda [38]. Udowodniono rowniez,
iz nadekspresja TGF-a w fibroblastach Rat-1 i NRK powoduje transformacj¢ tych
komérek [39, 40]. Natomiast komoérki NIH-3T3 ulegajg transformacji jedynie gdy
dochodzi do réwnoczesnej nadekspresji zarowno TGF-a jak i EGFR [41]. Blokowanie
sygnalizacji receptora EGFR spowodowalo z kolei zahamowanie wzrostu wielu roznych

linii komorek nowotworowych zaréwno in vitro jak i in vivo [42]. Wykazano réwniez



przeciwnowotworowa aktywnos$¢ przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciw
receptorom ErbB2 [42].

Udzial receptorow ErbB oraz ich ligandow w procesic nowotworzenia
potwierdzaja réwniez wyniki badan wykazujacych nadekspresje tych biatek
w wigkszosci ludzkich guzow litych. Przyktadowo w 50-70 % przypadkow
nowotworow ptuc, jelita grubego czy piersi wykazano nadekspresj¢ receptorow EGFR
i ErbB3. Wystepowanie receptora ErbB2 jest mniej powszechne w nowotworach, tylko
okoto 30 9% pierwotnych rakéw piersi wykazuje jego ekspresje. Receptor ErbB4
wykryto w 50 % nowotworow piersi, a takze w 22 % przypadkow pierwotnych rakow
jelita grubego [42-45].

1.2. Zaburzenia w systemie sygnalizacji inicjowanej IGFs.

Kolejnym czynnikiem wzrostowym, ktory moze mie¢ istotny udzial w trans-
formacji nowotworowej sa insunolinopodobne czynnike wzrostowe — IGFs. System
sygnalizacji z udziatem insulinopodobnych czynnikow wzrostowych obejmuje: dwa
ligandy o wysokiej homologii (IGF-1i IGF-11), dwa receptory (IGFR-1 i IGFR-II), sze$¢
bialek wigzgcych IGF (IGFBP 1-6) oraz nowg rodzine bialek zwigzanych z IGFBP
(IGFBP-rP).

GH

GH

Watroba

Rysunek 2. Biatka zaangazowane w regulacj¢ aktywnos$ci IGFs.

Insulino podobne czynniki wzrostowe I 1 II s3a jednotancuchowymi
polipeptydami ztozonymi z odpowiednio 70 i 67 aminokwaséw. Wykazuja wysoki
stopien homologii sekwencji aminokwasowej migdzy sobg (67 %) oraz z insuling
(40 %) [46]. Zarowno IGF-1 jak i IGF-II pelnig wazng role we wzroscie i rozwoju
organizmow ssakow. Krazacy IGF-I produkowany jest przede wszystkim w watrobie,

pod wpltywem hormonu wzrostu (GH) wydzielanego z przysadki, jednak produkowany



jest on roéwniez lokalnie w wielu tkankach. Uwaza si¢, iz IGF-I pelni wazng role
W zyciu pozaptodowym, natomiast IGF-II dziata glownie w trakcie embriogenezy
I W rozwoju ptodu [47]. Oba insulinopodobne czynniki wzrostowe przekazuja sygnat
Z udziatem receptora IGFIR wykazujacego 60 % homologii sekwencji aminokwasowe;j
z receptorem insuliny (InsR) [48]. IGFIR syntetyzowany jest jako jednotancuchowy
pre-propeptyd zawierajacy 30-aminokwasowg sekwencje sygnalowa odcinang po trans-
lacji. Propeptyd ulega nastepnie glikozylacji, dimeryzacji oraz cigciu proteolitycznemu
na podjednostki o i B [49, 50]. Dojrzalg forme¢ receptora IGFIR tworzg dwie
podjednostki a i B spicte kilkoma mostkami disiarczkowymi [51]. Drugi z receptoréw
insulinopodobnych czynnikdw wzrostowych - IGFR-Il wiaze preferencyjnie IGF-II,
jednak dowiedziono, ze nie przekazuje on sygnatu mitogennego. Uwaza si¢, ze IGFR-I1I
wylapuje ligand i kieruje go do degradacji w lizosomach [52].

Wart wspomnienia jest fakt, iz wykazano wigzanie IGF-11 do izoformy receptora
insuliny InsR-A, z takim samym powinowactwem jak insulina. Izoforma A receptora
insuliny wykazuje silniejszy efekt mitogenny niz izoforma B. Ekspresj¢ InsA wykazano
w komorkach ptodowych oraz w licznych nowotworach [53, 54]. Udowodniono
réwniez istnienie hybrydowych receptoréw ztozonych z podjednostki receptora InsR-A
oraz podjednostki receptora IGFIR [55, 56]. Uwaza si¢, ze receptory hybrydowe moga
odgrywa¢ wazng rolg w normalnym funkcjonowaniu organizmow, ale takze w rozwoju
nowotwordw [57, 58]. Badania na ludzkich liniach komérek oraz wyniki biopsji raka
piersi wykazaty, ze w ponad 75 % probek ilo§¢ hybrydowych receptorow przewyzszata
ilo$¢ receptorow IGFIR [58, 59].

Aktywnos$¢  fizjologiczna  insulinopodobnych  czynnikdw  wzrostowych
modulowana jest przez wigzanie do specyficznych bialek wigzacych o wysokim
powinowactwie do ligandow (IGFBP1-6) oraz czterech biatek o niskim powinowactwie
(IGFBPr) [60-62]. IGFBP1-5 wigza preferencyjnie IGF-1, natomiast IGFBP6 wykazuje
100-krotnie wyzsze powinowactwo do IGF-II niz do IGF-1 [48]. Wsrod wielu funkcji
biologicznych pehionych przez biatka wigzace IGF mozna wyr6zni¢: transport
insulinopodobnych czynnikéw wzrostowych z krwiobiegu do tkanek obwodowych
(np. IGFBP1, 2 i 4), utrzymywanie statego poziomu i transport IGF w krwiobiegu
(IGFBP3), wzmacnianie lub hamowanie aktywnosci IGF, a takze inne funkcje
niezalezne o IGF [63].

Ze wzgledu na réznice w budowie, aktywacja receptorow IGF przebiega nieco

odmiennie niz transdukcja sygnatlu przez receptory EGFR. Receptory IGF wystepuja



w blonie komorkowej w formie dimerdéw. Przylaczenie czynnikow wzrostowych
prowadzi do zmiany konformacji podjednostek receptora, tancuchy B zawierajace w
cytoplazmatycznej cze¢sci domeny kinazowe ulegaja zblizeniu. Dochodzi do
autofosforylacji receptorow, ktora tworzy miejsca dokowania dla takich biatek
adaptorowych jak substraty receptora insuliny (IRS) 1-4 czy Shc. Fosforylacja IRS1
prowadzi migdzy innymi do aktywacji podjednostki regulatorowej (p85) 3-kinazy
fosfatydyloinozytoli. Zwigkszona zawartos¢ 3-fosforanow fosfatydyloinozytoli w blonie
komorkowej, bedaca wynikiem enzymatycznej aktywnos$ci PI3K, prowadzi do
aktywacji kinazy PDKI, ktora z kolei fosforyluje takie biatka jak kinaza p70 S6 oraz
kinaza biatkowg B (Akt) [64]. Prowadzi to do zwickszonej syntezy biatek poprzez
aktywacje mTOR, uruchamiane sg rowniez mechanizmy antyapoptotyczne prowadzace
do fosforylacji i degradacji biatka Bad [65]. Réwnolegle do szlaku sygnalizacji
cytoplazmatycznej z udziatem PI3K, oddzialywanie bialek adaptorowych IRS1 lub She
z biatkami Grb2 i1 SOS prowadzi poprzez biatka Ras do aktywacji kaskady kinaz MAP,
czego wynikiem jest stymulacja proliferacji [66, 67]. W niektérych typach komorek
IGFIR moze bezposrednio fosforylowaé kinazy Janusa (JAKI1 i 2), zaangazowane w
transdukcje sygnalu inicjowanego cytokinami. Z kolei kinazy JAK moga fosforylowac
IRS-1 [68]. Aktywacja kinaz Janusa moze prowadzi¢ do fosforylacji biatek STAT.
Szczegodlnie aktywacja STAT3 moze odpowiada¢ za udzial IGFIR w transformacji
nowotworowej [69, 70]. Do biatek aktywowanych przez IGFIR zalicza si¢ rowniez
kinaze Src [71], kinaz¢ adhezji ,,zogniskowanej” p125Fak [72] oraz prawdopodobnie
PLCy [73].

Doswiadczenia na embrionalnych fibroblastach mysich wykazaty, iz komorki
z zaburzong ekspresja IGFIR nie ulegaja transformacji nowotworowej pod wplywem
wicgkszosci onkogenow (m.in. antygenu T wirusa SV40, aktywnego mutanta Ras) [74,
75]. Fibroblasty, w ktorych wywotano nadekspresje IGFIR wykazywaty fenotyp
charakterystyczny dla komoérek nowotworowych m.in. tworzyly guzy w myszach SCID
[76]. Z kolei inhibicja receptorow IGFIR z uzyciem przeciwcial monoklonalnych
powodowata drastyczne zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych piersi,
jelita grubego, komorek melanomy, biataczkowych, neuroblastomy oraz guzow
Wilms’a [77].

Dane epidemiologiczne nie wskazuja jednoznacznie na zaangazowanie
insulinopodobnych czynnikobw wzrostowych oraz ich receptorow w proces

karcinogenezy. Poczatkowo dane epidemiologiczne nie wykazaly powigzania pomigdzy



IGF-1 a rakiem piersi czy prostaty, jednak przeprowadzone w latach 1998-2005
na szersza skale badania sugerowaly ponadto powigzanie wysokiego stezenia IGF-I
oraz niskiego stezenia IGFBP3 w surowicy ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia
nowotworow piersi, prostaty, ptuc, jelita grubego czy pecherza [77]. Przeprowadzona
przez Renchan i wsp. wyczerpujaca metaanaliza danych literaturowych wykazata
powigzanie stgzenia IGF-1 z ryzykiem raka prostaty, przedmenopauzalnego raka piersi
oraz nowotworow jelita grubego[78]. Udowodniono rowniez zwigkszong ekspresje
IGF-1, IGF-II oraz IGFIR w roéznych nowotworach, a takze wykazano pozytywng
korelacj¢ pomigdzy poziomem IGF-I i IGF-II a rozwojem guzow [58, 77].
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Rysunek 3. Ogélny schemat sygnalizacji komorkowej z udziatem IGF.

1.3. Udziat VEGF w procesie nowotworzenia.

Rodzina czynnikow wzrostu endotelialnych komérek naczyniowych (VEGFS)
oraz ich receptoréw jest obiektem wielu badan w kontekscie regulacji powstawania
naczyn krwiono$nych, zarowno w warunkach fizjologicznych jak 1 stanach
chorobowych. VEGF (VEGF-A) pierwszy raz zostal opisany w literaturze w 1983 roku
przez Sengera i wsp. jako czynnik przepuszczalnosci naczyn (VPF) [79]. Pozniejsze
badania wykazaty, iz biatko to jest mitogenem dla komoérek endotelialnych [80, 81].
Intensywne badania prowadzone nad VEGFs udowodnity, ze odgrywaja one kluczowa
role w procesie waskulogenezy i angiogenezy. Wykazano, iz prawidtowy rozwdj uktadu
naczyniowego wymaga aktywnos$ci obu alleli genu kodujacego VEGF. Inaktywacja

choc¢by jednego z alleli prowadzi do $mierci organizméw w okresie zarodkowym [82].



Do rodziny czynnikdéw wzrostowych naczyniowych komorek endotelialnych
zalicza si¢ szereg polipeptydow strukturalnie podobnych do VEGF-A, takich jak:
VEGF-B, VEGF-C i VEGF-D, a takze PIGF [83]. W genomie parapokswirusow
wykryto rowniez gen kodujacy biatko spokrewnione z VEGF, wigzace si¢ z VEGFR2,
ktore nazwano VEGF-E [84, 85]. VEGF-A produkowany jest przez komorki w kilku
izoformach, bedacych wynikiem alternatywnego skladania egzonoéw. U cztowieka
wystepuja warianty tego biatka zbudowane ze: 121, 145, 165, 189 1 206 aminokwaséw.

Najpowszechniejsze sg izoformy 121- i 165-aminokwasowe [86].
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Rysunek 4. Swoisto$¢ wigzania czynnikow wzrostowych naczyniowych komorek
endotelialnych ssakow (VEGF’s i PIGF) przez ich receptory btonowe: VEGFR1, VEGFR2
i VEGFRS.

Czynniki wzrostowe z rodziny VEGF dziatajg przez trzy strukturalnie zblizone
receptory VEGFR1 (Fltl), VEGFR2 (KDR, FIkl) i VEGFR3 (FIt4). Pierwsze dwa
wystepuja gtownie (choé¢ nie wylacznie) na powierzchni komorek nabtonka
endotelialnego naczyn krwiono$nych. VEGFR3 wystepuje w komorkach endotelium
naczyn limfatycznych, cho¢ jego ekspresj¢ wykazano rowniez W innych komorkach
[87]. Receptory VEGFR1 i VEGFR2 w cze¢$ci zewnatrzkomorkowej posiadajg 7 domen
immunoglobulinopodobnych. Zewngtrzna czgs¢ receptor VEGFR3 zbudowana jest

z dwoch tancuchéw polipeptydowych spietych wigzaniem disiarczkowym, tworzacych



6 domen Ig-podobnych [88]. Kinazy tyrozynowe wszystkich trzech omawianych
receptorow wykazuja wysokie podobienstwo (~80 %) [89]. W ludzkim tozysku
zaobserwowano réwniez ekspresje sVEGFR2 skroconej, rozpuszczalnej formy
receptora VEGFR2, zlozonej z 6 domen immunoglobulinopodobnych odpowiadajacych
zewnatrzkomorkowej czesci receptora blonowego [90].

Receptory VEGFR ro6znig si¢ powinowactwem do poszczegdlnych ligandow
zrodziny VEGF, co obrazuje rysunek 4. VEGF-A wiaze si¢ silniej do receptora
VEGFRI1, ze statag powinowactwa o jeden rzad wielko$ci wyzsza niz do receptora
VEGFR?2 [91]. Z drugiej strony aktywno$¢ kinazy tyrozynowej po zwigzaniu liganda
w przypadku receptorow VEGFR2 i VEGFR3 jest znacznie wyzsza niz aktywnosc¢
kinazy VEGFR1 [92, 93]. Biorgc pod uwage wyzsze powinowactwo do liganda i nizsza
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej VEGFRI1 oraz fakt, iz myszy z wylaczonym genem
VEGFR1 umieraja w okresie zarodkowym z powodu przerostu endotelium
naczyniowego i wadliwej budowy naczyn krwionosnych [94], mozna wnioskowac,
ze receptor ten reguluje negatywnie sygnalizacje VEGFR2 przez putapkowanie
nadmiaru VEGF.
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Rysunek 5. Uproszczony schemat szlakéw sygnalizacji wewnatrzkomorkowej
aktywowanych przez VEGFR2 z udziatem VEGF.

Przytaczenie liganda do VEGFR2 powoduje jego dimeryzacje oraz krzyzowa
fosforylacje licznych reszt tyrozynowych. Fosforylacja tyrozyny 1175 prowadzi do
aktywacji PLCy, ktora poprzez generowanie diacylogliceroli i fosforandw inozytoli oraz
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wzrost poziomu jonéw wapnia w komorce aktywuje kinazg biatkowa C. Wiekszos¢
receptoréw o aktywnosci kinazy tyrozynowej aktywuje biatka Ras z udziatem biatek
adaptorowych Shc i Grb2, jednak stymulacja VEGFR2 ligandem prowadzi do stosun-
kowo niewielkiego wzrostu ilosci kompleksu Ras-GTP w komorce. Inaktywacja biatek
Ras nie hamuje efektywnie syntezy DNA stymulowanej aktywacja VEGFR [95].
Aktywacja kaskady kinaz MAP (c-Raf/MEK/ERK) przez VEGFR2 zachodzi
Z udzialem PLCy 1 PKCp. Bardzo duze znaczenie dla funkcjonowania VEGFR2 ma
reszta tyrozyny 951. Fosforylacja Tyr951 pozwala na przylaczenie TSAd, bialtka
adaptorowego specyficznego dla komorek T, ktore asocjuje z kinazg Src uczestniczaca
w regulowaniu organizacji filamentow aktynowych oraz migracji komorek
endotelialnych stymulowanych VEGF-A [96].

Mechanizm aktywacji VEGFR1 i VEGFR3 jest identyczny, jednak szlaki
sygnalizacji wewnatrzkomorkowej aktywowane przez te receptory nie zostaly jeszcze
dogtebnie poznane.

Przewazajaca cze$¢ wiedzy na temat dzialania czynnikéw wzrostu §rédbtonka
naczyniowego oraz ich receptoréw pochodzi z badan nad komoérkami endotelialnymi
oraz stymulacjg parakrynng angiogenezy przez komorki nowotworowe. Pojawiaja si¢
jednak dowody na koekspresje¢ VEGF i VEGFR w pewnych typach komorek
nowotworowych oraz na ich wudzial w petli autokrynnej stymulacji wzrostu.
Zaobserwowano obecnos¢ VEGFR1, VEGFR2 jak i Nrp-1 na powierzchni komorek
nowotworowych trzustki [97], jelita grubego [98] komdrkach neuroblastomy [99] i raka
piersi [100]. Wykazano rowniez w wdoswiadczeniach na liniach ludzkich komorek raka
piersi MDA-MB-231 oraz MCF-7 antyapoptotyczny wplyw intrakrynnej sygnalizacji
z udziatem VEGF i VEGFRI1 [100]. Tsuchida R i wsp. wykazali, ze w hodowlach
komorek osteosarkomy (HOS), neuroblastomy (SK-N-BE2) oraz rabdomiosarkomy
(RH-4) traktowanych cisplatyng (CDDP) dochodzi do selekcji oraz przyspieszonego
wzrostu subpopulacji komorek o wysokiej tumorogennosci. We wszystkich trzech
liniach komoérkowych zaobserwowano zwigkszong pod wptywem CDDP ekspresje
VEGEF oraz receptora VEGFR1 (Flt1). Wykazano rowniez, ze zahamowanie aktywnosci
zarowno VEGFR1 jak i kinaz MAP (ERK1/2) prowadzi do zahamowania wzrostu
wyselekcjonowanych subpopulacji komorek [101]. W badaniach nad ustabilizowanymi
lintami komorkowymi gwiazdziakow, a takze probkami biopsji pobranych
od pacjentow z nowotworami gleju gwiazdzistego zaobserwowano powszechng

koekspresj¢ VEGF oraz VEGFR. Wykazano rowniez, ze autokrynna stymulacja
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proliferacji oraz przezywalnosci komoérek badanych glejakow z udzialem
VEGF/VEGFR2 zalezna jest od rownoczesnej aktywacji Szlakow sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej: c-RaffMEK/ERK, PLC/PKC i PI3K/Akt [102]. Komérki raka
piersi MCF-7, ktéore nabyly oporno$¢ na tamoxifen, cechuje podwyzszona
W poroéwnaniu z komoérkami wyjsciowymi ekspresja VEGF i1 VEGR2 czego wynikiem

jest zwigkszona aktywacja kinazy p38 [103].

1.4. Rak jelita grubego — metody leczenia.

Rak jelita grubego jest jednym z najczeSciej wystepujacych nowotworow
w krajach wysokorozwini¢tych. Pod wzglgdem liczby zachorowan, a takze liczby
powodowanych zgondw zajmuje czwarte miejsce na §wiecie (trzecie miejsce w krajach
wysokorozwinigtych) wsréd wszystkich typéw nowotwordéw. Zachorowalnos¢ na RJIG
w 2007 roku wynosita na $wiecie 1 167 020. Liczba zgonow osiggneta 597 967 [104].

Gléwnym sposobem leczenia nowotwordéw jelita grubego we wczesnych
stadiach rozwoju jest chirurgiczne usuni¢cie guza. W przypadku przerzutujacych
nowotworoOw wymagana jest dodatkowo chemioterapia. Szacuje si¢, ze odsetek
5-letnich przezy¢ pacjentow z rakiem jelita grubego w pierwszym stadium rozwoju
wynosi 91 %. W momencie, gdy nowotwor nacieka sasiadujace tkanki, organy i wezty
chlonne, odsetek 5-letnich przezy¢ spada do 70 %. W przypadku pacjentow
Z przerzutami nowotworu jelita grubego odsetek ten osigga co najwyzej 11 % [105],
a mediana czasu przezycia nieleczonych pacjentow wynosi 5-6 miesi¢cy [106]. Niestety
tylko 39 % przypadkow nowotworow jelita grubego jest diagnozowana w | stadium
choroby [107, 108].

5-fluorouracyl (5-FU), zsyntetyzowany i opatentowany w 1957 roku przez
Charles’a Heidelberger’a byl najskuteczniejszym farmaceutykiem w leczeniu
przerzutow raka jelita grubego na przestrzeni 40 lat. 5-FU w komorkach jest
przeksztatcany przez fosforylaz¢ tymidyny do monofosforanu fluorodeoksyurydyny,
ktory w obecno$ci zredukowanego folianu tworzy kompleks z syntazg tymidynowa.
Zahamowanie syntezy tymidyny prowadzi to do zaburzenia replikacji DNA i apoptozy
komérek nowotworowych [109]. Co prawda wykazano niewielki wzrost
przezywalno$ci pacjentow leczonych chirurgicznie, ktérym podawano dodatkowo
5-FU, w poréwnaniu z pacjentami poddawanymi tylko resekcji, jednak odsetek

pigcioletnich przezy¢ nie przekroczyt 15 % [110]. Leucovorin (kwas foliowy) jest
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bardzo czgsto stosowany w celu zwickszenia efektywnosci 5-fluorouracylu. Wzmacnia
on wigzanie monofosforanu fluorodeoksyurydyny do syntazy tymidynowej [109]. 5-FU
stosowany wraz z leucovorinem pozwolit zwigkszy¢ mediang czasu przezycia
pacjentéw z metastatycznym rakiem jelita grubego do okoto 1 roku [111, 112].

W ostatnich latach dokonano postepu w chemioterapii raka jelita grubego.
W 1996 roku wprowadzono do uzytku irinotecan, inhibitor topoizomerazy-I, a w 2004
roku oxaliplatyne [113]. Terapia kombinowana z zastosowaniem 5-fluorouracylu
I leucovorinu w potaczeniu z irinotecanem badz oxaliplatyng wydluzyta przezywalnosé
do 20 miesigcy [113, 114].

Kolejnym postgpem w leczeniu RJG bylo zastosowanie terapii celowanej.
Pierwszym lekiem tego typu, dopuszczonym do leczenia byt bevacizumab (Avastin™),
przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciw VEGF. Preparat ten okazal si¢
skuteczny w leczeniu metastatycznego raka jelita grubego. Zastosowanie bevacizumabu
w kombinacji z klasyczng chemioterapiag zwigkszato mediang czasu przezycia o
dodatkowe 5 miesiecy [115]. Cetuximab (Erbitux™), chimeryczne przeciwciato
monoklonalne skierowane przeciw receptorowi EGFR bylo drugim celowanym lekiem
dopuszczonym do uzytku klinicznego, (w lutym 2004 przez FDA, w czerwcu 2004
przez EMEA). Stosowany w kombinacji z irinotecanem w leczeniu przerzutujagcych
nowotworOw opornych na irinotecan, cetuximab wzmacnial efekt terapeutyczny
chemioterapii oraz spowalnial rozwdj choroby [116]. Najnowszym przeciwciatem
skierowanym przeciw receptorom EGFR jest panitumumab (Vectibix™), w pelni
ludzkie przeciwcialo monoklonalne. Preparat ten zostat dopuszczony przez FDA do
uzytku klinicznego w 2006 roku, w celu leczenia przerzutujacego raka jelita grubego
wykazujacego ekspresjc EGFR, w przypadku niepowodzenia standardowej
chemioterapii [109]. Obserwowane w badaniach klinicznych korzysci ze stosowania
bevacizuambu i cetuximabu, sktonity badaczy do sprawdzenia skuteczno$ci terapii
faczacej oba leki. Wstepne badania wykazaty pewien postep w pordwnaniu z wynikami
terapii z zastosowaniem cetuximabu lub cetuximabu z irinotecanem [117]. Prowadzone
na szersza skale badania pordéwnujace dzialanie terapii tgczacej capecitabine,
oksaliplatyne, bevacizumab z cetuximabem lub bez, wykazaty brak wptywu stosowania
cetuximabu na poprawe wskaznikow przezycia [118].

Wiele innych celowanych lekow przeciwnowotworowych tj. erlotinib, gefitinib
czy sunitinib jest analizowanych pod katem mozliwosci wspomagania oksaliplatyny,

irinotecanu czy fluoropirymidyn w terapii metastatycznego raka jelita grubego.
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Wigkszo$¢ tych preparatow jest we wcezesnych stadiach badan. Jedynym do tej pory
zwigzkiem w trzeciej fazie badan klinicznych jest vatalanib (PTK787/ZK 222584
okreslany czesto skrotem PTK/ZK), ktory jest drobnoczasteczkowym inhibitorem
angiogenezy. PTK/ZK hamuje aktywno$¢ wszystkich znanych do tej pory receptorow
VEGF (réwniez VEGFR3), w przeciwienstwie do bevacizumabu, ktéry hamuje tylko
receptory VEGFR1 i VEGFR2 [119].
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2. Cel pracy.
Celem niniejszej pracy byto:

1. sprawdzenie, czy w regulacji wzrostu komoérek LoVo moze uczestniczy¢

wiele autokrynnych petli wzrostowych,

2. ustalenie, czy zablokowanie sygnalu inicjowanego przez receptor
pojedynczego czynnika wzrostowego (IGF-I, VEGF) hamuje catkowicie

proliferacj¢ badanych komorek,

3. sprawdzenie wptywu inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR
1 VEGFR2 na wzrost 1 przezywalno$¢ komorek LoVo oraz pordéwnanie
efektu cytostatycznego i cytotoksycznego tyrfostinow AG1024 (inhibitor
receptora insulino-podobnego czynnika wzrostu i receptora insuliny) oraz
SU1498 (inhibitor receptora VEGFR2) do dobrze opisanego wplywu
inhibitorow EGFR na komorki LoVo,

4. porownanie wplywu badanych inhibitoréw na fosforylacje wybranych biatek
sygnatowych oraz na profil ekspresji gendw zaangazowanych w wybrane

szlaki sygnalizacyjne.
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3. Materialy i metody.
3.1. Materiaty.

3.1.1. Hodowle komorkowe.

. . ATCC (Ameri T Cult
Linia LoVo (CCL-229™) (American Type Culture

Collection)
Albumina bydlgca (BSA); Aminokwasy endogenne
(MEM-NEAA, MEM Non-Essential Amino Acid
Solution); EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy);
Selenian sodu (Na,SeO3); Transferyna; Trypsyna
1:250 z trzustki §winskiej SIGMA — ALDRICH, USA

Chlorek potasu (KCI); Chlorek sodu (NaCl);
Diwodorofosforan potasu (KH,POy,);
Wodoroortofosforan (V) disodu (Na;HPO,);
Diwodoroortofosforan (V) potasu (KH2PO,) POCH, Gliwice
DMEMY/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham); DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium); Penicylina;
Ptodowa surowica bydleca (Fetal Bovine Serum —
FBS); Streptomycyna PAA Laboratories GmbH, Austria
Bufory:
Buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS), pH 7,4:
e 144 g bezwodnego Na,HPO4, 0,24 g KH,PO,4, 0,2 g KCI i 8,0 g NaCl

rozpuszczano w wodzie dest., doprowadzono do pH = 7,4 1 dopetniano wodg
do 1000 ml

Naczynia hodowlane:

Butelki ptaskodenne o powierzchni 25 i 75 cm?, plytki 96, 24 i 6-dotkowe, probowki
wiréwkowe 50 ml, 15 ml i typu eppendorf szalki 60 x 15 mm zostaty wyprodukowane
przez firm¢ BD Biosciences, USA.

3.1.2. Aktywnos¢ cytostatyczna i cytotoksyczna tyrfostindéw.

2-propanol; Cytrynian sodu; Kwas cytrynowy;
Metanol; Kwas octowy POCH, Gliwice
Bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
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difenylotetrazolu (MTT); Dimetylosulfotlenek SIGMA - ALDRICH, USA
(DMSO); Fiolet krystaliczny; Roztwor Giemzy;

Hoechst 33258; Jodek propidyny; Tyrfostin A23;

Tyrfostin AG 1024; Tyrfostin SU1498

Etanol 96% i 99,8% bezwodny EUROCHEM BGD, Tarnéw
Bufory:

Odbarwiacz do fioletu krystalicznego (0,1 M bufor cytrynianowy w 50 % metanolu):
e 13,22 g kwasu cytrynowego i 10,88 g cytrynianu sodu rozpuszczono w 1 litrze
50 % metanolu

Utrwalacz Carnoy’a:

e 19 ml metanolu i 1 ml lodowatego kwasu octowego

3.1.3. Ocena ilosciowa czynnikéw wzrostowych.

Zestaw RayBio® Human (EGF, IGF-I, TGF-aq,
VEGF) ELISA Kit RayBiotech, Inc., USA

3.1.4. Cykl komodrkowy.

RNaza A SIGMA - ALDRICH, USA
Triton X-100 MP Biomedicals, USA

3.1.5. Mikromacierze.

Agaroza Electrophoresis Grade Ultra Pure AppliChem GmbH, Darmstadt
Bromek etydyny SIGMA — ALDRICH, USA
Glukoza; Kwas borowy POCH, Gliwice

RNeasy® Mini Kit QIAGEN, Niemcy

Woda do wstrzykiwan Fresenius Kabi, Kutno

Zestaw Oligo GEArray®, systemu Human Cancer SuperArray Bioscience Corporation,

Pathway Finder™ USA
Bufory:

TBE (Tris/Borate/EDTA, bufor do elektroforezy RNA), pH 7,5
e 89 mM Tris, 89 mM kwas borowy, 2 mM EDTA

17



Bufor obcigzajacy (6% stgzony):
e 25 mg blekitu bromofenolowego, 4 g glukozy rozpuszczono w 10 ml wody
destylowanej

3.1.6. Fosforylacja biatek.

Azydek sodu (NaNj3); Formaldehyd 36,5 %;

Nadtlenek wodoru (H,0,) SIGMA — ALDRICH, USA
Zestaw CASE™ (Cellular Activation of Signaling

ELISA) dla AKT, EGFR, ERK1/2, p53, Src,

STAT3 SABiosciences Corporation, USA,

3.1.7. Odczynniki, bufory i zele do western blottingu.

Acrylamid (30 %) mieszanina 29:1 (28,5 %
akrylamid, 1,5 % bis-akrylamid); Nadsiarczan
amonu APS (ammonium persulfate); TEMED AppliChem GmbH, Darmstadt
Aprotynina; Kwas bis-cynchoninowy (BCA);
Leupeptyna; Marker biatkowy, barwiony (MW

27 000 — 180 000); Monoklonalne przeciwciato
mysie skierowane przeciwko AKT; Monoklonalne
przeciwciato mysie skierowane przeciwko ERK1/2;
Monoklonalne przeciwciato mysie skierowane
przeciwko GAPDH; Monoklonalne przeciwciato
mysie skierowane przeciwko p53; Przeciwciato
kozie skierowane przeciwko 1gG mysiemu
sprzgzone z peroksydazg chrzanows; Tris (tri-

hydroksymetylo aminometan); B-merkaptoetanol SIGMA — ALDRICH, USA

Blekit bromofenolowy; Dodecylosiarczan sodu
(SDS); Fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF);
Glicyna; Glicerol; Kwas etylenoglikol-O-O'-bis(2-
aminoetyl)-N,N,N',N' tetraoctowy (EGTA);

Ortowanadan sodu (NazVO,) ; Tween 20 BioShop, Kanada
n-Butanol POCH, Gliwice
Klisza rentgenowska AGFA, Belgia
Membrana do transferu Immobilon® - P Millipore, USA
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Papier Whatman Whatman International, Wielka Brytania

Siarczan miedzi (CuSQOy) POCH, Gliwice
Zestaw Immun - Star™ HRP Substrate Kit Bio-Rad, USA
Bufory:

Bufor obcigzajacy (2% stezony):
e 125 mM Tris, pH 6,8 zawierajacy 4 % SDS, 10% p-merkaptoetanol,
20 % glicerol i 0,004 % btekit bromofenolowy

TBS (Tris-buffered saline), pH 7,6:
e (20 mM Tris, 137 mM NacCl) 2,42 g Tris i 8 g NaCl rozpuszczano w 900 ml
wody destylowanej, ustalono pH 1 dopetlniano wodg dest. do 1000 ml.

0,1 % TBS — Tweed:

e 0,1 ml Tween 20 rozpuszczano w 100 ml buforu TBS.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8:
e 0,055 g Tris rozpuszczano w 80 ml wody dest., ustalono pH i dopetniono woda
do 100 ml.

Bufor do elektroforezy pH 8,3 (5 x stezony):
e (25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1 % w/o SDS) - 15,15 g Tris, 72 g glicyny
15 g SDS rozpuszczano w 1000 ml wody destylowanej, przed uzyciem bufor

rozcienczano pieciokrotnie.

Bufor do transferu, pH 8,3 (4 x st¢zony):
e (16 mM Tris, 120 mM glicyna) - 11,9 g Tris i 56,25 g glicyny rozpuszczano

w 1000 ml wody destylowanej, przed uzyciem rozcienczano bufor czterokrotnie.
Bufor do zelu rozwijajacego pH 8,8 (4 x stezony):
e (1,5mM Tris, 0,4 % w/o SDS) - 181,6 g Tris i 4 g SDS rozpuszczano w 900 ml

wody destylowanej, ustalano pH i1 dopetniano do 1000 ml woda destylowane;.
Bufor do zelu zageszczajacego pH 6,8 (4 X stezony):
e (0,5 mM Tris, 0,4 % w/o SDS) - 60 g Tris i 4 g SDS rozpuszczano w 900 ml
wody destylowanej, ustalano pH i dopetniano do 1000 ml woda destylowane;.
Zele:

Zel rozdzielajacy 12 %:
e Mieszano: 4 ml akrylamidu 30 % (mieszanina 29:1 28,5 % akrylamid i 1,5 %
bis-akrylamid), 2,5 ml buforu do zelu rozdzielajacego, 90 ul APS, 6 ul TEMED
i 3,404 ml wody destylowanej.
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Zel zageszczajacy 5 %:
e Mieszano: 1 ml akrylamidu, 1,5 ml buforu do zelu zageszczajacego, 50 ul APS,
3 Wl TEMED i 3,447 ml wody destylowanej.

3.2. Hodowla komodrek nowotworowych jelita grubego linii
LoVo.

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono na ludzkiej linii nowotworowej
komorek jelita grubego LoVo. Zostata ona wyprowadzona w 1976 roku przez B.
Drewinko z przerzutu w lewym nadobojczykowym regionie, od 56-letniego pacjenta
z histologicznie zdiagnozowanym nowotworem jelita grubego. Charakteryzuje si¢ ona
aneuploidalnym kariotypem. Liczba chromosoméw metafazowych zawiera si¢
w zakresie 48 do 51, a najczegsciej wynosi 49. W wielu komoérkach zaobserwowano
nieprawidtowosci kariotypu w postaci zmienionego chromosomu A2 oraz dodatkowego
elementu morfologicznie podobnego do chromosomu B. Komdrki w fazie wzrostu
eksponencjalnego produkuja okolo 54 ng antygenu karcinoembrionalnego na milion
komorek. Sredni czas podwojenia wynosi 37 godzin, natomiast czas generacji wynosi
30 godzin. Poszczegblne fazy cyklu komoérkowego trwaja odpowiednio: faza Gi:
7 godzin, faza S: 18 godzin, faza G,: 5 godzin [120].

Hodowle komoérek LoVo prowadzono w pozywce DMEM wzbogaconej 10%
ptodowa surowicg bydleca (FBS) oraz penicyling (100 I.U./ml) i streptomycyng (100
mg/ml) w plaskodennych butelkach typu Falcon o powierzchni 25 i 75 cm?
w atmosferze nasyconej parag wodng z dodatkiem 5% CO,, w temperaturze 37°C. Pasaz

komorek przeprowadzano dwa razy w tygodniu uzywajac 0,05% roztworu trypsyny
z0,5mM EDTA w PBS.

3.3. Inhibitory receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR i
VEGFR2 oraz EGFR - tyrfostiny AG1024, SU1498 i A23.

W niniejszej pracy skupiono si¢ na trzech potencjalnych drogach mitogennej
stymulacji komoérek LoVo z udzialem receptoréw: EGFR, IGFIR i1 VEGFR2.
Udokumentowana do$wiadczalnie [121-124] sygnalizacja mitogenna przez receptor
EGFR zostala przedstawiona jako odniesienie do badanych drég inicjowanych
receptorem IGFIR i receptorem VEGFR2.

W celu hamowania aktywnos$ci badanych receptoréw zastosowano inhibitory

swoiste dla ich kinaz tyrozynowych, tyrfostiny A23, AG1024 i SU1498. Strukture tych
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zwigzkow przedstawia Rysunek 6. Zaden z uzytych inhibitoréw nie jest calkowicie
selektywny, jednak kazdy z nich posiada znacznie wigksze powinowactwo do okre-

slonego receptora o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej niz do innych ukladoéw enzyma-

CH
N HaC 3
CN
X X
HsC
CN CN
HO HO
OH Br

Tyrfostin A23 Tyrfostin AG1024

tycznych.

CH,

0
HoC NH
CN
HO

Tyrfostin SU1498
H,C CH,

Rysunek 6. Struktura tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498.

Tyrfostin A23 (3,4-dihydroksybenzylidenomalononitryl), okreslany takze jako:
tyrfostin 23, tyrfostin AG18, tyrfostin A1, chociaz posiada szerokie spektrum dziatania
(m.in. hamuje: aktywno$¢ GTPazowa transducyny i aktywacj¢ kinaz MAP, a stymuluje
sekrecje hormonow sterydowych z komorek adrenokortykalnych) [125] to najsil-
niejszym dzialaniem jest inhibicja kinazy tyrozynowej receptora EGF [126]. Podobnie
tyrfostin SU1498, ktory jest silnym inhibitorem kinazy receptora VEGFR2 (ICs
wynosi 700 nM) posiada takze, ale znacznie stabsza aktywno$¢ hamowania kinaz
receptorow PDGF, EGFR i ErbB2 [127, 128]. Tyrfostin SU1498 w stezeniu 5 uM
selektywnie hamuje stymulowang VEGF-A 145 autofosforylacj¢ receptora VEGFR2, nie
wywiera natomiast wplywu na stopien ufosforylowania VEGFR1 [129]. Inhibicja
przekazu sygnatu przez receptor VEGF skutkuje zahamowaniem procesu angiogenezy,
zarobwno in vitro jak i in vivo [130]. Sygnat przekazywany przez VEGFR2 jest
wzmacniany przez interakcje z integrynami, co ma znaczenie w roznych procesach
fizjologicznych w tym w angiogenezie [131]. Podanie SU1498 myszom z indukowang
chemicznie astmg wykazuje silne dziatanie terapeutyczne [132]. Nieco odmienna jest
sytuacja w przypadku tyrfostinu AG1024 (3-bromo-5-t-butyl-4-

hydroksybenzylidenomalonitryl). Inhibitor ten hamuje zaréwno kinaz¢ receptora IGF-I
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jak i insuliny [133]. Ale takze i w tym przypadku réznice w sile dziatania sg istotne.
Tyrfostin ten hamuje autofosforylacje IGFIR przy ICsp = 7 £ 2 uM, a autofosforylacje
receptora insuliny przy ICsp = 57 + 5 uM. AG1024 hamuje proliferacje i stymuluje
apoptoz¢ ludzkich komoérek nowotworowych m.in. raka piersi (MCF-7),
drobnokomdrkowego i niedrobno-komorkowego raka ptuc [134, 135]. Wykazano, ze
stymuluje synteze biatek p21, p53 i Bax a hamuje ekspresje biatka Bcl-2 i obniza
fosforylacje kinazy Akt w komorkach raka piersi [136, 137], a ponadto stymuluje
degradacje ufosforylowanej formy biatka retinoblastomy i przywraca jego funkcje

supresyjng w komorkach czerniaka [137].

3.4. Ocena zaleznego od przyczepienia do podioza wzrostu
komorek LoVo.

Poniewaz wszystkie metody okre$lania liczby komorek w hodowli obarczone sa
mniejszym lub wigkszym biedem, w celu jego zminimalizowania uzyto dwdch réznych

metod kolorymetrycznych.

3.4.1. Metoda barwienia fioletem krystalicznym.

Fiolet krystaliczny jest barwnikiem zasadowym barwigcym jadra komorek
zarowno zywych jak 1 martwych. Zastosowano w niniejszej pracy metode
zmodyfikowang przez Gillies’a 1 wspotpracownikow, w ktorej jedynie komorki zywe
ulegaja wybarwieniu pozostajac przyczepione do podtoza, natomiast martwe zostaja
usuni¢te wraz z medium hodowlanym [138].

Komoérki linii LoVo zawieszano w plynie hodowlanym (DMEM + 10 % FBS)
I w objetosci 0,2 ml wysiewano na ptytki 96- dotkowe w ilo$ci 5 lub 10 tys./studzienke.
Po 24 godzinach hodowli pozywke usuwano, zast¢pujac ja bezsurowiczym ptynem
zdefiniowanym DMEM/F12 zawierajacym albumine 0,5 mg/ml, transferyn¢ 5 pg/ml
I Na;SeO3 2 ng/ml (DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach plyn zdefiniowany
wymieniano na roztwory tyrfostinow, w tymze medium, w 1l3acznej objetosci
0,2 ml/studzienke. Jednoczes$nie przygotowywano kontrolg, ktorg stanowily komorki
hodowane w analogicznych warunkach w samym ptynie zdefiniowanym. Wykonywano
rowniez barwienie fioletem krystalicznym, w celu okreslenia poczatkowej gestosci
hodowli w kazdym eksperymencie (Dg). Po inkubacji trwajacej od 24 do 72 godzin,

komorki utrwalano 80% metanolem (0,15 ml/studzienke) przez 30 minut, suszono

22



po wcze$niejszym usunigciu  metanolu i barwiono 0,5% roztworem fioletu
krystalicznego, dodanym w objetosci 50 pl/studzienke przez 2 minuty. Po usunigciu
barwnika i przeptukaniu ptytek woda, dodawano roztwor odbarwiacza w objetosci 0,15
ml/studzienk¢ na 30 minut, a nastepnie dokonywano pomiaru absorbancji przy dlugosci

fali 540 nm, przy uzyciu czytnika ptytek Spectra Fluor Plus firmy Tecan.

3.4.2. Test MTT.

MTT jest to nierozpuszczalna w wodzie sél tetrazolowa o zottym zabarwieniu,
pobierana przez zywe komorki na drodze pinocytozy, a nastgpnie redukowana w ich
aktywnych mitochondriach przez reduktazg¢ bursztynylo-tetrazolowa do purpurowego
nierozpuszczalnego w wodzie formazonu i akumulowana w postaci krysztatkow [139].

Komoérki linii LoVo zawieszono w ptynie hodowlanym i w objetosci 0,2 ml
wysiewano na ptytki 96-dotkowe w ilosci 5 lub 10 tys./studzienke. Po 24 godzinach
hodowli pozywke usuwano, zastepujac ja ptynem bezsurowiczym. Po kolejnych
24 godzinach okreslano poczatkowa gestos¢ hodowli. W tym celu medium w czesci
probek wymieniano na roztwor MTT (0,5 mg/ml) w ptynie zdefiniowanym, w obj¢tosci
0,15 ml/studzienke. Po 3 godzinach inkubacji usuwano roztwér MTT i ekstrahowano
powstaly formazon stezonym alkoholem izopropylowym. Pomiaru absorbancji
dokonywano przy dtugoséci fali 570 nm przy uzyciu czytnika ptytek Spectra Fluor Plus
firmy Tecan.

Na pozostatych plytkach 96-dotkowych ptyn zdefiniowany wymieniano
naroztwory badanych inhibitorow, w tymze medium, w l3cznej objetosci
0,2 ml/studzienke. Jednoczes$nie przygotowywano kontrolg, ktorg stanowily komorki
hodowane w analogicznych warunkach w samym ptynie zdefiniowanym. Nastepnie
komdrki inkubowano z badanymi tyrfostinami przez 24, 48 i 72 godziny, wykonujgc

dla kazdego z czasow test MTT.

3.4.3. Standaryzacja metod pomiarowych.

Tempo proliferacji komérek LoVo oceniano dwoma niezaleznymi metodami:
barwieniem fioletem krystalicznym i testem MTT. Dla obu metod sporzadzono krzywe

kalibracyjne, ktore zostaty wykorzystane w dalszej czg$ci pracy.
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a.) Test MTT.

Komoérki linii LoVo wysiano na ptytke 96-dotkowa w ilosci od 0 do 150 tysiecy
na studzienke. Po catonocnej inkubacji w temp 37°C wykonano barwienie MTT zgodnie
z procedurg przedstawiona w rozdziale 3.4.2. Srednie wartosci absorbancji dla poszcze-
golnych gestosci komorek przy diugosci fali 570 nm przedstawiono na rysunku 7.

Absorbancja probki w tescie MTT byta wprost proporcjonalna do ilosci
komorek, w zakresie gestosci do 125 tys. komorek na 1 studzienke plytki 96-dotkowe;.
Dla wyzszych gestosci obserwowano odchylenie od zaleznosci liniowej zwigzane
z utrudnionym przyczepianiem si¢ komorek do podtoza oraz z tworzeniem wielowarstw

utrudniajgcych dyfuzje sktadnikéw odzywcezych z pozywki oraz samego MTT.

Krzywa kalibracyjna MTT yd
124 Model: Line y
’ Equation: y = A+ B* //
Weighting: /
11y  Ststcal % .
104 | chromor  =000493 /
RY2 = 098726 )
A 007782 +0,01486 -
084 [ B  o000772 +0,00039 /j
£ //
2064 P
< !//
04 e
] n_
o
0,2 7
»
-I
) 7 —
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Liczba komorek [tys/dolek]

Rysunek 7. Zaleznos$¢ $redniej warto$ci absorbancji (w tescie MTT) od ilosci komorek
przypadajacej na jedna studzienke ptytki 96-dotkowej. Czerwona liniag zaznaczono
dopasowang funkcje liniowa.

Gestosci poczatkowe zostaly dobrane tak, aby komorki w trakcie diuzszej
inkubacji nie osiggalty maksymalnego zageszczenia, a absorbancja probek zawierata si¢
w linlowym zakresie. W zwigzku z tym w cze$ci obliczen mozna bylo zastosowac
srednie wartosci absorbancji poszczegolnych probek bez koniecznos$ci przeliczania ich
na ilo$¢ komorek.

Na podstawie powyzszych danych wyznaczono zalezno$¢ pozwalajaca
na oszacowanie liczby komorek przypadajacej na jeden dolek ptytki 96-dotkowe;j

W oparciu o pomiar absorbancji w tescie MTT. Opisana jest ona wzorem:
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N = As7onm —0,07782
0,00772
gdzie:
N — liczba komérek LoVo, w tysigcach,
As70nm— $rednia absorbancja probki przy dtugosci fali 570 nm.

Dopasowana funkcja liniowa nie przechodzi przez poczatek ukladu
wspotrzednych. Dla probki nie zawierajacej komorek absorbancja wynosi okoto 0,08.
Zastosowane w dalszej cze$ci pracy metody obliczeniowe pozwalaja zastosowaé
bezposrednio $rednie wartosci absorbancji bez koniecznosci uwzgledniania absorbancji
tha.

b.) Barwienie fioletem krystalicznym.

Komorki nowotworowe jelita grubego LoVo zostaly wysiane na ptytke
96-dotkowa w ilosci od 0 do 150 tysiecy na studzienke, a nastepnie inkubowano je
przez noc w temp 37°C pozwalajac im przyczepi¢ si¢ do podioza. Po uplywie
wymaganego czasu wykonano barwienie fioletem krystalicznym. Opis metody
przedstawiono w rozdziale 3.4.1. Srednie wartosci absorbancji dla poszczegdlnych

gestosci komorek przedstawiono na rysunku 8.

2,2
1 | Krzywa kalibracyjna CV
204 Model: Line
’ Equation: y = A+ B*x i
Weighting:

18|y  Statistical

16 | crirzboF  =000003
: RY = 098702

144 | A 0.09084 +0.02674
1B 001314 +0,00062

100 120 140 160
Liczba komdrek [tys/dolek]

Rysunek 8. Zalezno$¢ $redniej wartosci absorbancji komoérek barwionych fioletem
krystalicznym od ich ilosci przypadajacej na jedna studzienke plytki 96-dotkowe;j.
Czerwona linig zaznaczono dopasowang funkcje liniowa.
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Powyzszy wykres wskazuje na liniowa zaleznos$¢ absorbancji od ilo$ci komorek
w probce, nawet dla duzych gestosci hodowli, dlatego w dalszej cze$ci pracy
do obliczen zahamowania wzrostu zastosowano bezposrednio S$rednie wartoSci
absorbancji poszczegolnych prébek.

Wyznaczona dla komoérek LoVo zalezno$¢ pozwalajaca na oszacowanie gestosci
hodowli w oparciu o pomiar absorbancji w metodzie barwienia fioletem krystalicznym,

opisana jest wzorem:

N Asaonn —0,09084
0,01314

gdzie:
N - liczba komorek LoVo, w tysigcach, przypadajaca na jeden dotek plytki
96-dotkowe;,

Assonm— $rednia absorbancja probki przy dtugosci fali 540 nm.

3.4.4. Wyznaczanie dawki potowicznego zahamowania wzrostu
(ICs0)-

Wyniki pomiaréw absorbancji wykorzystano do wyliczenia procentu przyrostu

liczby komérek wzgledem kontroli, korzystajac z ponizszego wzoru:

AR 1000
Ak — Ao

gdzie:

Ao- $rednia absorbancja dla dnia zerowego w danym ekperymencie,

Ac - $rednia absorbancja kontroli negatywnej w danym eksperymencie,

A - $rednia absorbancja i-tego pomiaru dla okreslonego st¢zenia tyrfostinu.

Dla przeksztalconych w ten sposob danych w pojedynczym doswiadczeniu
srednia warto$¢ H dla kontroli wynosi 100%, a dla dnia zerowego réwna jest 0%.
Opracowane w powyzszy sposob wyniki czterech niezaleznych eksperymentow (dwa
z zastosowaniem CV i dwa z MTT) uSredniono. Do uzyskanych danych dopasowano
trzy modele matematyczne =zaleznosci efektu od dawki tyrfostinu. Najlepsze

dopasowania krzywych do danych eksperymentalnych uzyskano dla modelu

logistycznego, opisanego réwnaniem: y = A, + (A, - AZ)/[1+ (x/ xo)pJ
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3.5. llosciowe oznaczenie wybranych czynnikéw wzrostowych
w medium kondycjonowanym komorek LoVo.

W celu oceny ilosci produkowanych przez komorki LoVo wybranych
czynnikdw wzrostowych stosowano zestawy RayBio® Human (EGF, VEGF, IGF-I
I TGF-0) ELISA Kit firmy RayBiotech, Inc. oparte na technice ,,sandwich ELISA”
(ELISA kanapkowa). Stosuje si¢ w niej ptytki oplaszczone przeciwciatami
specyficznymi dla badanego czynnika. Na plytki dodaje si¢ badane medium, a po inku-
bacji 1 odptukaniu dotkow uzywa si¢ biotynylowanego przeciwciata skierowanego
przeciw badanemu czynnikowi. Wykorzystujac silne oddziatywania biotyna—
streptawidyna stosuje si¢ enzym skoniugowany ze strepawidyng. Koncowym etapem
procedury jest dodanie substratu dla enzymu. Po zatrzymaniu reakcji odczytuje si¢
absorbanc;je.

Procedurg prowadzano zgodnie za zalagczonym przez producenta protokotem.
Komorki linii LoVo wysiewano na ptytki 24-dotkowe w ilosci 100 tys./ml (dla hodowli
24 godzinnej) 1 75 tys./ml (dla hodowli 48 godzinnej) w objetosci 0,8 ml w medium
hodowlanym DMEM + 10 % FBS. Po 24 godzinach ptyn zamieniano na DMEM/F12+
i inkubowano prze kolejne 24 godziny. Po czasie medium zmieniano jak poprzednio i
inkubowano komorki przez 24 godziny (dla TGF-a, EGF, VEGF i IGF-1) i dodatkowo
48 godzin dla (EGF, VEGF i IGF-1) . Dla kazdego z badanych czynnikow wzrostowych
sporzadzano krzywe kalibracyjne (Rysunek 9) aby moc ilosciowo oceni¢ poziom
produkowanych przez komérki czynnikow wzrostowych.

Na ptytki 96-dotkowe optlaszczone specyficznymi przeciwcialami (anty-EGF,
anty-VEGF, anty-IGF-1 i anty-TGF-a) naktadano seryjne rozcienczenia zataczonych
standardow jak rowniez media hodowlane znad komorek i inkubowano przez noc
w 4 °C delikatnie mieszajac. Po odplukaniu, ptytki inkubowano z biotynylowanymi
przeciwcialami 2 godziny w temperaturze pokojowej delikatnie mieszajac.
Po odptukaniu przeciwciat dodawano roztwér streptawidyny ze skoniugownym
enzymem (peroksydaza chrzanowg). Po 45 minutach enzym odptukano i dodano
substrat TMB (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyne). Reakcj¢ zatrzymywano po 10 minutach
i odczytywano absorbancje przy A = 450 nM. Dodatkowo trypsynizowano komorki
rosnace na plytkach 24-dotkowych i liczono je w komorze Biirkera, aby skorelowac

poziom wyprodukowanych czynnikéw wzrostowych z iloscig komorek.
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Rysunek 9. Krzywe kalibracyjne stuzace do oceny stgzenia czynnikow wzrostowych
(IGF-I, EGF, VEGF i TGF-a) obecnych w medium hodowlanym wyznaczone metoda
ELISA.

3.5.1. Ocena wplywu tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 na
produkcje TGF-a przez komoérki LoVo.

W celu oceny wptywu badanych tyrfostiow na produkcje TGF-a zastosowano
zestaw RayBio® Human TGF-alpha ELISA Kit firmy RayBiotech, Inc. Komorki linii
LoVo wysiewano na ptytki 24-dotkowe w ilosci 100 tys./ml w objetosci 0,8 ml
w medium hodowlanym DMEM + 10 % FBS. Po 24 godzinach ptyn zamieniano na
DMEM/F12+ iinkubowano przez kolejne 24 godziny. Po tym czasie medium
zmieniano na roztwory tyrfostinow w DMEM/F12+ (AG1024 i SU1498 w stezeniu
10 uM oraz A23 w stezeniu 80 uM), a dla probek kontrolnych na samo medium
I inkubowano przez 24 godziny. W dalszych etapach postgpowano identycznie
jak to opisano w rozdziale 3.5.
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3.6. Barwienie roztworem Giemsy.

W celu okreslenia cytotoksycznego wptywu badanych inhibitorow na komorki
LoVo, dokonywano w mikroskopie $wietlnym oceny morfologicznej jader badanych
komorek poddanych barwieniu roztworem Giemsy.

Komorki LoVo zawieszano w ptynie hodowlanym (DMEM, 10 % FBS)
I wobjetosci 0,8 ml wysiewano na plytki 24-dotkowe w ilosci 40 tys./studzienke.
Po 24 godzinach hodowli pozywke usuwano, zastgpujac ja pltynem bezsurowiczym
(DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach plyn zdefiniowany wymieniano
naroztwory badanych inhibitorow, w tymze medium, w I3acznej objetosci
0,8 ml/studzienk¢ i w 4 powtdrzeniach dla kazdego badanego zwigzku. Jednocze$nie
przygotowywano kontrole negatywna, ktorag stanowitly komodrki hodowane
w analogicznych warunkach w samym ptynie zdefiniowanym, oraz kontrole pozytywnag
— komorki hodowane w pozywce z dodatkiem taksolu o st¢zeniu 20 nM, w obu
przypadkach rowniez po 4 studzienek. Po 24- lub 48-godzinnej inkubacji usuwano pltyn
hodowlany. Nastepnie komorki utrwalano przez 5 minut z zastosowaniem 0,5 ml
utrwalacza Carnoy’a (metanol : kwas octowy, 20 : 1). Po usunigciu mieszaniny
metanolu 1 kwasu octowego, plytki suszono na powietrzu w temperaturze pokojowej,
a nastgpnie wybarwiano przez 60 minut roztworem Giemzy. Pozostato$ci roztworu
barwigcego odplukiwano woda destylowang. Po osuszeniu ptytki wykonywano zdjecia
w mikroskopie $wietlnym Olympus I1X50 przy 20-krotnym powigkszeniu obiektywu,
z zastosowaniem aparatu cyfrowego Nikon D5000.

Dos$wiadczenie powtorzono trzykrotnie. Na zdjgciach zidentyfikowano
I policzono komorki zywe oraz te, ktorych jadra wykazywaty zmiany morfologiczne
charakterystyczne dla apoptozy. Wyniki usredniono i przedstawiono jako procentowy

udziat komorek zywych 1 apoptotycznych.

3.7. Barwienie réznicowe Hoechst 33258/jodek propidyny.

Hoechst 33258 to bisbenzimidowy barwnik, ktéry wiaze si¢ do mniejszej bruzdy
czasteczek DNA, wykazuje wtedy fluorescencje o maksimum wzbudzenia przy
dtugosci fali ok. 350 nm, oraz maksimum emisji przy ok. 460 nm. Przenika przez btong
komorkowa 1 barwi jadra komoérek na kolor niebieski, przy czym skondensowana
chromatyna komorek apoptotycznych daje duzo intensywniejszy sygnat od chromatyny

komorek zywych.
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Jodek propidyny to barwnik dodatnio natadowany w pH fizjologicznym. Bardzo
stabo przenika przez nieuszkodzong bton¢ komoérkows, dodatkowo jest skutecznie
usuwany z cytoplazmy komorek zywych. Interkaluje pomigdzy zasady azotowe
w DNA, nastgpuje wtedy 20- 30-krotne wzmocnienie fluorescencji. Maksimum
absorbancji obserwuje si¢ dla §wiatla o dtugosci fali 535 nm, a maksimum emisji
dla617 nm. Barwi jadra komoérek martwych, o uszkodzonej btonie komdrkowej,
na kolor czerwony.

Komorki LoVo zawieszano w ptynie hodowlanym (DMEM, 10 % FBS)
I W objetosci 0,45 ml wysiewano na ptytki 48-dotkowe w ilosci 25 tys./studzienke.
Po 24 godzinach hodowli pozywke usuwano, zastgpujac ja ptynem bezsurowiczym
(DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach ptyn zdefiniowany wymieniano
naroztwory badanych inhibitorow, w tymze medium, w I3acznej objetosci
0,45 ml/studzienke i w 6 powtdrzeniach dla kazdego badanego zwiagzku. Jednocze$nie
przygotowywano kontrole negatywna, ktorg stanowitly komodrki hodowane
W analogicznych warunkach w samym ptynie zdefiniowanym, oraz kontrole pozytywna
— komorki hodowane w pozywce z dodatkiem taksolu o stgzeniu 20 nM, w obu
przypadkach réwniez po 6 studzienek. Po 24- lub 48-godzinnej inkubacji do hodowli
dodawano barwniki fluorescencyjne: Hoechst 33258 (30 min przed pomiarem) i jodek
propidyny (5 min przed pomiarem), w ilosciach takich aby ich koncowe st¢zenia
wynosity odpowiednio 5 pg/ml i 1 pg/ml. Dla kazdej probki wykonywano zdjecie
w mikroskopie fluorescencyjnym, w losowo wybranym obszarze studzienki, przy
zastosowanie dwoch roznych filtrow wzbudzenia. Pierwszy umozliwial wzbudzenie
fluorescencji obu barwnikéw, przy zastosowaniu drugiego mozliwe bylo selektywne
wzbudzenie tylko jodku propidyny. Komoérki wybarwione na obu zdje¢ciach uznawano
za martwe. Komorki z jadrem fluoryzujacym wylacznie na niebiesko uznawano
za zywe, natomiast komorki, w ktorych jadro bylo pofragmentowane i $wiecito
intensywnie na niebiesko, za apoptotyczne.

Doswiadczenie wykonano trzykrotnie. W sumie zebrano po 12 zdje¢ dla
kazdego czasu inkubacji 1 kazdego inhibitora oraz jego st¢zenia. Na kazdym zdjeciu
policzono komoérki zywe, apoptotyczne oraz martwe, a nastepnie wyliczono ich udziat
procentowy. Suma wszystkich zliczonych komérek na pojedynczym obrazie
mikroskopowym zawierata si¢ w zakresie 100-700. Usredniono procentowy udziat

komorek zywych, apoptotycznych i martwych dla kazdej serii 12 zdjec.
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3.8. Badanie faz cyklu komoérkowego metoda cytometrii
przeptywowej.

Cytometria przeptywowa to metoda, ktora polega na pomiarze i analizie sygnatu
generowanego przez czastki przeplywajace w strumieniu cieczy przez wigzke Swiatta
[140]. Obiektami badanymi z uzyciem tej metody mogg by¢ m.in.: komorki
eukariotyczne, agregaty komdrek (np. wysepki trzustkowe), organelle komorkowe (np.

mitochondria), bakterie, liposomy, wirusy, a nawet pojedyncze czasteczki biatek [141].

Rozproszenie 15-150°

Rozproszenie 0,5-5°
Wiazka
I

Swiatta

~———— Absorbancja

Fluorescencja

Rysunek 10. Oddziatywanie wiazki §wiatta z komorka eukariotyczna.

W wyniku oddziatywania $wiatta z badanymi obiektami generowanych jest
szereg sygnalow, ktore moga by¢ mierzone z zastosowaniem cytometru
przeptywowego. Zjawiska fizyczne zachodzace przy oswietlaniu wigzka $wiatla
drobnych obiektdéw, wykorzystywane w tej metodzie to m.in. absorbancja, rozpraszanie
Swiatta oraz emisja fluorescencji. Interakcj¢ wiazki $wiatta z komorka eukariotyczna
przedstawia rysunek 10 [141].

Pomiar 1 analiza powyzszych oddziatywan pozwala scharakteryzowac obiekty
badane z uzyciem cytometrii przeptywowej. Przyktadowo ilos¢ $wiatta rozpraszanego
pod duzym katem tj. 15°-150° (SSC) wzrasta wraz z zawarto$cig ziarnistosci
w cytoplazmie komorki oraz pofaldowaniem jej powierzchni. Rozproszenie $wiatta
pod niewielkim katem tj. 0,5°-5° (FSC) zalezne jest natomiast od rozmiaréw badanego

obiektu. Z kolei intensywnos$¢ fluorescencji jest proporcjonalna do zawarto$ci
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naturalnych fluorochroméw lub znacznikéw fluorescencyjnych wprowadzonych
sztucznie do komorki [141].

Jednym z najwcze$niejszych zastosowan cytometrii przeptywowej byt pomiar
zawartosci DNA w komorkach. Metoda ta opiera si¢ na stechiometrycznym wigzaniu
barwnikéw fluorescencyjnych do kwaséow nukleinowych. TIlo$¢ zwigzanego
fluorochromu jest wprost proporcjonalna do zawartosci DNA. Byla to pierwsza metoda
szybkiej identyfikacji faz cyklu komérkowego, innych niz mitoza [142].

Teoretycznie komorki w fazie G,/M wykazuja intensywnos¢ fluorescencji
dwukrotnie wyzsza od komoérek w fazie G;. Komdrki w fazie syntezy DNA
charakteryzuja si¢ intensywno$cig fluorescencji w zakresie pomiedzy warto$ciami
cechujacymi komoérki w fazach G; i G,/M. Schemat cyklu komorkowego oraz
histogramoéw zawartosci DNA z zaznaczonymi obszarami charakterystycznymi
dla poszczeg6lnych faz cyklu przedstawia rysunek 11.

Dzigki zastosowaniu specjalistycznego programowania np. FCS Express
czy Cell Quest, z zaimplementowanymi odpowiednimi modelami matematycznymi
opisujagcymi rozktad ilosci DNA, mozna oszacowac ilos¢ komorek w poszczegolnych

fazach cyklu komorkowego.

Rysunek 11. Cykl komérkowy wraz z histogramami zawarto§ci DNA odpowiadajacymi
jego poszczegdlnym fazom.

W doswiadczeniach wykonanych przez mnie komoérki wysiewano na szalki
60 mm w ilosci po 750 tysigcy (125 tys/ml) w medium hodowlanym (DMEM,
10% FBS). Po 24 godz. zmieniono ptyn na bezsurowiczcy DMEM/F12+. Po kolejnych
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24 godzinach ptyn zdefiniowany wymieniano na roztwory tyrfostinow (A23 40 uM
180 uM, AG1024 4 uM 1 10 uM 1 SU1498 4 uM i 10 uM), w tym samym medium,
W tacznej objetosci 5 ml/szalke. Kontrole stanowity komoérki hodowane
w analogicznych warunkach w samym ptynie zdefiniowanym DMEM/F12+. Komorki
inkubowano 30 i 48 godzin. Nastepnie komorki trypsynizowano i wirowano (7 minut,
280 g) lacznie z zebranym wcze$niej medium hodowlanym. Zlewano supernatant
i zawieszono komérki w 0,5 ml zimnego PBS bez Ca** i Mg®*. Do probéwek z 4,5 ml
zimnego 70% etanolu (z zamrazarki) dodawano powoli zawiesing komorek 1 utrwalano
przez 2 godziny w temp. 4°C. Nastepnie komoérki wirowano (7 minut, 280g), zlewano
alkohol, dodawano po 5ml PBS (bez Ca** i Mg®") z 1% FBS. Po okoto 60 sekundach
zawiesing komoérek wirowano (7 minut, 280 g), zlewano nadsacz i dodawano po 1 ml
roztworu barwigcego (0,2 mg RNAzy A, 0,02 mg jodku propidyny, 1 ul Triton X-100
w PBS-ie z 1%FBS). Inkubowano 30 minut w 37°C. Zawartos¢ DNA mierzono przy
uzyciu cytometru przeptywowego FACSscan Beckton-Dickinson.

Kontrola 30h Kontrola 30h

1000

768 7504

500

Count

256 2504

0 256 512 768 1024 0 256 512 768 1024
FL2-A FL2-A

Rysunek 12. Przyktad zastosowania bramki do analizy pomiaréw cytometrii przeptywowe;j
komorek LoVo. Z lewej cytogram FL2-A vs. FL2-W, z prawej histogram FL2-A. Kolorem
czerwonym zaznaczono pomiary uwzglednione w analizie cyklu komorkowego.

Analize faz cyklu komorkowego przeprowadzono z zastosowaniem programu
FCS Express V3. W celu ufatwienia obliczen odrzucono w analizie, dzigki
zastosowaniu bramki, obiekty o srednicy duzo wigkszej (np. agregaty komorek) i duzo
mniejszej np. pofragmentowane w trakcie procedury barwienia komorki (Rysunek 12).
Pojedyncze komorki wyselekcjonowano na podstawie analizy cytogramu FL2-W

(Srednica obiektu) vs FL2-A (powierzchnia pod krzywa sygnatu danego obiektu).
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3.9. Metoda oceny stopnia fosforylacji wybranych biatek
sygnatowych.

Wptyw inhibitorow kinaz tyrozynowych receptorow EGFR, IGFI-R/IR oraz
VEGFR2 na fosforylacj¢ biatek, ktore moga by¢ zaangazowane w przekaz sygnatlu
inicjowanego czynnikami wzrostowymi, badano przy uzyciu zestawow CASE™
(SuperArray Biosciences). Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta z wyjatkiem jednej modyfikacji polegajacej
na wydtuzeniu czasu inkubacji preparatéw z przeciwciatem pierwszorzgdowym.

Komérki LoVo wysiewano na plytki 96-dotkowe w ilosci 25 tys./studzienkg.
Nastepnego dnia medium hodowlane zastgpowano zdefiniowanym plynem
bezsurowiczym. Po kolejnych 24 godzinach komorki traktowano roztworami
tyrfostindw: A23 o stezeniu 80 uM, AG1024 10 uM oraz SU1498 10 uM w medium
bezsurowiczym DMEM/F12+. Nast¢pnie po 3, 6, 12 i 24 godzinach inkubacji
Z badanymi inhibitorami komorki utrwalano na ptytkach 4% formaldehydem w PBS.
Endogenna peroksydaze inaktywowano przy uzyciu 1% H,0O; i 1% azydku sodu przez
20 min. w temperaturze pokojowe;j. Ptytki z utrwalonymi komoérkami blokowano przez
1 godzing, roztworem zawartym w zestawie CASE, przeplukiwano, a nastepnie
dodawano przeciwciata I-rzegdowe 1 umieszczano na noc w lodowce. Inkubacje
z ll-rzedowymi przeciwcialami przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez
1 godzing, po czym dodawano substrat chromogenny dla peroksydazy chrzanowej,
a po okoto 3-5 minutach zatrzymywano reakcje 1 mierzono absorbancj¢ przy 450 nm
(ODysp). Nastepnie w celu okreslenia wzglednych ilosci komérek w poszczegdlnych
prébkach, wykonywano barwienie fioletem krystalicznym i dokonywano pomiaru
absorbancji przy dtugosci fali 590 nm (ODsgp). Wynik dla kazdej studzienki plytki
96-dotkowej standaryzowano dzielgc absorbancj¢ mierzong przy 450 nm przez
absorbancje dla 590 nm (OD 450/ODsgp).

Wplyw  badanych  zwigzkéw  wyrazono jako  stosunek  $rednich,
wystandaryzowanych absorbancji probek inkubowanych z przeciwcialem dla biatka
fosforylowanego 1 bialka catkowitego. Na wykresach przedstawiono wyniki

znormalizowane wzgledem kontroli (warto$¢ dla kontroli wynosi 1).

34



3.10. Oznaczenie ekspresji wybranych genéw metoda
mikromacierzy.

Do oznaczania zmiany poziomu ekspresji genéw komédrek LoVo poddanych
dziataniu tyrfostinow A23, AG1024 1 SU1498 uzyto zestawu Human Cancer Pathway
Finder™ Oligo GEArray®. Zestaw zawiera odczynniki potrzebne do uzyskania
wyznakowanej probki i jej hybrydyzacji. W jego sktad wchodzi rowniez macierz cDNA
oparta na membranie nylonowej. Na jej powierzchni znajduje si¢ 113 sond
oligonukeotydowych dla gendéw zaangazowanych w szlaki sygnatowe, 7 dla genow
konstytutywnych (kontrola pozytywna) i 4 sztuczne sekwencje oraz 2 puste miejsca
(kontrola negatywna).

Badane geny zaklasyfikowano (zgodnie z sugestia producenta zestawu) do
6 grup odzwierciedlajacych 6 szlakow biologicznych zaangazowanych w transformacj¢
1 wzrost neoplastyczny. Indukcja gendow sugeruje aktywacje powigzanego z nimi szlaku,
inhibicja odwrotnie. Zestawienie wszystkich badanych genow, ich przyporzadkowanie
do szlakow sygnatowych przedstawiono ponizej. Uktad sond na macierzy przedstawia
tabela 1.

Funkcjonalne pogrupowanie genéw:

1. Kontrola cyklu komoérkowego oraz naprawa uszkodzen DNA:

ATM, BRCAL, BRCA2, CCNDL1 (cyklina D1), CCNEZ1 (cyklina E1), CDC25A, CDK2,
CDK4, CDKNI1A (p21Wafl), CDKN1B (p27Kipl), CDKN2A (p16ink4), CHEK2
(chk2 / Rad53), E2F1, MDM2, PRKDC (DNA-PK), PTEN, S100A4, RB1, TP53 (p53).

2. Apoptoza i starzenie komdrkowe:

APAF1, BAD, BAX, BCL2, BCL2L1 (bcl-X), BIRC5 (Surwiwina), CASP8, CASP9,
CFLAR (CASPER), GZMA, HTATIP2, TERT (telomeraza), TNFRSF1A (receptor
TNF-a), TNFRSF6 (Fas), TNFRSF10B (DR5), TNFRSF25 (DR3).

3. Czasteczki zaangazowane w transdukcj¢ sygnatu oraz czynniki transkrypcyjne:
AKTI1, CTNNBI (B-katenina), ERBB2, ETS2, FOS, JUN, MAPK14 (p38 MAPK),
MAP2K1 (MEK), MYC, NFKB1 (NFxB), NFKBIA (IkBa), PIK3CB (PI3K p110b),
PIK3R1 (PI3K p85a), RAF1, RASAI1, SNCG, SRC.
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4. Adhezja:

CD44, CDHI (kadheryna E), ICAMI1, ITGA1 (integryna al), ITGA2 (integryna o2),
ITGA3 (integryna a3), ITGA4 (integryna a4), ITGAS (integryna a5), ITGA6 (integryna
a6), ITGAV (integryna aV), ITGB1 (integryna B1), ITGB3 (integryna B3), ITGBS5
(integryna B5), MCAM, MICA (MUCI18), MTSS1, NCAMI, PNN, SYK, UCCI.

5. Angiogeneza:

ANGPT1 (angiopetyna-1), ANGPT2 (angiopetyna -2), BAI1, COL18ALl (endostatyna),
EGF, EGFR, FGF2 (bFGF), FGFR2, FLT1 (VEGFR), HGF, IFNA1 (IFN o), IFNB1
(IFNP), IGF1, IL8, PDGFA, PDGFB, TEK (tie-2), TGFB1, TGFBR1 (ALK-5), THBS1
(trombospondyna-1), THBS2 (trombospondyna-2), TNF, VEGF.

6. Inwazyjnos$¢ 1 przerzutowanie:

KISS1, KAIL1, MET, MMP1 (kolagenaza-1), MMP2 (zelatynaza A), MMP9 (zelatynaza
B), MTAl, MTA2, NME1, NME4 (Nm23), PLAU, PLAUR, S100A4, SERPINB2
(PAI2), SERPINBS (maspina), SERPINE1 (PAIL), TIMP1, TIMP3, TWISTL.

Tabela 1. Uktad sond dla badanych gendéw na powierzchni membrany zestawu Human
Cancer Pathway Finder™ Oligo GEArray®. Kolorem szarym oznaczono rozmieszczenie
sond dla genéw kontrolnych.

RPS27A  AKT1 ANGPT1 ANGPT2 APAF1 ATM BAD BAI1
BAX BCL2 BCL2L1 BIRC5 BRCA1 BRCA2 CASP8 CASP9
CCND1 CCNE1 CD44 CDC25A CDH1 CDK2 CDK4 CDKN1A
CDKN1B CDKN2A CFLAR CHEK2 COL18A1 CTNNB1 E2F1 EGF
EGFR ERBB2 ETS2 FGF2 FGFR2 FLT1 FOS GZMA
HGF HTATIP2 ICAM1 IFNA1 IFNB1 IGF1 IL8 ITGA1
ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGAS ITGA6 ITGAV ITGB1 ITGB3
ITGB5 JUN CD82 KISS1 MAP2K1 MAPK14 MCAM MDM2
MET MICA MMP1 MMP2 MMP9 MTA1 MTA2 MTSS1
MYC NCAM1 NFKB1 NFKBIA NME1 NME4 PDGFA PDGFB
PIK3CB PIK3R1 PLAU PLAUR PNN PRKDC PTEN RAF1
RASA1 RB1 S100A4 SERPINB2 SERPINB5 SERPINE1 SNCG SRC
SYK TEK TERT TGFB1 TGFBR1 THBS1 THBS2 TIMP1
TIMP3 TNF TNFRSF10B TNFRSF1A TNFRSF25 FAS TP53 TWIST1
EPDR1 VEGFA PUC18 Blank Blank AS1R2  AS1R1 AS1
GAPDH B2M HSP90AB1 HSP90AB1 ACTB ACTB BAS2C BAS2C

Komoérki LoVo wysiano w ilosci 1 mln na 1 szalke hodowlang o $rednicy
60 mm, w medium hodowlanym (DMEM/F12 + 10% FBS). Po 24 godzinach medium
hodowlane zastgpowano bezsurowiczym plynem zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po
kolejnych 24 godzinach wymieniano ptyn zdefiniowany na roztwory tyrfostindw (A23

w stezeniu 80 uM, AG1024 1 SU1498 - 10 uM), w tym samym medium, w lacznej
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objetosci 5 ml na szalke i 3 powtdrzeniach. Jednoczesnie przygotowywano kontrole,
ktorg stanowily komorki hodowane w analogicznych warunkach w samym ptynie
zdefiniowanym,

Calkowite RNA izolowano z okoto 6 mIn komorek, po 30 godzinach inkubacji
z badanymi inhibitorami, przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany), zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta. Wyizolowane RNA
rozpuszczono w 30 uM wody wolnej od RNAz. Stezenie oraz stopien zanieczyszczenia
biatkami 1 zwigzkami organicznymi okre§lano przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop,
przez wyznaczenie stosunkoéw absorbancji probek dla charakterystycznych dtugosci fali
(odpowiednio Aeo nm/Aa2s0 nm 0raz Azgo nm/A230 nm). Uzyskane dane pomiarowe podano
w tabeli 2.

Stosunek absorbancji przy diugosci fali 260 nm do absorbancji przy 280 nm
okresla stopien zanieczyszczenia probki biatkami, warto§¢ bliska 2 oznacza wysoka
czysto$¢ probki RNA. Stosunek Azgo nm/A230 nm natomiast powinien zawiera si¢
w granicach 2,0-2,2. Nizsza warto$¢ $wiadczy o lekkim zanieczyszczeniu probek
zwigzkami organicznymi, pochodzacymi prawdopodobnie z roztwordw stosowanych

w izolacji RNA.

Tabela 2. Charakterystyka spektrofotometryczna probek catkowitego RNA izolowanego
z komorek LoVo.

Stezenie [ng/pl] | Ao nm/A280nm | A260 nm/A230 nm
Kontrola 823,0 2,05 1,92
A23 839,3 2,07 1,93
AG1024 766,8 2,09 1,84
SU1498 1137,0 2,04 1,84

W celu sprawdzenia czy wyizolowane RNA nie uleglo zdegradowaniu, w trakcie
procedury izolacji, przeprowadzono elektroforeze w 1% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny. Zdjecie zelu wykonane w $wietle UV przy uzyciu aparatu

Phosphoimager zamieszczono ponizej (Rysunek 13).

37



ST

[ -,

K AG1024 SU1498 A23

Rysunek 13. Obraz elektorofretyczny probek catkowitego RNA wyizolowanych z komérek
LoVo.

Na powyzszym zdjeciu widoczne sg wyrazne prazki rybosomowego 18S i 28S
RNA, nie obserwuje si¢ rozmycia w kierunku nizszych mas czasteczkowych. Swiadczy
to o wysokiej jakosci wyizolowanych preparatéw RNA i bardzo niskim, praktycznie
niezauwazalnym, stopniu degradacji badanych préobek.

Dalsze etapy eksperymentu przebiegaly zgodnie z instrukcjg dolaczong
do zestawu Oligo GEArray®. Jednoniciowe cDNA syntetyzowano z uzyciem ok. 7 pg
catkowitego RNA. Nastepnie przeprowadzono znakowanie dUTP-biotyng oraz
namnazanie cDNA, przez 100 min. Hybrydyzacje¢ macierzy z wyznakowanym biotyng
c¢DNA prowadzono przez noc w 60°C. Nastepnie dokonano detekcji sygnatu na kliszy
rentgenowskiej (Agfa), z uzyciem alkalicznej fosfatazy sprzezonej z biotyng oraz
substratu chemiluminescencyjnego CDP Star, dostarczonych w zestawie. Uzyskane
zdjecia zeskanowano i zapisano w postaci cyfrowej do dalszych analiz.

Celem wigkszosci eksperymentow wykorzystujagcych mikromacierze (czy tez
makromacierze) jest badanie wzoréw ekspresji wielu setek, tysiecy, czy nawet
dziesigtkow tysiecy genow w trakcie pojedynczego doswiadczenia. Zwykle RNA
izolowane jest z réznych tkanek, stadiow rozwojowych, standw chorobowych lub
Z probek poddanych réznemu traktowaniu. RNA jest nastepnie znakowane i poddawane
hybrydyzacji na macierzach w sposob pozwalajacy poréwnac roznice w ekspresji
pomiedzy powigzanymi probkami. Najczesciej uzywa si¢ jednego znacznika i probki
hybrydyzuje na oddzielnych macierzach lub uzywa si¢ dwoch réznych barwnikow
fluorescencyjnych (zwykle czerwonego i zielonego) dla dwodch oddzielnych prébek
RNA, a hybrydyzacj¢ przeprowadza si¢ na jednej membranie. Niezaleznie od sposobu
wyznakowania i1 hybrydyzacji macierze sa skanowane a wynik zapisywany w postaci

pary 16-bitowych obrazow w formacie TIFF (Tagged Information File Format).
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Nastepnie uzyskane skany poddawane sg analizie, ktora ma na celu identyfikacje genow
zhybrydyzowanych w okreslonych punktach macierzy oraz pomiar wzglgdnej
intensywnosci fluorescencji (luminescencji) dla kazdego z nich [143].

Analize¢ uzyskanych w tym  doswiadczeniu cyfrowych  obrazow
zhybrydyzowanych mikromacierzy, wykonano z uzyciem programéw z pakietu TM4
(The Institute of Genome Reasearch). W celu okreslenia intensywno$ci luminescencji
punktow na macierzach, odpowiadajacych ekspresji poszczegdlnych genow, uzyto
programu Spotfinder 3.1.1. Uzyskane dane liczbowe poddano dodatkowo standaryzacji
z zastosowaniem programu MIDAS 2.19.

Hipoteza, na ktorej opiera si¢ analiza wynikow eksperymentow z uzyciem
mikromacierzy, zaklada, ze wzgledna intensywno$¢ sygnalu dla kazdego genu
odzwierciedla jego rzeczywisty poziom ekspresji w komorce. Zwykle wynik takiego
doswiadczenia podawany jest w postaci stosunku wzglednych pozioméw ekspresji (T;),

pomigdzy probka badang a probka kontrolng, wyliczanego z wzoru:

gdzie:

T; — stosunek wzglednych poziomdw ekspresji ( expression ratio) dla i-tego genu,

Ri — intensywno$¢ fluorescencji (luminescencji) i-tego elementu macierzy dla prébki
badanej,

Gj — intensywnos¢ fluorescencji (luminescencji) i-tego elementu macierzy dla probki
kontrolnej.

W powyzszym wzorze intensywnosci sygnatu dla prébki badanej i kontrolnej
oznaczono umownie literami kolejno R 1 G w zwigzku z tym, ze dla dwoch probek
hybrydyzowanych na jednej mikromacierzy stosuje si¢ zwykle znakowanie dwoma
barwnikami fluorescencyjnymi czerwonym (Red) i zielonym (Green). W przypadku
probek poddawanych hybrydyzacji na oddzielnych membranach litery R 1 G oznaczaja
kolejno intensywno$¢ sygnalu na mikromacierzy dla probki badanej (T — treated)
I kontrolnej (C — control) [143].

Stosunek wzglednych poziomoéw ekspresji wyliczony w ten sposob jest
uzytecznym sposobem przedstawienia wynikow, jednak ma pewng wade, otdz wzrost i
spadek ekspresji wyrazane s3 ,,niesymetrycznie”. Dwukrotny przyrost iloSci mRNA
spowodowany badanym czynnikiem daje stosunek pozioméw ekspresji rowny 2,
natomiast dwukrotny spadek 0,5.
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Najczgsciej stosowanym sposobem przeksztalcania wynikéw jest uzycie
logarytmu o podstawie 2. Przewaga tego podejscia jest to, ze wzrost i spadek ekspresji
wyrazone s3 w podobny sposob. Logarytm z liczby oraz logarytm z jej odwrotnosci
majg te¢ samg warto$¢ bezwzglednag, ale przeciwne znaki np. logz(2) = 1 i logz(¥2) = -1
[143].

Zgodnie z powyzszymi zalozeniami, zmian¢ ekspresji gendow badanych
z uzyciem zestawu mikromacierzy Human Cancer Pathway Finder™, wyrazono jako
logarytm przy podstawie 2 ze stosunku intensywnosci luminescencji probki badane;j
do probki kontrolnej. Korzystajac z przeprowadzonych analiz, wyselekcjonowano geny,
dla ktorych nastgpowata przynajmniej dwukrotna zmiana poziomu ekspresji pod
wptywem, ktorego§ z badanych tyrfostinow, a intensywno$¢ luminescencji

odpowiadajacych tym genom punktoéw na macierzach przekraczata wartos¢ 10000.

3.11. Metoda Western blotting.

Wplyw tyrfostinow A23, AG1024 oraz SU1498 na ekspresje AKT w komorkach
nowotworu jelita grubego linii LoVo oceniano metodg Western blotting. W tym celu
wysiano komoérki w ilosci 1 mln na 1 szalke hodowlang o §rednicy 60 mm, w medium
hodowlanym (DMEM/F12 + 10% FBS). Po 24 godzinach medium hodowlane
zastapiono bezsurowiczym ptynem zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po kolejnych
24 godzinach wymieniono ptyn zdefiniowany na roztwory tyrfostinow (AG1024
i SUI498 w stezeniach 1 uM, 5uM i 10 uM), w tym samym medium, w 1gcznej
objetosci 5 ml na szalke i 2 powtorzeniach. Jednoczes$nie przygotowywano kontrolg,
ktorg stanowily komorki hodowane w analogicznych warunkach w samym ptynie
zdefiniowanym,

Biatko izolowano po 12, 24, 48 i 72 godzinach inkubacji. W tym celu szalki
z komorkami 2-krotnie przeptukiwano zimnym PBS. Dodawano po 0,75 ml tego
buforu. Komorki zdrapywano przy uzyciu jednorazowych gumowych skrobaczek.
Zawiesing komorek przenoszono do jatowych proboéwek typu Eppendorf. Szalki
ponownie przeplukiwano zimnym PBS w objetosci 0,75 ml i1 zlewano ptyn
ze sptukanymi komoérkami do odpowiednich probdéwek. Eppendorfy z zawiesinami
komdrek LoVo wirowano przy 10 tys. obrotow na minutg, w temperaturze 4°C przez
10 minut. Zlewano nadsacz i dodawano po 100 pl buforu lizujacego pH=7,4 (10mM
Tris, 150mM NaCl, 1mM EGTA) z dodatkiem inhibitorow proteaz (aprotyniny
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[10 pg/ml], leupeptyny [10 pg/ml], PMSF [1 mM] i Na3VO, [2 mM]) doktadnie
rozpipetowujac pelet. Tak przygotowane probki inkubowano na lodzie przez 30 min,
od czasu do czasu intensywniec mieszajac. Nastepnie lizat komorkowy wirowano
(10 tys. obr./min, 4°C, 10 min). Nadsgcz zbierano do opisanych probowek i zamrazano
I przechowywano w -80°C.

Stgzenie bialka catkowitego w probkach oznaczano metoda BCA. W skrocie.
Przygotowano standardy biatkowe z uzyciem roztworu albuminy wotowej (BSA) [1000
pg/ml, 750 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml,
0 pg/ml] w buforze lizujacym z dodatkami uzywanymi do izolacji biatka i dalszych
oznaczen. Tuz przed eksperymentem sporzadzano roboczy roztwor BCA zawierajacy
nakazdy 1 ml BCA 20 pl 4 % roztworu siarczanu miedzi. Na ptytke 96-dotkowa
naktadano po 25 ul standardow biatkowych i 10—krotnie rozcienczonych probek biatka
(kazdego w 5 powtdrzeniach). Nastepnie dodawano po 200 pl roboczego roztworu BCA
1 delikatnie mieszano. Plytki inkubowano 30 min. w 37 °C. Po tym czasie plytki
schtadzano do temperatury pokojowej, mierzono absorbancje przy dtugosci fali 570 nm.
Nastepnie do uzyskanych danych pomiarowych dopasowywano z zastosowaniem
programu Origin™ krzywga standardowa, a na jej podstawie wyliczano st¢zenie biatka
w badanych probkach.

Przygotowane probki rozdzielano elektroforetycznie metoda SDS-PAGE.
Przygotowywano 12% zel rozdzielajacy oraz 5% zel zageszczajacy. Na zel
poliakryloamidowy naktadano po 40 pg biatka w 10 pl buforu lizujacego zmieszanego
z 10 pl buforu obcigzajacego. Elektroforeze prowadzono na lodzie przez ok. 3 godziny
przy statym nat¢zeniu pradu (40 mA). W kolejnym etapie wykonywano elektrotransfer
mokry biatek z zelu na membrang PVDF przez noc (ok. 15 godzin) stosujac stale
nat¢zenie pradu wynoszace 16 mA. Immunodetekcji bialek dokonywano z zasto-
sowaniem pierwszorzedowych przeciwcial mysich skierowanych przeciw badanej
kinazie biatkowej B oraz drugorz¢gdowych kozich przeciwciat anty-mysich sprzezonych
z peroksydaza chrzanowa (HRP). Membrany z wyznakowanym biatkiem traktowano
substratem chemiluminescencyjnym. Obraz elektroforetyczny utrwalano na kliszach
rentgenowskich, ktére nastgpnie skanowano. Analogicznie oznaczano poziom

referencyjnego biatka, dehydrogenazy gliceraldehydo-3-fosforanu (GAPDH).
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3.12. Analiza statystyczna.

Analize statystyczng wynikow eksperymentow przeprowadzono z zastoso-
waniem pakietu STATISTICA 6.0. Wszystkie zatozenia wykorzystane w analizie
statystycznej wynikow dobrano w oparciu o ,,Przystepny kurs statystyki z zastoso-
waniem STATISTICA PL na przyktadach z medycyny” Andrzeja Stanisza [144].

Wyniki do§wiadczenia oceniajacego wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498
na produkcj¢ TGF-a poddano jednoczynnikowej analizie wariancji ANOVA.
Czynnikiem grupujacym byt rodzaj inhibitora, natomiast zmienng analizowang poziom
produkcji badanego biatka w medium znad hodowli oznaczony z zastosowaniem
metody ELISA.

W  przypadku badania wplywu w/w inhibitoréw receptorowych kinaz
tyrozynowych na fosforylacje wybranych biatek sygnalizacyjnych, wyniki uzyskane
z zastosowaniem zestawow CASE poddano dwuczynnikowej analizie wariancji
ANOVA. Zmienng wyjasniang byl stopien ufosforylowania badanego biatka, natomiast
czynnikami grupujacymi byl rodzaj tyrfostinu oraz czas inkubacji.

Weryfikacji jednorodnosci wariancji w poszczegdlnych grupach dokonano
z zastosowaniem testow C Cochrana, testu F-max Hartley’a oraz testu chi-kwadrat
Bartletta. Przy omawianiu wynikéw podano minimalny poziom prawdopodobienstwa p
uzyskany dla tych trzech testow.

Weryfikacje normalnosci rozktadéw w obrebie kazdej z analizowanych grup
przeprowadzono analizujgc wykresy normalnosci, ktore sg wykresami skumulowanych
czestosci wzglednych obserwacji w uktadzie wspotrzednych dobranych w taki sposob,
aby dystrybuanta rozktadu normalnego byta linig prosta [144].

Analize istotnosci statystycznych pomigdzy badanymi grupami, po przepro-
wadzonej analizie wariancji ANOVA, wykonano z zastosowaniem testu HSD (Honestly
Significant Difference Test) Tukey’a. Zaletg tego testu jest fakt, iz niezaleznie od liczby
dokonywanych poréwnan, prawdopodobienstwo popelnienia btedu pierwszego rodzaju
dla wszystkich poréwnan, nie przekracza okreslonego przez badacza poziomu
istotnosci.

Do wyrazenia wielkosci efektow eksperymentalnych uzyto dwoch
wspotczynnikow. Czastkowe eta kwadrat (npz) jest proporcja wariancji btedu i efektu

opisang ponizszym wzorem:
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SS
nt=—— ___.100%
SSefekt + SSblad

gdzie:
SSefekt — suma kwadratow zwigzana z danym efektem,
SSyiad — suma kwadratow bledu.

Wspotczynnik ten opisuje procent wariancji wyjasnionej przez dany efekt
jedynie dla danej proby.

Drugi z uzytych wspolczynnikow, omega kwadrat (w?) jest estymatorem
wariancji zmienne] wyjasnionej przez zmienng niezalezng w calej populacji.
W jednoczynnikowej analizie wariancji wyliczany jest z wzoru:

2 St ~ Ifetaa * MSpag

0 = -100%
SS + MS, .4

calatkowite
gdzie:
SSefext — catkowita suma kwadratow,
SSefekt,— sumy kwadratéw zwigzana z danym efektem,
df — stopnie swobody zigzane z danym efektem,
MSy44 — Sredni kwadrat biedu.
W przypadku dwuczynnikowej analizy wariancji wspotczynniki omega kwadrat
dla kazdego z obserwowanych efektow eksperymentalnych opisane sg rownaniami:

wp = SSa =0 My oo
SScalalkawite + M blad

2 SSB - de ° Msblad

SScalalkowize + I\/Isblad
W2 = SSAxB - dexB ) Msblad .100%
e Sscalalkowi + MSbIad

gdzie:
SSa, SSg, SSaxg — sumy kwadratow zwigzane z efektem A, B oraz interakcjg AxB,
dfa, dfg, dfaxs — stopnie swobody zigzane z odpowiednimi efektami,
MSyiaq — Sredni kwadrat biedu.
Omawiane  parametry wyrazaja udzial  poszczegdlnych  czynnikow
eksperymentalnych (np. rodzaju inhibitora, czasu inkubacji) w wyjasnieniu

obserwowanych r6znic pomig¢dzy poszczegolnymi grupami.
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4. Wyniki.

4.1. Wplyw tyrfostinow AG1024, SU1498 oraz A23 na
proliferacje komdrek LoVo.

Wptyw selektywnych inhibitorow kinaz tyrozynowych receptorow: IGF-I/IR
(AG1024) i VEGFR2 (SU1498) na tempo proliferacji komorek LoVo oceniano przy
uzyciu metody barwienia fioletem krystalicznym i testu MTT.

We wstepnym doswiadczeniu, komoérki wysiano w ilosci 5 1 10 tys. na jedng
studzienke plytki 96-dotkowej w DMEM z zawartoscig 10% surowicy, w objetosci 0,2
ml. Po 24 godzinach medium hodowlane zastgpiono bezsurowiczym plynem
zdefiniowanym (DMEM/F12+). Po kolejnych 24 godzinach wymieniono ptyn
zdefiniowany na roztwory tyrfostindw (AG1024 i SU1498 dodanych w zakresie stezen
1-10 uM), w tym samym medium, w tacznej objetosci 0,2 ml/dotek 1 10 powtorzeniach.
Kontrole stanowity komoérki hodowane w analogicznych warunkach w samym ptynie
zdefiniowanym. Oceniono rowniez ilo§¢ komorek znajdujaca si¢ na plytkach w
momencie rozpoczecia eksperymentu (dzien zerowy — Dg). Po 24, 48 i 72 godzinach
inkubacji sprawdzono liczbe komoérek w hodowlach traktowanych réznymi stezeniami
tyrfostinow AG1024 i SU1498 oraz w probkach kontrolnych. Eksperyment powtérzono
dwukrotnie.

Wyniki pomiaréw absorbancji przeliczono na gestosci komorek korzystajac
z wyznaczonych wcze$niej (rozdziat 3.4.3. Standaryzacja metod pomiarowych.)
zalezno$ci $rednich absorbancji (dla metody barwienia fioletem krystalicznym i testu
MTT) od ilosci komorek w probee. Otrzymane wyniki usredniono i przedstawiono na
rysunkach 14 i 15.

Po 72 godzinach inkubacji liczba komérek LoVo w kontroli wzrosta 3,5 razy
w przypadku gestosci poczatkowej 5 tysiecy na dolek i 4,3 razy dla probek o gestosci
poczatkowej 10 tysiecy. Na podstawie tych wartosci oszacowano $rednie czasy
podwojenia, ktore wyniosty odpowiednio 40 i 34 godziny. Warto$¢ Srednia jest
identyczna jak warto$¢ literaturowa wynoszaca 37 godzin [120]. Powyzsze dane
potwierdzaja fakt, ze szybko$¢ autokrynnego wzrostu komorek zalezy istotnie od ich
poczatkowej gestosci hodowli.

Wptyw tyrfostindw AG1024 i SU1498 na autokrynny wzrost komoérek LoVo
obrazuja rysunki 14 1 15. Wyniki przedstawione na rysunku 14 wskazuja, ze catkowite

zahamowanie wzrostu komoérek LoVo nastgpuje dla stezen tyrfostinu AG1024 > 5 uM

44



w przypadku gesto$ci poczatkowej hodowli 5 tysiecy komorek oraz =

7,5 uM dla

komorek wysianych w ilosci 10 tysiecy. Wyzsze stezenia badanego inhibitora powoduja

spadek liczby komoérek w probkach, w odniesieniu do dnia rozpoczecia eksperymentu.
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Rysunek 14. Wplyw réznych stezen tyrfostinu AG1024 na tempo proliferacji komoérek
LoVo dla réznych gestosci poczatkowych hodowli, po lewej 5 tysiecy, po prawej 10

tysigcy komorek na dotek.
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Rysunek 15. Wplyw réznych stezen tyrfostinu SU1498 na tempo proliferacji komorek
LoVo dla réznych ggstosci poczatkowych hodowli, po lewej 5 tysigcy, po prawej 10
tysiecy komorek na dotek. Pionowe stupki btgedu oznaczaja SEM.

Na podstawie wykresow sporzadzonych dla komoérek LoVo poddanych

dziataniu tyrfostinu SU1498 mozna wnioskowaé, ze do calkowitego zahamowania

wzrostu wystarcza stezenie inhibitora ok. 2,5 uM w przypadku mniejszej z badanych

gestosci poczatkowych hodowli 1 ok. 7,5 uM dla gestosci wigkszej. Prawdopodobny

efekt cytotoksyczny zaobserwowano tylko w hodowlach o nizszej gestosci poddanych

dziataniu tyrfostinu SU1498 w stezeniu > 7,5 uM.

W zwiagzku ze zroéznicowanym wpltywem badanych inhibitoréw, zaleznym

od warunkéw poczatkowych hodowli, w dalszych badaniach, w ktorych uzywano

naczyn hodowlanych o wigkszej powierzchni, wysiewano na nie proporcjonalnie
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wigkszg liczbe komorek, odpowiadajaca gestosci 10 tysiecy komorek na studzienke
ptytki 96-dotkowe;.

Wyniki kazdego z przeprowadzonych eksperymentow poddano standaryzacji
W celu zniwelowania réznic absorbancji wynikajacych z zastosowania dwoéch réznych
metod oceny tempa proliferacji oraz (niewielkich) rozbieznosci pomiedzy
doswiadczeniami np. w trakcie wykonywania barwien. Doktadny opis procedury
podano w rozdziale 3.4.4.

Wystandaryzowane wyniki czterech niezaleznych eksperymentow (dwa z zasto-
sowaniem CV i dwa z MTT) usredniono. Wyliczone warto$ci postuzyly do wyzna-
czenia potowicznych dawek zahamowania wzrostu (ICsp) komérek LoVo hodowanych
w réznych warunkach. Do uzyskanych danych dopasowano model logistyczny
zaleznosci efektu od dawki tyrfostinu.

Odczytane z dopasowanych krzywych zaleznosci efektu od dawki (Rysunki 16

I 17) warto$ci parametru ICs oraz przedziaty ufnosci (95 %) przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3. Wartosci IC50 wyznaczone dla dwoch roznych czaséw inkubacji oraz dwoch
roznych gestosci poczatkowych komérek LoVo.

AG1024 SU1498
Czas ICs 95 % ClI ICs 95 % ClI
[LM] [nM] [nM] [nM]

48 godz. 419 | 2,79-547 | 3,28 | 3,06 -3,51
72 godz. 459 | 405-515 | 4,14 | 3,32-4,82

Zahamowanie wzrostu komaérek nowotworu jelita grubego LoVo o 50 % po 72
godzinach inkubacji zaobserwowano przy stezeniu tyrfostinu AG1024 réwnym 4,6 M.
Wspotczynnik ICsy wyznaczony po 72 godzinnej inkubacji dla tyrfostinu SU1498
wyniost natomiast 4,1 pM. Wart wspomnienia jest fakt, iz literaturowe warto$ci
potowicznej dawki zahamowania aktywnos$ci kinaz tyrozynowych receptoréw IGFIR,

IR oraz VEGFR2 wynoszg odpowiednio: 0,4 uM, 10 uM 1 0,7 uM.
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Rysunek 16. Wplyw tyrfostinu AG1024 na zalezny od przyczepienia do podtoza wzrost
komoérek LoVo wysiewanych w ilosci 10 tysiecy na dotek, okreslony po 48 (gora) i
72-godzinnej (dot) inkubacji w medium bezsurowiczym. Pionowe stupki btedu oznaczaja
SEM. Niebieska linig oznaczono przedziaty 95 % ufno$ci dopasowanego modelu.
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Rysunek 17. Wptyw tyrfostinu SU1498 na zalezny od przyczepienia do podtoza wzrost
komorek LoVo wysiewanych w ilosci 10 tysigcy na dotek, okreslony metoda barwienia CV
i MTT po 48 (gora) i 72-godzinnej (dot) inkubacji w medium bezsurowiczym. Pionowe
stupki bledu oznaczaja SEM. Niebieska linia oznaczono przedziaty 95 % ufnosci
dopasowanego modelu.
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Jednym z celéw niniejszej pracy bylo poréwnanie wplywu zahamowania
aktywnos$ci kinazowej receptorow IGFIR oraz VEGFR2 z obszernie opisywanym w
literaturze wptywem inhibitoréw receptora EGFR na wzrost i przezywalnos¢ komorek
nowotworowych. Dlatego w kolejnych doswiadczeniach zastosowano do hamowania
aktywnosci receptora EGFR tyrfostin A23, selektywny inhibitor kinazy tyrozynowe;j
tegoz receptora. Do$wiadczenia przeprowadzono w warunkach identycznych jak dla
tyrfostinow AG1024 oraz SU1498, stosujgc tyrfostin A23 w zakresie stgzen 1 do
100 pM.

Krzywe wzrostu komoérek LoVo dla wybranych stezen przedstawia rysunek 18.
Opracowane wyniki w postaci wykresoOw zalezno$ci efektu od dawki tyrfostinu A23

wraz z dopasowanym modelem logistycznym przedstawia rysunek.

llosc komérek [tys/dolek]

Czas inkubacji [h]

Rysunek 18. Wpltyw roznych stezen tyrfostinu A23 na tempo proliferacji komorek LoVo
hodowanych w medium bezsurowiczym, wyznaczony dla gesto$ci poczatkowej 10 tysigcy
komorek na dotek. Pionowe shupki btgdu oznaczaja SEM.

Powyzsze wyniki wskazuja na ztozony wpltyw tyrfostinu A23 na proliferacje
komoérek LoVo. W niskim zakresie stezen (1 — 10 uM) badany inhibitor w istotny
Sposdb stymuluje wzrost badanych komorek nowotworowych jelita grubego. Wyrazne
zahamowanie wzrostu zaobserwowano dopiero dla st¢zenia 20 M, natomiast catkowite
zahamowanie proliferacji nastgpito przy stezeniu 75 puM. Najwyzsze z zastosowanych
stezen (100 uM) powodowato stopniowy spadek liczby komorek w prébkach, co
wskazuje na efekt cytotoksyczny.
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Rysunek 19. Wplyw tyrfostinu A23 na zalezny od przyczepienia do podloza wzrost
komérek LoVo wysiewanych w ilosci 10 tysiecy komorek na dotek, okreslony metoda
barwienia fioletem krystalicznym i testem MTT po 48 (g6ra) i 72-godzinnej (dét) inkubacji
w medium bezsurowiczym. Pionowe stupki btedu oznaczaja SEM. Niebieska linig
0znaczono przedziaty 95 % ufnosci dopasowanego modelu.
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W celu wyznaczenia dawki polowicznego zahamowania wzrostu odrzucono dwa
punkty pomiarowe dla stgzen 0 pM 1 1 pM, co pozwolito na doktadniejsze
dopasowanie modelu logistycznego do pozostatych danych. Wartos¢ 1Csp dla czasu
inkubacji 72 h wyniosta 35,52 uM z przedziatem 95 % ufnosci: 28,59 uM — 42,10 uM.
Dawka potowicznego zahamowania wzrostu wyliczona dla 48-godzinnej inkubacji
wyniosta 32,90 uM z przedziatem 95 % ufnosci: 27,01 uM — 38,72 uM. Wyznaczone
warto$ci sg bardzo zblizone do literaturowej warto$ci potowicznej dawki tyrfostinu A23
hamujacej aktywno$¢ kinazowa receptora EGFR, ktéra wynosi 35 pM.

Tyrfostin A23 w zakresie stezen 1-10 uM wyraznie stymulowat wzrost komorek
LoVo. Ilo$¢ komoérek w hodowli po 72 godzinach inkubacji z 2,5 uM tyrfostinu A23
byta 0 24 % wyzsza niz w probkach kontrolnych.

4.2. Produkcja wybranych czynnikébw wzrostowych przez
komorki LoVo.

W celu oceny produkcji wybranych czynnikdw wzrostowych przez komorki
LoVo wykorzystano test ELISA. Przeprowadzono oznaczenie zawartoSci badanych
bialek w medium hodowlanym znad komoérek LoVo hodowanych w ptynie
bezsurowiczym przez 24 i 48 godzin. Na podstawie sporzadzonych krzywych
wzorcowych obliczono ilo$¢ produkowanych przez te komoérki wybranych czynnikow
wzrostowych.

Nie stwierdzono w medium hodowlanym obecnosci EGF i IGF-I nawet
po 48-godzinnej inkubacji (Rysunek 20). Wartosci absorbancji uzyskane z zastoso-
waniem testu RayBio® Human TGF-a ELISA dla probek medium pobranego znad
hodowli komorek LoVo byla praktycznie réwna absorbancji probki slepej (bufor
do rozcienczen). Po 24 godzinach wykazano natomiast obecno$¢ TGF-a w ilosci 356,7
pg (przedziat 95 % ufnoséci 304,0 pg — 409,4 pg) oraz VEGF w ilosci 292,6 pg
(przedziat 95 % ufnosci 239,3 pg — 345,9 pg) w przeliczeniu na 10° komorek. Stezenie

to nie ulegto znaczacej zmianie w przypadku 48-godzinnej hodowli.
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Rysunek 20. Srednie absorbancje (450 nm) uzyskane w metodzie ELISA dla: buforu
wzorcowego, wybranych prébek standardowych EGF (A), IGF-I (B), TGF-a (C) i VEGF
(D) oraz probek medium bezsurowiczego znad hodowli komdrek LoVo po 24 i 48
godzinach inkubacji. Pionowe stupki btedu oznaczajg SEM. Istotno$¢ statystyczng probek
badanych wzgledem kontroli oceniano z uzyciem testu U Mann-Withney (* - p < 0,05;
ns - nieistotne statystycznie)

4.2.1. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na produkcje TGF-a.

W celu oceny wptywu badanych inhibitorow na produkcje TGF-a przez komorki
LoVo poddano je 24-godzinnej inkubacji z badanymi tyrfostinami. Nastepnie
oznaczono ilo$¢ wyprodukowanego TGF-o w medium hodowlanym metodg ELISA.
Z krzywej wzorcowej odczytano ilo$¢ wyprodukowanego czynnika wzrostowego dla
kazdej badanej probki. Uzyskane warto$ci przeliczono, korzystajac w wyznaczonych
wczesniej gestosci poszczegdlnych hodowli, aby wyrazaly ilo§¢ wyprodukowanych
czynnikoéw wzrostu przypadajaca na 10° komérek. Przeksztalcone w ten sposob wyniki
przedstawia rysunek 21.

Dane eksperymentalne nie odbiegaty od rozktadu normalnego, a testy na jedno-
rodno$¢ wariancji nie wykazaly roznic pomigdzy probkami medium znad komdrek

traktowanych tyrfostinami oraz probkami  kontrolnymi (p = 0,560118).
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Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA, wykazala istotne statystycznie rdznice
w ilosci produkowanego TGF-a (p = 0,0000001). Zmienng grupujaca w tej analizie byt
Htyrfostin?, a zmienng wyjasniang ,,ilo§¢ wyprodukowanego TGF-a”. Test HSD
Tukey’a wykazat istotne statystycznie rdznice w ilosci wyprodukowanego TGF-a przez
komdrki LoVo traktowane badanymi tyrfostinami oraz komdérkami w hodowlach
kontrolnych (p = 0,000199). Tyrfostiny A23 oraz AG1024 wptywaly na produkcje
badanego biatka w podobny sposob, nie wykazano rdznic istotnych statystycznie
pomigdzy tymi probkami (p = 0,959939). Efekt dziatania tyrfostinu SU1498 rdznit sie
od efektu dzialania pozostalych dwoch inhibitoréw w  sposdb wysoce istotny

statystycznie (p = 0,000199).

Tyrfostin; Oczekiwane $rednie brzegowe
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Rysunek 21. Wptyw tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 na produkcje TGF-o przez
komorki LoVo w medium bezsurowiczym. Pionowe stupki oznaczaja przedzialy 95 %
ufnosci.

Komorki LoVo w ilosci 10° w warunkach kontrolnych produkuja 356,7 pg
(C195 % = 304,0 pg — 409,4 pg) transformujacego czynnika wzrostowego. Kazdy
Z badanych tyrfostinow powodowat istotne statystycznie zwigkszenie produkcji
i wydzielania TGF-a do medium hodowlanego przez komorki LoVo. Najsilniej
stymulowat ekspresje tego czynnika wzrostowego tyrfostin  SU1498, ilos¢

wyprodukowanego TGF-a przypadajaca na 10° komoérek LoVo wyniosta 1307 pg
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(C195 % = 1254 pg — 1360 pg), co oznacza wzrost o okoto 3,7 razy wzgledem kontroli.
Komérki LoVo traktowane tyrfostinami A23 i AG1024 wyprodukowaty odpowiednio
921 pg (CI1 95 % = 868 pg — 974 pg) i 904 pg (CI 95 % = 852 pg — 957 pg) TGF-a
(w przeliczeniu na 10° komorek). Ilosci wyprodukowanego transformujacego czynnika
wzrostowego o wzrosty ok. 2,5 razy pod wptywem badanych inhibitorow receptorow
EGFR i IGFIR.

Efekt dziatania badanych inhibitoréw jest bardzo silny. Wielkos¢ wariancji
wyjasnionej zmiennej ,,ilo§¢ TGF-a” wyrazona wspotczynnikiem o’ wynosi 98,00 %
(wspotczynnik npz wyniost dla analizowanej proby 98,49 9%). Oznacza to, iz rodzaj

zastosowanego tyrfostinu wyjasnia w 98 % roznice w ilosci produkowanego TGF-a.

4.3. Efekt cytotoksyczy tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498.

Nastepnym krokiem byto sprawdzenie w jaki sposéb trzy badane inhibitory
kinaz tyrozynowych wplywaja na przezywalno$¢ komorek nowotworowych jelita
grubego linii LoVo. W doswiadczeniach tych uzyto dwdch metod barwienia komorek:
barwienia Giemzy oraz podwojnego barwienia z zastosowaniem fluorescencyjnych

barwnikow Hoechst 33258 i jodku propidyny.

4.3.1. Barwienie Giemzy.

W pierwszym doswiadczeniu komorki LoVo poddano dziataniu tyrfostinow
przez 48 godzin. Po tym czasie komorki utrwalono i wybarwiono roztworem Giemzy,
anastepnie dokonano w mikroskopie $wietlnym oceny morfologicznej jader
komorkowych. Dokumentacj¢ stanowia zdjecia wykonane w mikroskopie Olympus
IX-50, przy 20-krotnym powickszeniu obiektywu z uzyciem cyfrowego aparatu
fotograficznego Nikon D5000. Przyktadowe fotografie przedstawia rysunek 22.

Komorki LoVo traktowane tyrfostinami A23, AG1024 i SU1498 przez 48
godzin wykazuja zmiany morfologii charakterystyczne dla procesu apoptozy. Pod
wptywem badanych inhibitoréw dochodzi do fragmentacji jadra komdrkowego 1 two-
rzenia ciatek apoptotycznych. Rozpad komorek oraz degradacja jadra komorkowego
charakterystyczne dla procesu apoptozy, nie pozwalaly na dokladne rozrdznienie
pojedynczych komorek, co uniemozliwito oznaczenie ilo$ci komorek apoptotycznych

w hodowlach inkubowanych z badanymi tyrfostinami.
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Rysunek 22. Komérki LoVo po 48 godzinach inkubacji z tyrfostinami: kontrola (A),
AG1024 (B), SU1498 (C), i A23 (D) wybarwione roztworem Giemzy.

4.3.2. Barwienie réznicowe.

W celu ilosciowej oceny wplywu tyrfostinow A23 (40 uM i 80 uM), AG1024
oraz SU1498 (4 uM 110 uM) na przezywalnos$¢ komorek linii LoVo, po 24 1 48
godzinach inkubacji, zastosowano metod¢e barwienia rdéznicowego z uzyciem
niebieskiego barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33258 oraz jodku propidyny
fluoryzujacego na czerwono. Doktadny opis metody przedstawiono w rozdziale 3.7.

Na rysunku 24 przedstawiono wyliczony S$redni udziat procentowy komorek:
zywych, apoptotycznych oraz martwych w badanych probkach. Komorki, ktérych jadra
wybarwione zostaly jodkiem propidyny uznano za martwe. Apoptotyczne komorki
zidentyfikowano na podstawie intensywniej fluorescencji niebieskiej, pochodzacej
wytacznie od barwnika Hoechst 33258 oraz widocznej fragmentacji jadra. Za komorki
zywe uznano tylko te, ktorych jadra fluoryzowaty na niebiesko oraz nie obserwowano w
nich zmian morfologicznych wskazujacych na apoptoze. Przykladowe zdjecia
przedstawiono na rysunku 23
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Rysunek 23. Komérki LoVo po 48 godzinach inkubacji z tyrfostinami: kontrola (A),
AG1024 (B), SU1498 (C), i A23 (D) oraz taksolem (E) wybarwione barwnikami: Hoechst
33258 i jodkiem propidyny.

Wszystkie badane tyrfostiny wykazuja istotny statystycznie (p<<0,05) wptyw
cytotoksyczny na komoérki nowotworowe jelita grubego LoVo. W stgzeniu roéwnym
dawce potowicznego zahamowania wzrostu (ICsg) wyniki uzyskane dla wszystkich
badanych inhibitorow po 24 godzinach inkubacji sg bardzo zblizone (réznice s3
nieistotne statystycznie). Zywotno$¢ wynosi okoto 70 %. Réznice we wplywie
poszczegbdlnych tyrfostindw na przezywalno$¢ komoérek LoVo, mozna zaobserwowac

dopiero przy wyzszych stezeniach inhibitorow lub po wydluzeniu czasu inkubacji.
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Rysunek 24. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 oraz taksolu na przezywalno$¢
komérek linii LoVo inkubowanych przez 24 i 48 godzin w medium bezsurowiczym.
Pionowe shupki btedu oznaczaja SEM. (ns — wynik nieistotny statystycznie, p > 0,05; * -
0,01 <p<0,05; **-0,001 <p<0,01; ***-p<0,001)
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Tyrfostin A23 stymuluje w sposéb zalezny od czasu, a niezalezny od st¢zenia
(w zastosowanym zakresie) apoptoz¢ komodrek nowotworowych jelita grubego LoVo.
Badany inhibitor kinazy tyrozynowej receptora EGFR wykazuje najstabszy, sposréd
badanych tyrfostinow, wptyw cytotoksyczny na komoérki LoVo. Udzial komorek
zywych po 48 godzinach inkubacji w stezeniu 80 uM wynosi 62 %, a apoptotycznych
32 %. Dla poréwnania w kontroli zywotno$¢ osiagga 95 % 1 tylko 4% komorek
wykazuje cechy charakterystyczne dla procesu apoptozy.

Nieco silniejszy efekt cytotoksyczny obserwuje si¢ w hodowlach komorek LoVo
traktowanych tyrfostinem SU1498. Liczba komorek zywych po 48 godzinach inkubacji
spada do 51 %, a udzial komoérek apoptotycznych wynosi 35 %. Najwigkszy wpltyw
proapoptotyczny wykazuje tyrfostin AG1024. Badany inhibitor receptora IGFIR/IR
powoduje spadek ilo$ci komoérek zywych do 36 %, przy 45 % udziale komorek
apoptotycznych, w hodowlach traktowanych tym zwigzkiem. Efekt dzialania obu

powyzszych tyrfostindw jest zalezny zardwno od stezenia jak i czasu inkubacji.

4.4. Wplyw tyrfostinow A23, AG1024 oraz SU1498 na przebieg
cyklu komérkowego.

Metoda cytometrii przeptywowej sprawdzono wplyw badanych inhibitorow
Kinaz tyrozynowych receptoréw: EGFR, IGFIR oraz VEGFR2 na przebieg cyklu
komorkowego. Komorki LoVo inkubowano z tyrfostinami: A23 (40 uM i 80 uM),
AG1024 (4 uM 1 10 uM) 1 SU1498 (4 uM 1 10 uM) w medium bezsurowiczym
(DMEM/F12+). Kontrole stanowily komorki hodowane w analogicznych warunkach,
w samym ptynie zdefiniowanym. Po uptywie 30 godzin komorki trypsynizowano,
przeptukiwano, utrwalano 1 wybarwiano jodkiem propidyny. Pomiaréw intensywnosci
fluorescencji jodku propidyny zwigzanego z DNA dokonywano z zastosowaniem
cytometru przeplywowego Becton Dickinson FACScan, a wyniki analizowano przy
uzyciu programu FCS Express V3. Szczegdtowy opis w rozdziale 3.8.

Wyniki komputerowej analizy wptywu badanych inhibitorow na cykl
komorkowy przedstawia rysunek 25. Udziat komorek LoVo w poszczegolnych fazach
cyklu komoérkowego wyrazono jako procent komoérek zywych (z wylgczeniem frakcji
subG;). Udzial komoérek apoptotycznych (zatozono, ze znajdujg si¢ we frakcji sub-Gi)
w badanych prébkach przedstawiono jako procent wszystkich komorek. Uzyskane dane

zawarto w tabeli 4.
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Rysunek 25a. Efekt dziatania badanych tyrfostindw na liczb¢ komérek LoVo w réznych fazach cyklu komorkowego. Zawarto$¢ DNA mierzona byta przy
uzyciu cytometru przeptywowego po 30 godz. inkubacji. Skala wykresow zostata dostosowana proporcjonalnie do ilo$ci zmierzonych komorek.
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Rysunek 25b. Efekt dziatania badanych tyrfostindw na proporcj¢ komérek LoVo w rdéznych fazach cyklu komérkowego. Zawartos¢ DNA mierzona byla przy
uzyciu cytometru przeptywowego po 30 godz. inkubacji. Skala wykreséw zostata dostosowana proporcjonalnie do ilo$ci zmierzonych komorek.



Tabela 4. Wptyw badanych tyrfostindw na zawarto$¢ DNA w poszczegolnych fazach

cyklu komoérkowego komérek LoVo, hodowanych w medium bezsurowiczym
(DMEM/F12+).
Kontrola | Kontrola| A23 | A23 |AG1024 | AG1024|SU1498|SU1498
30 h 48h |1C50| 80 puM | IC50 | 10 uM | IC50 | 10 pM
G1/Go * 51,8 48,9 62,6 | 62,3 64,6 41,1 72,9 54,7
O 32,4 37,0 320 | 335 26,4 50,6 21,3 40,1
Go/M* 15,6 13,9 5,3 4,0 8,8 7,5 5,8 4,8
Apoptoza** 0,0 0,0 125 | 21,6 8,9 68,0 11,1 49,2
Gi1/Gy: Go/IM 3,33 3,52 |11,86| 15,42 7,30 5,47 12,67 | 1131
* - udzial wyrazony jako procent zywych komorek
** - frakcja sub-G1 wyrazona w procentach wszystkich komoérek
Wszystkie badane tyrfostiny w stezeniu rownym polowicznej dawce

zahamowania wzrostu powoduja zwigkszenie udzialu komoérek LoVo w fazie G1/Gy
cyklu komérkowego kosztem fazy S i G,/M. Najskuteczniej dziala w tym przypadku
SU1498. Wptyw A23 i AG1024 jest bardzo zblizony. Uzyskane wyniki jednoznacznie
wskazuja na zatrzymanie cyklu komoérkowego komorek LoVo w fazie G1/Gy pod
wplywem kazdego z powyzszych inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych.
Uzycie wyzszego stezenia tyrfostinow utrudnia jednoznaczng interpretacje
wynikow, ze wzgledu na wyrazne zwigkszenie frakcji sub-G; tj. komorek o intensyw-
nos$ci fluorescencji mniejszej niz komorki w fazie G, gtownie w hodowlach komorek
traktowanych tyrfostinami AG1024 i SU1498. Komorki zaklasyfikowane do frakcji
sub-G; utracity, w wyniku procesu apoptozy (i charakterystycznej dla niej degradacji
DNA) cze$¢ materialu genetycznego co przektada si¢ na zmniejszenie ilo§ci zwigzanego
jodku propidyny i mniejszg intensywnos$¢ fluorescencji. W przypadku inhibitora kinazy
tyrozynowej receptora EGFR wzrost ilosci komorek apoptotycznych jest zdecydowanie
mniejszy, a odsetek komdrek w poszczegdlnych fazach cyklu jest bardzo zblizony dla
obu zastosowanych stezen. Obserwacja ta potwierdza wyniki uzyskane metodg
barwienia roznicowego komorek LoVo, wyrazng zaleznos¢ efektu proapoptotycznego
tyrfostinow AG1024 1 SU1498 od ich stezenia oraz znacznie stabszg zalezno$¢

w przypadku tyrfostinu A23.
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4.5. Wplyw badanych tyrfostinow (AG1024, SU1498 i A23) na
fosforylacje wybranych biatek uczestniczacych w przekazie
sygnatu wewnatrzkomorkowego.

Wptyw inhibitorow kinaz tyrozynowych receptorow EGFR, IGFI-R/IR oraz
VEGFR2 na fosforylacj¢ biatek, ktore moga by¢ zaangazowane w przekaz sygnatlu
inicjowanego czynnikami wzrostowymi, badano przy uzyciu zestawow CASE™
(SuperArray Biosciences). Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z instrukcja
dostarczong przez producenta z wyjatkiem jednej modyfikacji polegajacej na wydtu-
zeniu czasu inkubacji preparatdw z przeciwcialem pierwszorzedowym. Komorki
nowotworowe linii LoVo poddawane byty dziataniu inhibitorow przez 3, 6, 12 i 24
godziny. Wyniki dla kazdego pomiaru wyskalowano w stosunku do rzeczywistej liczby
komorek. Uzyskane rezultaty znormalizowano wzgledem kontroli, tak aby dla kazdego
badanego czasu inkubacji warto$¢ kontroli byta rowna 1.

Uzyskane wyniki nie odbiegaty od rozkladu normalnego, wariancje byty
zblizone, a proby réwnoliczne. W zwiazku z tym mozliwe bylo zastosowanie
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA. Czynnikami grupujacymi byt rodzaj
tyrfostinu oraz czas inkubacji, zmienng wyjasniang byl stopien ufosforylowania
badanych biatek. Istotno$¢ statystyczng réznic w stopniu fosforylacji poszczegdlnych
bialek pomigedzy komorkami traktowanymi tyrfostinami oraz probkami kontrolnymi dla

kazdego z czasow okreslono z zastosowaniem testu post-hoc Tukey’a.

4.5.1. Fosforylacja receptora EGF (EGFR).

Wyniki dla kazdej z grup eksperymentalnych nie wykazywatly znacznych
odstepstw od rozktadu normalnego. Testy jednorodnosci wariancji (Hartleya, C
Cochrana i Chi-kwadrat Barletta) wykazaly brak réznic pomig¢dzy wariancjami
badanych grup (p = 0,165715).

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala istotny statystycznie wplyw
tyrfostinow na fosforylacje receptora EGF (p = 0,000001). Rysunek 26 przedstawia
usrednione stopnie ufosforylowania EGFR. Kazdy z badanych tyrfostinow powodowat
obnizenie fosforylacji receptora EGF wzgledem kontroli, cho¢ w tescie Tukey’a istotne
statystycznie jest tylko zahamowanie fosforylacji dla AG1024 i SU1498 po 24
godzinach inkubacji. Czas nie wplywatl w znaczacy sposob na stopien ufosforylowania

EGFR (p = 0,294320). Fosforylacja receptora EGF pozostawata na podobnym poziomie
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przez caly czas trwania eksperymentu. Nie wykazano rowniez interakcji pomiedzy
rodzajem inhibitora a czasem inkubacji (p = 0,294281), tzn. zmiany stopnia
ufosforylowania EGFR w czasie przebiegaty dla kazdego z badanych inhibitorow

w podobny sposob.
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Rysunek 26. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacj¢ EGFR po 3, 6,
121 24 godz. inkubacji w medium bezsurowiczym (DMEM/F12+). Pionowe stupki
oznaczaja przedziaty 95 % ufnosci.

Wielko$¢ efektow dzialania badanych tyrfostindw oraz czasu inkubacji
wyrazono w postaci wspodiczynnikow npz oraz ©° ktorych graficzng interpretacje
przedstawia rysunek 27. Wartosci w/w parametrow potwierdzajg fakt, iz rdznice
w stopniu ufosforylowania EGFR w poszczegélnych probkach, sa gtéwnie wynikiem
dziatania badanych inhibitorow, cho¢ efekt ten jest raczej staby. Wplyw czasu inkubacji
jest nieistotny. Wielko$¢ wariancji zmiennej wyjasnianej ,,fosforylacja EGFR” przez
trzy kontrolowane Zrodta zmiennosci (czas, rodzaj inhibitora, interakcja czas-inhibitor)
wyniosta 44,3 %. Oznacza to, i1z zastosowane w tym eksperymencie warunki inkubacji
komorek wyjasniaja tylko w 44,3 % zmiany w stopniu ufosforylowania receptora EGF.

Reszta zwigzana jest z niekontrolowanymi zrodtami zmiennosci sktadajacymi sig¢

na btad.
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Rysunek 27. Graficzna ilustracja wielko$ci efektow eksperymentalnych wyrazona w
postaci wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspdtczynnika omega
kwadrat (strona prawa).

4.5.2. Fosforylacja kinazy Akt/PKB.

Wyniki badania wptywu tyrfostinow AG1024, SU1498 oraz A23 na fosforylacje
kinazy Akt poddano dwuczynnikowej analizie wariancji ANOVA. Dane uzyskane dla
kazdej z prob nie odbiegaly znaczaco od rozkitadu normalnego. Testy na homo-
geniczno$¢ wariancji wykazaty brak roznic pomigdzy wariancjami poszczegdlnych grup
(p = 0,152436).

Wptyw tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 na proces fosforylacji kinazy
biatkowej B (Akt) przedstawia Rysunek 28. Juz wstepne poréwnanie wynikow
wskazuje, ze efekt dzialania wszystkich tyrfostindw jest zalezny od czasu inkubacji.
Poczatkowo (3 do 6 godzin inkubacji) kazdy z badanych inhibitorow obnizat stopien
ufosforylowania kinazy Akt, cho¢ efekt byl nieistotny statystycznie (test Tukey’a:
p > 0,05). Dopiero po 12 godzinach nastgpito znaczace obnizenie fosforylacji kinazy
biatkowej B (p < 0,013369) po dziataniu kazdego z badanych inhibitoréw. Wydtuzenie
czasu inkubacji do 24 godzin przyniosto wzrost stopnia ufosforylowania Akt i ujawnito
réznice w dziataniu badanych tyrfostinow. Fosforylacia PKB w komorkach
traktowanych tyrfostinami A23 i SU1498 wrocita po 24 godzinach inkubacji
do poziomu kontroli natomiast w przypadku tyrfostinu AG1024 mimo niewielkiego
wzrostu, nadal byla istotnie nizsza niz w przypadku kontroli.

Powyzsze obserwacj¢ potwierdzaja wyniki dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA. Zaréwno rodzaj zastosowanego inhibitora, jak i czas inkubacji wptywaty
W sposob istotny statystycznie na fosforylacje Akt (wartosci p = 0,0000001, dla obu

efektow). Istotna statystycznie okazata si¢ rowniez interakcja czynnikow
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eksperymentalnych czasu i rodzaju tyrfostinu (p = 0,001823), co jest spowodowane
prawdopodobnie faktem, iz fosforylacja PKB wraca po 24 godzinach inkubacji
z tyrfostinami  A23 i SU1498 do poziomu kontroli, natomiast w komorkach
traktowanych tyrfostinem AG1024 utrzymuje si¢ nadal obnizony stopien

ufosforylowania badanego biatka.
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Rysunek 28. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacje kinazy AKT po
3,6, 12i 24 godz. inkubacji w medium bezsurowiczym (DMEM/F12+). Pionowe stupki
oznaczaja przedziaty 95 % ufnosci.

Wplyw zastosowanych warunkéw eksperymentalnych (czasu inkubacji i rodzaju
inhibitora) na fosforylacje kinazy Akt jest silny. Wielko$¢ wariancji wyjasnionej przez
trzy kontrolowane Zrodta zmiennosci (czas, rodzaj inhibitora, interakcja czas-inhibitor)
dla stopnia ufosforylowania Akt wyniosta 67,03 %. Najwigkszy wktad w wyjasnienie
réznic pomiedzy poszczegdlnymi probkami ma zastosowany tyrfostin (32,11 %).
Reprezentacj¢ graficzng wielkosci efektow eksperymentalnych przedstawia Rysunek
29.
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Rysunek 29. Graficzna ilustracja wielko$ci efektow eksperymentalnych wyrazona w
postaci wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspolczynnika omega
kwadrat (strona prawa).

4.5.3. Fosforylacja biatka p53.

Wyniki uzyskane w eksperymencie badajacym wplyw tyrfostinow A23,
AG1024 1 SU1498 na fosforylacj¢ biatka p53, nie wykazywaly znacznych odstepstw
od rozktadu normalnego dla Zadnej z grup eksperymentalnych. Testy jednorodnos$ci
wariancji (Hartleya, C Cochrana i Chi-kwadrat Barletta) wykazaty brak roznic
pomiedzy wariancjami badanych grup (p = 0,786610). Dwuczynnikowa analiza
wariancji ANOVA nie wykazata réznic we wpltywie badanych tyrfostindw na stopien
ufosforylowania p53 (p = 0,328301). Fosforylacja biatka p53 byta jednak, w sposob
istotny statystycznie, zalezna od czasu inkubacji komorek LoVo z badanymi
inhibitorami (p = 0,0000001).

Wplyw badanych tyrfostinow na fosforylacje biatka p53 rdéznit si¢ znacznie
od profilu fosforylacji kinazy biatkowej B (Rysunek 30). W przypadku p53
zaobserwowano spadek stopnia fosforylacji tego biatka po 12-24 godzinach inkubacji,
poprzedzony byt niewielkim wzrostem po 3 i 6 godzinach. Cho¢ w zadnym przypadku
poziom fosforylacji nie byl réwny kontroli, to jednak rdéznica ta nie jest istotna
statystycznie. Istotny statystycznie w tescie Tukey’a okazat si¢ spadek fosforylacji
biatka p53 w komorkach traktowanych badanymi tyrfostinami, obserwowany pomig¢dzy
6-ta a 12-ta godzing inkubacji (p < 0,01). Obnizenie stopnia ufosforylowania p53
utrzymywato si¢ nadal na podobnym poziomie po 24 godzinach inkubacji.
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Rysunek 30. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacje p53 po 3, 6,

12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe stupki oznaczaja przedziaty 95 % ufnosci.

Stosowane warunki inkubacji komoérek LoVo pozwalaja wytlumaczy¢ w 55 %

réznice stopnia ufosforylowania biatka p53 pomiedzy probkami. Zaobserwowany efekt

eksperymentalny byt zalezny praktycznie tylko od czasu inkubacji. Wptyw rodzaju

inhibitora na rdoznice stopnia ufosforylowania biatka p53 pomig¢dzy poszczegdlnymi

probkami byt znikomy.
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Rysunek 31. Graficzna ilustracja wielkosci efektow eksperymentalnych wyrazona w
postaci wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspolczynnika omega

kwadrat (strona prawa).
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4.5.4. Fosforylacja kinazy ERK1/2.

Efekt dziatania tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacje kinazy
ERK1/2 (Rysunek 32) jest bardziej skomplikowany, niz w przypadku wczesniej
omawianych biatek. Wyniki uzyskane w tym eksperymencie spetity zatozenia analizy
wariancji. Dane dla poszczegodlnych grup nie wykazywaly znaczacych odchylen od
rozktadu normalnego, a wariancje nie roznily si¢ znaczaco migdzy soba (p = 0,170676).
Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata istotny wplyw tyrfostinow na réznice
stopnia ufosforylowania ERK1/2 (p = 0,003588). Istotny statystycznie okazal sie¢
rowniez wplyw czasu na zroznicowanie wynikéw dla poszczegdlnych probek (p =
0,000659). Przeprowadzona analiza wykazata takze istotno$¢ efektu interakcji czasu

i rodzaju tyrfostinu (p = 0,000129).
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Rysunek 32. Wpltyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacj¢ kinazy ERK1/2
po 3,6, 12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe stupki oznaczajg przedziaty 95 % ufnosci.

Trudno jednoznacznie okreslic wptyw tyrfostinu A23 na fosforylacje kinazy
ERK1/2 (Rysunek 32). W przypadku 3-godzinnej inkubacji komorek LoVo z badanym
inhibitorem kinazy EGFR, obserwuje si¢ spadek stopnia ufosforylowania badanego
biatka. Kolejne 3 godziny inkubacji przynosza istotny statycznie (w tescie Tukey’a)
wzrost fosforylacji ERK1/2, natomiast wynik uzyskany po 12 godzinach trwania

eksperymentu nie rézni si¢ znaczaco od wynikow uzyskanych dla pozostatych
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tyrfostinow. Stopien ufosforylowania wzrasta dalej po 24 godzinach inkubacji, a zmiana
ta jest istotna statystycznie wzgledem wynikow uzyskanych po 3 i 12 godzinach trwania
eksperymentu.

SU1498 zdaje si¢ praktycznie nie wywiera¢ wpltywu na poziom ufosforylowanej
kinazy efektorowej MAPK. Cho¢ obserwuje si¢ poczatkowo niewielkie obnizenie
fosforylacji ERK1/2 wzgledem kontroli to jednak rdéznice sa nieistotne statystycznie
(p> 0,99). W przypadku inhibitora IGFIR/IR obserwuje si¢ niewielki spadek
fosforylacji tego bialka juz po 3 godzinach inkubacji. Efekt dziatania tyrfostinu
AG1024 osigga maksimum po 6 godzinach (jednak wynik nie istotny w tescie Tukey’a
p = 0,115720), a dalsze wydluzenie czasu inkubacji powoduje z kolei powrot

do poziomu kontroli (dla 12 i 24 h).
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Rysunek 33. Graficzna ilustracja wielkosci efektow eksperymentalnych wyrazona w
postaci wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspolczynnika omega
kwadrat (strona prawa).

Efekt dziatania tyrfostinow okazal si¢ w rownym stopniu zalezny od rodzaju
inhibitora i czasu inkubacji (Rysunek 33). Duzy wktad do roéznic w poziomie
fosforylacji pomigdzy probkami miala interakcja analizowanych czynnikow (czasu
I zastosowanego tyrfostinu). Najwigksze roznice we wptywie tyrfostinow A23, AG1024
oraz SU1498 na fosforylacj¢ analizowanych biatek sygnalizacyjnych zaobserwowano

wiasnie w przypadku kinazy ERK1/2.
4.5.5. Fosforylacja kinazy Src.

Efekt dziatania wszystkich badanych tyrfostindéw na fosforylacje kinazy Src byt

bardzo podobny. Zaobserwowano niewielki wzrost stopnia ufosforylowania badanego
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bialka po 3 godzinach inkubacji, po ktorym nastgpowato stopniowe obnizanie
fosforylacji kinazy Src (Rysunek 34).

Uzyskane dla kazdej z grup wyniki spelnialy zalozenia analizy wariancji.
Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA wykazata istotny wplyw rodzaju inhibitora
na zroéznicowanie stopnia ufosforylowania kinazy Src pomigdzy probkami (p =
0,024121). Wysoce istotny okazatl si¢ rowniez wplyw czasu na zmiany fosforylacji Src
(p = 0,000025). Test post-hoc Tukey’a wykazat brak istotnych statystycznie roznic
pomigdzy fosforylacjg kinazy Src w komodrkach LoVo inkubowanych z badanymi
tyrfostinami, a kontrola. Istotny statystycznie okazal si¢ jedynie spadek stopnia
ufosforylowania Src w komorkach LoVo pomigdzy 6-ta a 24-t3 godzing inkubacji
z tyrfostinem AG1024 (p = 0,009536).
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Rysunek 34. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacje kinazy Src po 3,
6,12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe stupki oznaczaja przedziaty 95 % ufnosci.

Sposrod wszystkich analizowanych biatek uczestniczacych w przekazie sygnatu
wewnatrzkomorkowego, badane tyrfostiny najstabiej wptywaly na fosforylacje kinazy
Src. Jak mozna bylo si¢ spodziewac analizujgc Rysunek 35, najwiekszy udziat
wyjasnieniu roznic stopnia ufosforylowania kinazy Src pomigdzy probkami, mial czas

inkubacji.

70



[ 1Blad

1104 [ Efekt Ty
100 .
901 59.37% | 'Br?gfdostln * Czas

80
704
60

<
:ﬁ. 504
= 40]
201 8,1%
20] 6.77%
10] 25,76%
Tyrfostin Czas Tyrfostin * Czas
Efekt

Rysunek 35. Graficzna ilustracja efektow eksperymentalnych wyrazona w postaci
wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspotczynnika omega kwadrat
(strona prawa).

4.5.6. Fosforylacja biatka STAT3.

Fosforylacja biatka STAT3 pod wplywem dziatania badanych inhibitorow
obniza si¢, w sposob istotny statystycznie, dopiero po 12-godzinnej inkubacji komdrek
z tyrfostinami AG1024 1 SU1498 i utrzymuje si¢ na niskim poziomie rowniez po 24
godzinach (Rysunek 36). Silniejszy efekt zaobserwowano dla inhibitora IGFIR. Stopien
ufosforylowania biatka STAT3 w komoérkach LoVo inkubowanych 12 i 24 godziny
z tyrfostinem A23 réwniez jest obnizony, jednak spadek fosforylacji jest mniejszy niz
w przypadku tyrfostinow AG1024 i SU1498, a rdéznica wzglgdem Kkontroli jest
nieistotna statystycznie w tescie HSD Tukey’a.

Zadna z analizowanych probek nie wykazywala znaczacego odchylenia wartosci
stopnia ufosforylowania od rozktadu normalnego. Testy na jednorodno$¢ wariancji
wykazaty rowniez brak réznic pomiedzy badanymi grupami (p = 0,361083). Zalozenia

analizy wariancji zostaty speinione.
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Rysunek 36. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na fosforylacje STAT3po 3,6,
12 i 24 godz. inkubacji. Pionowe stupki oznaczaja przedziaty 95 % ufnosci.

Dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA, wykazata wysoce istotny wptyw

badanych tyrfostindw oraz czasu inkubacji na roznice fosforylacji STAT3 pomigdzy

probkami (p = 0,0000001). Uzyskany efekt eksperymentalny byt stosunkowo silny

(Rysunek 37) i porownywalny z wptywem badanych inhibitorow na fosforylacj¢ kinazy

Akt.
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Rysunek 37. Graficzna ilustracja efektow eksperymentalnych wyrazona w postaci
wspotczynnika czastkowego eta kwadrat (strona lewa) i wspotczynnika omega kwadrat
(strona prawa).
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4.6. Wptyw tyrfostindw AG1024, SU1498 oraz A23 na ekspresje
wybranych genéw w komérkach nowotworowych jelita grubego
LoVo.

W celu sprawdzenia wptywu inhibitorow kinaz tyrozynowych receptorow
EGFR, IGFIR 1 VEGFR2, na ekspresje wybranych gendéw zaangazowanych w szlaki
przekazu sygnatu, przeprowadzono eksperyment z uzyciem zestawu mikromacierzy
Oligo GEArray® Human Cancer Pathway Finder™ OHS-033 (SuperArray®
Bioscience Corporation; Frederick, MD). Szczegdtowy spis genow dla ktorych sondy

umieszczono na membranie podano w rozdziale 3.10.

4.6.1. Tyrfostin A23.

Wstepne poréwnanie obrazéw hybrydyzacji probek RNA dla kontroli oraz RNA
izolowanego z komodrek traktowanych inhibitorem EGFR (Rysunek 38) wskazuje
na znaczacy wplyw tyrfostinu A23 na poziom ekspresji wybranych genow

zaangazowanych w proces regulacji wzrostu neoplastycznego.
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Rysunek 38. Wplyw tyrfostinu  A23 na syntezg¢ MRNA wybranych genéw
zaangazowanych w szlaki sygnalizacji komorkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium
bezsurowiczym (DMEM/F12+).

®

8

TNFRSF10B;TNFRSF1A; TNFRSF25

Sposrod genow  kodujacych biatka zaangazowane w regulacje cyklu
komorkowego pod wplywem tyrfostinu A23 zaobserwowano spadek ekspresji cykliny
El (CCNE1), cdk4 i Rb (RB1). Wzrdst natomiast poziom mRNA p21¢" (CDKN1A)
i czynnika transkrypcyjnego E2F1.
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Spada ekspresja NFxB (NFKBI1), proapoptotycznego biatka BAX oraz
inhibitora apoptozy BIRCS (surwiwiny). Obserwuje si¢ tez wyrazny wzrost ekspresji
genow receptoroOw dla TNFa (TNRSF10B, TNFRSF1A, TNFRSF25).

Zahamowanie aktywnosci kinazy receptora EGFR powoduje nieznaczny spadek
ekspresji gendw receptorow EGFR i ERBB2. Wyraznie maleje takze komorkowy
poziom mMRNA dla PDGFB. Wzrasta réwniez poziom ekspresji mRNA biatek kaskady
kinaz MAPK: Rafl (RAF1) i ERK1/2 (MAP2K1).

Wplyw badanego inhibitora na zdolno$¢ migracji i przerzutowania komorek
LoVo jest niejasny. Spada wyraznie poziom metaloproteinazy MMP2, odpowiedzialnej
za degradacj¢ kolagenu typu IV (glownego sktadnika btony podstawnej). ROwnoczesnie
obserwuje si¢ spadek poziomu mRNA dla NMEI (kinazy difosforanow nukleozydéw),
co czesto nastepuje w komorkach o wysokiej zdolnosci do metastaz. Wrasta tez
nieznacznie ekspresja SI00A4, genu zaangazowanego w regulacje cyklu komérkowego,

réznicowania oraz przerzutowanie komorek nowotworowych.

4.6.2. Tyrfostin AG1024.

Poréwnanie obrazow hybrydyzacji prébek RNA dla kontroli oraz RNA
izolowanego z komérek traktowanych inhibitorem IGFIR/IR (Rysunek 39) wskazuje
zar6wno na pewne podobienstwa jak 1 na rdznice w sposobie dziatania tego tyrfostinu
na komorki LoVo w poréwnaniu z tyrfostinem A23.

Podobnie jak w przypadku inhibitora EGFR, pod wptywem dzialania tyrfostinu
AG1024, nastgpuje zahamowanie ekspresji cykliny E1 (CCNEI1) 1 cyklinozaleznej
kinazy cdk4 oraz wzrost poziomu inhibitora cdk’s — p21°"" (CDKN1A). Réwnoczesnie
obserwuje si¢ inhibicje ekspresji genu biatka Rb (RBI) potaczong z niewielkim
wzrostem poziomu E2F1. Pod wplywem zahamowania sygnatu od receptora IGFIR/IR
wzrasta rowniez ekspresja fosfatazy CDC25A, ktorej aktywno$¢ jest niezbedna
do przejscia przez punkt restrykcyjny w pozniej fazie G;.

Tyrfostin AG1024 wptywa réwniez na ekspresje gendéw kodujgcych biatka
zaangazowane W proces apoptozy oraz przezycie komoérek. Spada poziom MRNA
zarowno dla biatka proapoptotycznego BAX jak i inhibitora apoptozy BIRC5
(surwiwiny). Rownoczesnie wzrasta poziom ekspresji genu BCL2L1, kodujacego
biatko, ktore w zaleznosci od formy splicingowe] oraz rodzaju tworzonych dimerow

(homo- oraz hetero dimeréw), moze wykazywac¢ dziatanie pro- albo antyapoptotyczne i
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jest odpowiedzialne za apoptoze indukowang wewnatrzkomérkowo. Pod wptywem
badanego inhibitora obserwuje si¢ wyrazny wzrost ekspresji gendw receptorow dla
TNFa, oraz spadek poziomu NF«xB (NFKB1) i BIRCS, a takze zwigkszone stezenie
IxkBa (NFKBIA).

a®) ; O AKT
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Rysunek 39. Wplyw  tyrfostinu AG1024 na synteze mMRNA wybranych gendw
zaangazowanych w szlaki sygnalizacji komorkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium
bezsurowiczym (DMEM/F12+).

Zahamowanie aktywnosci kinazy receptora IGFIR powoduje nieznaczny spadek
ekspresji receptorow ERBB2. W przeciwienstwie jednak do tyrfostinu A23, tyrfostin
AG1024 stymuluje syntez¢ mRNA receptora EGFR. Wpltyw na poziom PDGFB jest
taki sam dla obu wymienionych inhibitoréw.

Dziatanie AG1024 na komoérki LoVo powoduje zmiany w szlakach sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej. Poziom mRNA kinazy Akt (AKT) oraz kinazy ERK1/2
(MAP2K1) ulega obnizeniu. Wptyw na poziom Rafl (RAF1) jest taki sam jak dla A23,
spada ekspresja jego genu.

Pod wptywem badanego inhibitora IGFIR obserwuje si¢ zmiang¢ ekspresji
gendw kodujacych biatka odpowiedzialne za zdolno$¢ do migracji i przerzutowania
komorek LoVo. Spada wyraznie poziom metaloproteinazy MMP2, odpowiedzialnej
za degradacje kolagenu typu IV (gldwnego sktadnika btony podstawnej). Z drugiej
strony obserwuje si¢ spadek poziomu mRNA dla dwoch gendéw: NMEL (kinazy
difosforandw nukleozydow), ktérego ekspresja jest niska w komorkach o wysokiej

zdolnos$ci do metastaz oraz HTATIP2, ktory uwazany jest za inhibitor przerzutowania.
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Wrasta tez nieznacznie poziom S100A4, genu zaangazowanego w regulacje cyklu

komorkowego, roznicowania oraz przerzutowanie komorek nowotworowych.

4.6.3. Tyrfostin SU1498.

Inhibitor kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 wykazuje znaczacy wpltyw
na ekspresje genow bialek sygnalowych w komodrkach nowotworu jelita grubego LoVo
(Rysunek 40), jednakze wzor ekspresji jest nieco inny niz w przypadku dwoch
pozostaiych badanych tyrfostinc')w
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Rysunek 40. Wptyw tyrfostinu SU1498 na ekspresj¢ wybranych genéw zaangazowanych
w szlaki sygnalizacji komoérkowej, po 30 godzinach inkubacji w medium bezsurowiczym
(DMEM/F12+).

Wplyw tyrfostinu SU1498 na geny regulujace cykl komorkowy jest podobny jak
w przypadku pozostatych dwoch inhibitorow. Spada poziom mRNA cykliny El
(CCNE1), wazrasta poziom inhibitora kinaz cyklino zaleznych p21 (CDKNIA).
Dodatkowo wzrasta rowniez poziom MRNA dla biatka p27 (CDKN1B), zaleznej od
cyklin kinazy 4 (CDK4) oraz fosfatazy cdc25A (CDC25A).

Tyrfostin SU1498 wywiera odwrotny niz A23 wptyw na ekspresj¢ EGFR 1
ERBB2 oraz czynnika wzrostowego PDGFB. Wozrasta poziom mRNA zar6éwno
receptorow z rodziny EGFR, jak i ptytko-pochodnego czynnika wzrostowego B.
Zwigksza si¢ takze poziom transkryptow genow kodujacych enzymy, zaliczane
do uktadéw efektorowych receptorow czynnikow wzrostu, takie jak: kinaza aktywujaca

Erk1/2 (MAP2K1) i kinaza biatkowa B (AKT).

76



Zmiany profilu ekspresji gendbw w komdrkach LoVo traktowanych SU1498
obejmujg rowniez czgs¢ czynnikdéw transkrypeyjnych oraz regulatoréw transkrypcji.
Spada poziom mRNA dla biatka retinoblastomy (RB1), a wzrasta poziom mRNA Fos,
ktory tworzy wraz z biatkiem Jun kompleks czynnika transkrypcyjnego AP-1.
Obnizeniu ulega ekspresja ETS2, a takze genu synukleiny y (SNCG), ktorej wysoki
poziom obserwuje si¢ w zaawansowanych nowotworach piersi. Rosnie poziom mRNA
dla genu MTAI, kodujacego biatko bedace regulatorem transkrypcji 1 czynnikiem
remodelacji chromatyny.

Badany inhibitor kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 ujawnia taki sam jak
tyrfostin AG1024 wplyw na ekspresj¢ trzech z genéw zaangazowanych w apoptoze,
ktorych poziom mRNA okre§lano w tym doswiadczeniu. Spada poziom MRNA
proapoptotycznego BAX oraz antyapotpotycznego BIRCS5, a wzrasta poziom BCL2L,
ktore moze wykazywaé wlasciwosci zarowno pro- jak i antyapoptotyczne.

Najwickszy wptyw badany inhibitor VEGFR2 wywiera na ekspresj¢ genow
zwigzanych z migracja 1 przerzutowaniem komorek nowotworowych. Zmniejsza on
wyraznie poziom mRNA dla metaloproteinazy MMP2, a takze zwigksza eskpresje
inhibitora metaloproteinazy TIMP1 oraz inhibitora proteinaz serynowych (i
cysteinowych) SERPINB2. Pod wplywem tyrfostinu SU1498 obniza si¢ ekspresja
gendéw ITGA3 iITGBI, kodujagcych odpowiednio podjednostke a i B kompleksu
integryny, okreslanej jako: receptor 1 macierzy zewnatrzkomorkowej (ECMRI1, z ang.
»extracellular matrix receptor 1”) lub galaktoproteina b3 (GAPB3). Wzrasta natomiast
poziom ekspresji genu kodujacego podjednostke B5.

Analogicznie do tyrfostinu AG1024, SU1498 powoduje spadek poziomu mRNA
genu NMEI oraz wzrost ekspresji SI00A4. Zauwazalnie przyrasta natomiast ilo$¢

trankryptu genu HTATIP2, uwazanego za inhibitor przerzutowania.

4.6.4. Komputerowa analiza wynikow.

Komputerowa analiza uzyskanych profili ekspresji genow potwierdza wszystkie
wczesniejsze obserwacje dotyczace zmian, w poziomie mRNA dla poszczegdlnych
gendw, powodowanych dziataniem badanych inhibitoréw receptorowych kinaz
tyrozynowych na komorki LoVo (Rysunek 41).

Najwigksze podobienstwa we wptywie wszystkich trzech badanych inhibitorow

obserwuje si¢ dla genow: NFKBIA i TNFRSF10B. Pod wplywem kazdego z tych
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tyrfostinow nastepuje odpowiednio spadek i1 wzrost ich ekspresji na zblizonym
poziomie. W wigkszosci przypadkow efekt dziatania tyrfostinow A23, AG1024
i SU1498 jest zbiezny, tzn. ekspresja danego genu spada lub wzrasta dla kazdego
Z powyzszych inhibitoréw, cho¢ wystepuja niewielkie roznice w sile efektu.

W przypadku czesci gendw, takich jak: CDKNIA, EGFR, ERBB2, HTATIP2,
MYC, NFKBIA, PNN, RAF1 czy TNFRSF1A i TNFRSF25 jeden z tyrfostinbw
wykazuje przeciwstawny do pozostatych inhibitorow wptyw na poziom odpowiedniego
MRNA.

Najbardziej zréznicowane efekty zaobserwowano dla CDK2 i MAP2KI.
W przypadku tych gendéw jeden tyrfostin powoduje wzrost, drugi spadek ekspresji,
natomiast trzeci nie wptywa na poziom transkryptow tych genéw.

Podsumowujac liczbe zmian w ekspresji gendéw zaangazowanych w poszcze-
golne szlaki sygnalizacyjne (Rysunek 42), mozna zauwazy¢ spore réznice w dziataniu
badanych inhibitorow receptorowych kinaz tyrozynowych. Wszystkie trzy badane
tyrfostiny w podobnym stopniu wptywajag na poziom mRNA kodujacego biatka
zaangazowane w cykl komorkowy. Jak mozna byto si¢ spodziewa¢ najwigkszy wptyw
na ekspresj¢ gendw zaangazowanych w proces apoptozy wykazat inhibitor kinazy
tyrozynowej receptora IGFIR (AG1024). Z kolei najwigcej zmian w poziomie
transkryptow kodujacych biatka odpowiedzialne za zdolno$¢ do migracji komorek oraz
tworzenia przerzutow zaobserwowano dla tyrfostinu SU1498. Réwniez zmiany
w ekspresji genéw kodujacych biatka adhezyjne zaobserwowano prawie wylacznie

w przypadku komérek traktowanych inhibitorem kinazy receptorowej VEGFR2.
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Rysunek 41. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 na poziom mRNA wybranych genéw w komérkach LoVo poddanych 30-godzinnej inkubacji
w medium bezsurowiczym (DMEM/F12).
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Rysunek 42. Wptyw tyrfostinow A23, AG1024 oraz SU1498 na ekspresj¢ wybranych
gendw zaangazowanych w wybrane szlaki sygnalizacyjne.

4.7. Wptyw tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 na ekspresje
kinazy PKB/AKt.

Wyniki do§wiadczen z zastosowaniem macierzy cDNA wykazaty pewne roznice
we wpltywie badanych inhibitorow na profil ekspresji wybranych genow w komorkach
LoVo. Zaobserwowano m.in. zréznicowany wptyw tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498
na poziom mRNA kodujacego kinazg¢ Akt, czyli jedno z biatek sygnalizacyjnych,
ktorego fosforylacje badano w niniejszej pracy. W zwigzku z tym postanowiono
sprawdzi¢, czy roznice w poziomie mRNA przekladaja si¢ na réznice w poziomie
biatka. Zbadano metoda Western blotting wptyw tyrfostinow AG1024, SU1498 oraz
A23 na ekspresj¢ kinazy biatkowej B (Akt) w komorkach nowotworu jelita grubego
linii LoVo. Obraz elektroforetyczny badanych prébek izolowanych z komorek
poddanych dziataniu tyrfostinow A23, AG1024 i SU1498 przedstawiono na rysunku 43.

W komérkach inkubowanych 12 i 24 godziny z badanymi inhibitorami nie

zaobserwowano zmian w poziomie kinazy Akt. Wykazano znaczace zmniejszenie
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poziomu kinazy bialkowej B w komodrkach LoVo, pod wptywem dziatania tyrfostinu

AG 1024 w stgzeniach > 5 uM, po 48 i 72 godzinach inkubacji.

Tyrfostiny SU1498 1 A23 tylko w nieznaczny sposdb obnizaly poziom kinazy

Akt, a efekt dzialania tych inhibitorow mozna bylo zaobserwowac¢ dopiero po 72

godzinach.
AG1024 SU1498 A23
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Rysunek 42. Wpltyw réznych stezen tyrfostinu SU1498 na ekspresje Akt w komorkach
LoVo, inkubowanych 12-72 godzin w medium bezsurowiczym , okreslony metoda Western
Blotting.
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5. Dyskusja.

5.1. Komorki LoVo w badaniach nowotworu jelita grubego.

Rak jelita grubego (RJG) stanowi powazny problem zdrowotny, szczeg6lnie
w krajach  wysokorozwinigtych. W pierwszym stadium rozwoju nowotworu,
chirurgiczne usunigcie guza daje spore szanse przezycia. W przypadku wystapienia
przerzutdw odsetek 5-letnich przezy¢ gwattownie spada. Standardowa chemioterapia,
a takze terapie kombinowane stosowane wraz z zabiegiem chirurgicznym przyniosty
pewne wymierne korzysci w leczeniu metastatycznego raka jelita grubego, jednak tylko
stosunkowo niewielkie wydhuzenie $redniego czasu przezycia pozostawia wiele do
zyczenia.

Wielu autoréw wykazato udzial czynnikow wzrostowych z rodziny EGF oraz
ich receptorow w transformacji nowotworowej [38-41, 145]. W zwigzku z tym,
w poszukiwaniu nowych sposobow leczenia nowotwordw jelita grubego, naukowcy
duzg uwagg skupili na hamowaniu aktywnosci receptora EGFR [45, 146-155]. W terapii
raka jelita grubego wykorzystuje si¢ takze inhibitory VEGF/VEGFR’s [27, 156-162].
Badacze sugeruja réwniez udzial innych czasteczek sygnalowych oraz specyficznych
dla nich receptoréw w powstawaniu i rozwoju raka jelita grubego. Przyktadem moga
by¢ insulinopodobne czynniki wzrostowe [47, 163-168] czy interleukina 6 [169].
Pomimo intensywnych prac nad nowymi sposobami leczenia raka jelita grubego,
mechanizm molekularny autokrynnej regulacji wzrostu komdrek nowotworowych,
ktory przynajmniej czesciowo odpowiada za ich rozwoj i potencjal metastatyczny, jest
daleki od wyjasnienia.

W badaniach in vitro nad nowotworami jelita grubego wykorzystuje si¢ ustalone
linie komorkowe np. Caco-2, WiDr, HT-29, Co 205 czy SW480. Komorki te znajduja
réwniez zastosowanie w badaniach in vivo. Implantowane sa one wtedy w ciatach
myszy z niedoborem odpornoséci (np. BALB/c) [170]. W swojej pracy wszystkie
do$wiadczenia wykonalem na ludzkiej linii komorek nowotworowych jelita grubego
LoVo. Zostala ona wyprowadzona w 1976 roku przez B. Drewinko z przerzutu
w nadobojczykowym regionie, od 56-letniego pacjenta z histologicznie diagnozo-
wanym nowotworem jelita grubego. Dotychczas wykazano w komorkach LoVo
obecno$¢ mRNA kodujagcego EGF i EGFR, ale nie TGF-a [171]. Udowodniono
rowniez obecno$¢ funkcjonalnej formy receptora EGFR na powierzchni tych komorek

[172]. Jednak do tej pory nie zaobserwowano produkcji przez komorki LoVo
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czynnikdw wzrostowych z rodziny EGF. W swojej pracy wykazatem z zastosowaniem
metody ELISA, iz badana linia komoérkowa produkuje TGF-o. W medium znad hodowli
komorek LoVo nie wykrytem natomiast nawet sladowych ilosci EGF.

W literaturze fachowej mozna znalez¢ informacje odnos$nie badan nad
komorkami LoVo z zastosowaniem drobnoczgsteczkowych inhibitoréw receptorowych
kinaz tyrozynowej EGFR. Dotychczas wykazano, iz ZD1839 (Iressa™) hamuje wzrost
komorek LoVo in vitro (ICso = 24,5 uM) [173], natomiast erlotonib (Tarceva™)
znacznie spowalnia wzrost komdrek LoVo implantowanych do organizméw mysz
z niedoborem odpornosci [174]. Proby hamowania receptora EGFR z zastosowaniem
chimerycznego przeciwciata — cetuximabu (Erbitux™) wykazaty brak wplywu tego
inhibitora na wzrost komoérek LoVo (a takze HT29 i1 Colo209), w myszach
bezgrasiczych. Niewielkie zahamowanie wzrostu zaobserwowano w przypadku
komorek WiDr, jedynie komorki Geo byly jednoznacznie hamowane przez cetuximab
[175]. Testowano réwniez na komorkach LoVo dwa rézne siRNA skierowane
przeciwko EGFR. Oba zastosowane rownocze$nie zmniejszyly eksresje EGFR o 90 %
na poziomie mRNA 1 biatka, zwiekszyly frakcje komodrek apoptotycznych do 15 %
(0,9% w kontroli). Komorki transfekowane obiema wersjami siRNA wykazywaty
znacznie zwigkszong wrazliwo$¢ na S-fluorouracyl (ICsp = 3,13 £ 0,39 pg/ml)
w porownaniu z komdérkami nie modyfikowanymi (ICsp = 9,67 + 0,81 pg/ml) [176].

Badano réwniez wptyw inhibitorow wewnatrzkomorkowego szlaku przekazania
sygnatu mitogennego na wzrost komorek LoVo. FT1-227 inhibitor bialek Ras hamowat
wzrost komorek LoVo oraz stymulowal ich apoptoze, nie wykazano jednak jego
wplywu na fosforylacje kinaz MEK i ERK [177]. Inhibitor PI3K (LY?294002)
powodowat silne zahamowanie wzrostu komorek LoVo in vitro i w mysich modelach
SCID, indukowatl apoptoze i obnizal fosforylacje kinazy Akt (Serd73) [178]. U0126
inhibitor ERK1/2 hamowal wzrost komoérek LoVo oraz indukowat apoptoze,
stymulowal aktywacj¢ kaspazy 3, zmniejszal fosforylcje ERK1/2 oraz MEK1/2. Efekt
inhibitora U0126 byl silniejszy w komorkach transfekowanych plazmidem
zawierajagcym gen kodujacy biatko XAF1 (XIAP associated factor 1) [179].

Dowiedziono rowniez, iz EGF stymuluje migracj¢ komoérek LoVo przez
aktywacje PLCy, co prowadzi do aktywacji NFkB i spadku ekspresji Hsp70. Wykazano
zalezne od dawki inhibitora PLCy (U73122) zahamowanie migracji komorek LoVo

[180].
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5.2. Wplyw tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 na autokrynny
wzrost komérek LoVo.

Jednym z zadan badawczych niniejszej pracy byto ustalenie, czy zahamowanie
aktywnosci kinaz tyrozynowych receptorow IGFIR i VEGFR2 hamuje autokrynny
wzrost komoérek LoVo. W badaniach zastosowano w miare selektywne inhibitory kinaz
receptora IGFIR (tyrfostin AG1024) i receptora VEGFR2 (tyrfostin SU1498). W celu
poréwnania aktywnos$ci cytostatycznej powyzszych zwigzkoéw, wyznaczono dla kaz-
dego z nich stezenie (ICsp), przy ktorym nastepowato potowiczne zahamowanie
wzrostu komoérek LoVo.

Ocen¢ zahamowania wzrostu komorek LoVo pod wpltywem badanych
tyrfostinbw dokonano z zastosowaniem dwoch metod kolorymetrycznych, barwienia
fioletem krystalicznym oraz testu MTT. Doswiadczenie powtorzono trzykrotnie. Dane
uzyskane z zastosowaniem obu metod poddano standaryzacji, a nastepnie usredniono.
Szczegdlowy opis w rozdziale 3. Materialy i metody.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wykazaly, iz oba badane tyrfostiny w zakresie
stezen 2,5 — 10 pM hamuja w sposéb zalezny od dawki autokrynny wzrost komoérek
LoVo. Stezenia tyrfostinu AG1024 powodujace polowiczne zahamowanie wzrostu
(ICs0) komorek LoVo wyznaczone po 48 i 72 godzinach inkubacji wyniosty
odpowiednio: 4,2 uM i 4,6 uM. Roéznica wyznaczonych warto$ci ICsp dla réznych
czasOw inkubacji nie jest istotna statystycznie. St¢zenie badanego inhibitora kinazy
tyrozynowej receptora IGFIR rowne 7,5 uM spowodowato catkowite zahamowanie
wzrostu komorek LoVo. W hodowlach komorek LoVo inkubowanych z tyrfostinem
AG1024 w stezeniu 10 uM zaobserwowano zalezne od czasu inkubacji zmniejszanie
liczby komorek w poréwnaniu z iloscia komoérek na poczatku eksperymentu,
co wskazuje na wptyw cytotoksyczny badanego inhibitora.

Uzyskane przeze mnie wyniki hamowania aktywnosci IGFIR na wzrost
komorek LoVo znajduja poparcie w danych lieraturowych. Jones HE 1 wsp. wykazali
invitro zahamowanie wzrostu komorek LoVo pod wpltywem innego inhibitora
receptorowych kinaz tyrozynowych IGFIR oraz InsR (ABDP) [181]. Dowiedziono
réwniez w badaniach in vivo, iz IGFBP3, biatko wigzace IGFs, ktore negatywnie regu-
luje ich aktywnosc¢, hamuje proliferacje komorek LoVo w myszach BALB-c [182].

W medium hodowlanym komorek LoVo nie wykryto obecnosci IGF-1. Wynik
ten sugeruje udziat IGF-1l w autokrynnej stymulacji wzrostu badanych komorek.

Powyzsza hipteza znajduje uzasadnienie w danych literaturowych. Udowodniono
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bowiem ekspresj¢ mRNA kodujacego IGF-II w szedciu liniach komorek
nowotworowych jelita grubego m.in. w komérkach LoVo [183]. Co wigcej ilos¢ mRNA
kodujacego IGF-II okreslona z zastosowaniem RT-PCR okazata si¢ ponad 4-krotnie
wyzsza w komorkach LoVo niz w komérkach innych linii nowotworowych (A549,
DU145 i MCF-7) [181].

Komorki LoVo, jak dowiodly badania Lehmann’a i wsp. wykazuja ekspresje
zmutowanej, nieaktywnej formy furyny, enzymu nalezagcego do rodziny
subtilizynopodobnych ~ konwertaz ~ pro-biatek.  Skutkiem  braku  aktywnosci
enzymatycznej furyny, na powierzchni komorek LoVo nie stwierdzono wystgpowania
dojrzatej formy receptora IGFIR. Nie mozna jednak wykluczy¢ istnienia innych,
alternatywnych enzymow zaangazowanych w dojrzewanie receptoréw IGFIR, lecz
0 znacznie nizszej od furyny aktywnosci proteolitycznej [184].

Dos$wiadczenia prowadzone przez Jones HE i wsp. wykazaly w komorkach
LoVo ekspresj¢ izoformy A receptora insuliny [181]. Receptor insuliny wystepuje
w dwoch izoformach InsR-A oraz InsR-B powstajgcych w wyniku alternatywnego
sktadania egzonu 11. Cechg charakterystyczng InsR-A jest to, iz wykazuje on takie
samo powinowactwo wzgledem insuliny jak i IGF-II. Izoforma B tegoz receptora wigze
preferencyjnie insuling [53]. Co ciekawe, wykazano, iz insulina i IGF-II dziatajac przez
ten sam receptor InsR-A, moga wywotywa¢ czesciowo odmienne efekty, nawet
W obrebie jednej linii komorkowej [59]. Badania nad komdrkami miosarkomy
wykazaly, ze IGF-Il jest silniejszym aktywatorem szlaku sygnalizacji
wewnatrzkomoérkowej Shc/ERK niz insulina. Z kolei insulina silniej stymulowata
aktywno$¢ szlaku PI-3K/Akt [185].

Wyznaczona przeze mnie warto$¢ polowicznej dawki zahamowania wzrostu
(ICs0) komoérek LoVo jest ponad 10 razy wyzsza od literaturowej wartosci ICsg
wyznaczonej dla aktywnos$ci enzymatycznej kinazy tyrozynowej receptora IGFIR
(0,4 uM). Z drugiej strony, 50 % zahamowanie autofosforylacji badanego receptora IGF
nastepuje przy stezeniu tyrfostinu AG1024 rownym 7 + 2 uM, czyli wyzszym niz ICsp
wyznaczonego dla zahamowania wzrostu komorek LoVo. To ostatnie poréwnanie
wskazuje na bezposredni udziat receptora IGFIR w stymulacji wzrostu autokrynnego
komorek LoVo. Tyrfostin AG1024 hamuje réwniez aktywno$¢ receptora insuliny,
jednak znacznie stabiej niz w przypadku IGFIR. Aktywno$¢ kinazowa receptora

insuliny hamowana jest o0 50 % przez tyrfostin AG1024 w stgzeniu 10 pM, natomiast
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ICso wyznaczone dla procesu autofosforylacji InsR wynosi 57 uM [133], co praktycznie
wyklucza udziat tego receptora w regulacji wzrostu komoérek LoVo.

Uzyskane przeze mnie wyniki oraz przedstawione powyzej dane literaturowe
wskazuja, iz najprawdopodobniej ligandem zaangazowanym w autokrynng stymulacje
wzrostu komorek LoVo jest IGF-II. Trudno jednak stwierdzi¢ jednoznacznie, ktory
z dwdch receptoréw IGFIR czy InsR-A uczestniczy w przekazie sygnatu mitogennego
od wydzielanego autokrynnie IGF-II. Nie mozna réwniez wykluczy¢ rownoczesnego
funkcjonowania obu tych receptoréw w komérkach LoVo.

Tyrfostin SU1498 hamuje rowniez wzrost komoérek LoVo w sposéb zalezny
od dawki. 50 % zahamowanie proliferacji komérek LoVo obserwuje si¢ po 48 godzin-
nej inkubacji przy stezeniu inhibitora rownym 3,3 uM. Po wydtluzeniu czasu inkubacji
do 72 godzin warto$¢ ICsy wzrasta do 4,1 pM, jednak roznica nie jest istotna
statystycznie. Zastosowany inhibitor kinazy receptora VEGFR2 w stezeniach 7,5 uM
I 10 uM powoduje spadek liczby komoérek w hodowli w poréwnaniu z liczbg komoérek
wyznaczong na poczatku eksperymentu. Wyznaczone warto$ci potowicznej dawki
zahamowania wzrostu komorek LoVo pod wptywem tyrfostinu SU1498 byty 5-6 razy
wyzsze od podawanego przez producenta ICso dla aktywnosci kinazy tyrozynowej
receptora VEGFR2 wynoszacego 0,7 uM. Brak w piSmiennictwie fachowym danych
0 wplywie badanego inhibitora na proces autofosforylacji receptora VEGFR.

Dotychczas publikowane dane dotyczace hamowania wzrostu komorek LoVo
przez inhibitory VEGFR2 sg na pierwszy rzut oka przeciwstawne. Badania prowadzone
przez Sakurai i wsp. wykazaly brak wptywu drobnoczasteczkowego inhibitora kinaz
tyrozynowych Ki23057 na wzrost komoérek LoVo w stezeniu < 300 nM [186]. Tyrfostin
Ki23057 wykazuje szerokie spektrum dziatania. Hamuje aktywno$s¢ VEGFR2, FGFR1
i FGFR2, a wyznaczone wartosci ICso dla aktywnosci kinaz tyrozynowych tych
receptoréw wynoszg odpowiednio 38 nM, 89 nM i 91 nM [187].

Z drugiej strony udowodniono, iz inhibitor kinazy tyrozynowej VEGFR2
(ZD6474) hamuje proliferacje (w fazie Go/G; cyklu komdrkowego) oraz indukuje
apoptoze komorek LoVo, a wartos¢ ICsp dla komoérek LoVo wynosi 3,5 = 0,9 uM
(po 72 godzinach inkubacji) [188]. Tyrfostin ZD6474 cechuje si¢ wysoka
specyficznoscig wzgledem kinazy receptora VEGFR2 (ICso = 40 nM), i znacznie stabiej
hamuje aktywnos¢ receptorow EGFR (ICsg = 0,5 uM) oraz PDGFR (ICs = 1,1 uM)
[189]. Wartos¢ dawki potowicznego zahamowania wzrostu komorek LoVo wyznaczona

przez Azzariti i wsp. jest prawie 90-krotnie wyzsza od wartosci ICsp dla aktywnosci
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izolowanej kinazy VEGFR2 wyznaczonej przez Carlomagno i wsp. Podsumowanie
aktywnosci tyrfostinow SU1498, ZD6474 i Ki23057 przedstawia Tabela 5.

Tabela 5. Por6éwnanie aktywnosci biologicznej wybranych drobnoczasteczkowych
inhibitoréw kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2 okreslonej przez wartosci ich ICsp.

1Cxo SU1498 ZD6474 Ki23057
Aktywnos$¢ 0,7 uM 0,04 uM 0,038 uM
enzymatyczna (AE) (126] (127]
Wozrost autokrynny (WA) | 41uM* 3,5 uM b.d. **
WA : AE 5,9 87,5 b.d.

* - wyniki wlasne,
** - nie zaobserwowano wplywu badanego inhibitora na komoérki LoVo w stezeniach
<0,3uM

Dane zawarte w tabeli 3 wskazuja, iz sposrod omawianych powyzej inhibitorow
kinazy tyrozynowej receptora VEGFR2, najwickszy potencjal w hamowaniu wzrostu
komoérek LoVo wykazuje tyrfostin SU1498. Wydaje si¢ rowniez, iz Sakurai i wsp.
zastosowali w swoich badaniach zbyt niskie stezenia Ki23057, by mozna byto
zaobserwowac¢ wplyw tego tyrfostinu na wzrost komorek LoVo.

W medium bezsurowiczym (DMEM/F12+) znad hodowli komorek LoVo
wykrytem obecno$¢ VEGF. Ilo$¢ wyprodukowanego w ciggu 24 godzin VEGF
przypadajaca na 10° komorek LoVo wyniosta 292,6 pg. Warto$¢ ta jest zblizona
do danych literaturowych. Ottaiano i wsp. wykazali, iz komorki LoVo w ilosci 10°
produkuja ok. 250 pg VEGF w ciggu 24 godzin [190]. Niewielka roznica moze wynikac
z faktu, iz w omawianej pracy Ottaiano, zastosowano inng pozywke (RPMI), ktora
zawierata dodatek 0,5 % FCS.

Roéwniez inni autorzy wykazali, ze komorki LoVo syntetyzujg nie tylko VEGF
[191], ale takze VEGFR2 [192]. Przedstawione dane literaturowe oraz wyniki moich
badan wskazuja jednoznacznie na istnienie petli autokrynnej stymulacji wzrostu
komorek LoVo z udziatem VEGF oraz receptora VEGFR2.

Wyniki doswiadczen nad wplywem tyrfostinow AG1024, SU1498 1 A23
wykazaty dla najwyzszych zastosowanych stezen tych inhibitoréw, spadek liczby
komorek LoVo hodowanych przez 48 i 72 godziny, w poréwnaniu z ilo$cig komorek
na poczatku eksperymentu. Barwienie Giemsy potwierdzilo przypuszczenia o pro-
apoptotycznym wptywie badanych tyrfostinow na komoérki LoVo. Wyniki ilosciowe
uzyskane z zastosowaniem metody podwojnego barwienia (Hoechst 33258/PI) po

24 godzinnej inkubacji wykazaly, iz kazdy z badanych inhibitoréw uzyty w st¢zeniu
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rownym polowicznej dawce zahamowania wzrostu powoduje podobny spadek
zywotno$ci komorek LoVo o ok. 30 %. Roéznice w proapoptotycznym wplywie
tyrfostinow AG1024, SU1498 1 A23 na badane komorki ujawnily si¢ dopiero po
wydtuzeniu czasu inkubacji do 48 godzin. Najsilniejszy efekt zaobserwowano, jak
mozna bylo si¢ spodziewaé, dla inhibitora kinazy tyrozynowej receptora IGFIR.
Dwukrotne zwigkszenie stezenia badanych tyrfostindw, co ciekawe, tylko w przypadku
inhibitorow IGFIR 1 VEGFR2 skutkowato zwigkszeniem ilosci komorek
apoptotycznych. Najwiekszy spadek zywotno$ci wraz ze wzrostem stezenia badanego
inhibitora zaobserwowano w przypadku komoérek LoVo inkubowanych z tyrfostinem
AG1024. Obserwacj¢ ta mozna przynajmniej po cze¢$ci wyttumaczy¢ analizujac ksztatty
krzywych obrazujacych zaleznosci efektu od dawki wyznaczone dla tyrfostinow
AG1024, SU1498 i A23 (Rysunek 43).
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Rysunek 43. Zalezno$ci tempa proliferacji komérek LoVo od stezenia tyrfostinow A23,
AG1024 i SU1498, wyznaczone po 72 godzinnej inkubacji. Stezenie inhibitoréw wyrazono
jako krotno$¢ ICsp.

Czesto si¢ zdarza, ze krzywe zaleznosci efektu od dawki inhibitora, sg ksztaltem
zblizone do krzywej wigzania inhibitora przez receptor [193]. Zgodnie z tym
zatozeniem, na podstawie analizy krzywych zaleznosci efektu od dawki tyrfostinow
(Rysunek 43), mozna wysnu¢ wniosek, iz po przekroczeniu stezenia réwnego ICsg,
stopien asocjacji tyrfostinu AG1024 z kinazag IGFIR rosnie szybciej niz stopien
asocjacji tyrfostinu A23 z kinaza EGFR. Wyzszy stopien asocjacji inhibitora ze
specyficznym dla niego receptorem przektada si¢ na silniejsza inhibicje docelowe;j
kinazy tyrozynowej, co z kolei prowadzi do silniejszego zahamowania sygnalizacji

Z udzialem badanego receptora.
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Wptyw badanych tyrfostinow na cykl komérkowy LoVo oceniany metoda
cytometrii przeptywowej byl podobny. Tyrfostiny AG1024 i SU1498 podobnie jak
badany inhibitor receptora EGFR, powodowaly zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie G1/Gy. Podobne wyniki uzyskano takze dla innych tyrfostinow. Wykazano
znaczne zwickszenie procentowego udzialu komoérek w fazie Gi1/Gy pod wpltywem
gefitinibu (inhibitora kinazy tyrozynowej EGFR) oraz ZD6474 (inhibitora kinazy
tyrozynowej VEGFR2) [188].

W s$wietle powyzszych obserwacji nasuwa si¢ wniosek, iz komorki LoVo do
prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego wymagaja stymulacji nie tylko receptora
EGFR, ale réwniez innych receptorow czynnikow wzrostu tj. IGFIR/InsR oraz
VEGFR2. Ste¢zenie odpowiedzialne za potowiczne zahamowanie wzrostu komorek
LoVo jest porownywalne ze wspotczynnikiem ICsp dla aktywnosci kinazy tyrozynowe;j
tylko w przypadku inhibitora receptora EGFR. W przypadku tyrfostinow AG1024
I SU1498, stezenie potrzebne do zmniejszenia tempa proliferacji o 50% jest
odpowiednio 6 1 10 razy wyzsze od stezenia potrzebnego do zahamowania aktywnos$ci
receptorowych kinaz tyrozynowych bedacych celem tych inhibitorow. W zwigzku z tym
mozna przypuszczaé, iz petla autokrynna TGF-o/EGFR ma pierwszorzedne znaczenie
w regulacji wzrostu komorek LoVo, jednak do prawidtowego przebiegu cyklu
komoérkowego wymagana jest rowniez aktywnos$¢ receptoréw IGFIR/InsR-A oraz
VEGFR2, stymulowanych odpowiednio IGF-II i VEGF. Jesli poréwna¢ warto$ci stezen
badanych inhibitoréw powodujacych zahamowanie wzrostu komoérek LoVo do 50 %

z warto$ciami ICsg dla aktywnosci kinaz tyrozynowych.

Tabela 6. Porownanie aktywnosci biologicznej tyrfostindw AG1024, SU1498 i A23
okreslonej przez wartos$ci ich ICsp.

1Cs A23 AG1024 SU1498
AKtywnosé 35 UM 0,4 UM 0,7 UM
enzymatyczna’ [126] [127]
Autofosforylacja” EGFR IGF1R InsR | VEGFR2
40 UM [194] 7 UM 57 uM b.d.
Wzrost autokrynny” | 35,5 uM 4,6 UM 4,1 uM

* - dane literaturowe, ** - wyniki wlasne, b.d. — brak danych

Wyniki badania cytometrycznego zawarto§ci DNA w oszczegdlnych fazach
cyklu komorkowego, potwierdzity rowniez proapoptotyczny wpltyw badanych
zwiagzkow na komorki LoVo. Podobng ilos¢ komoérek apoptotycznych, ktore cechujg sig

intensywnoscig fluorescencji mniejsza niz komorki w fazie G1/Go (frakcja sub-G;),
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zaobserwowano w przypadku stezen badanych tyrfostindéw réwnych 1Cso. Dwukrotne
zwigkszenie dawki badanych inhibitorow, podobnie jak w przypadku wynikow
uzyskanych z zastosowaniem barwienia roznicowego, spowodowato uwidocznienie
roznic w ich wplywie cytotoksycznym na komoérki LoVo. Najwigcej komorek we
frakcji sub-G; zaobserwowano w prébkach z hodowli komorek inkubowanych z
tyrfostinem AG1024. Potwierdza to obserwacj¢, iz inhibitor kinazy tyrozynowe;j
receptora IGFIR/InsR wykazuje najsilniejszy sposréd badanych tyrfostindw, wptyw

proapoptotyczny na komorki LoVo.

5.3. Wptyw tyrfostinow AG1024 i SU1498 na wybrane etapy
sygnalizacji mitogennej.

Mechanizm sygnalizacji mitogennej z udziatem receptorow czynnikow wzrostu
jest wieloetapowy. W pierwszym etapie czynniki wzrostowe przytaczaja si¢ do
swoistych receptoréw, co prowadzi do ich homo- lub heterodimeryzacji. Zmiany
konformacyjne zachodzace w obrgbie domen cytoplazmatycznych prowadza do wzrostu
aktywnos$ci kinaz tyrozynowych, co umozliwia krzyzowa fosforylacje receptorow.
W wyniku procesu autofosforylacji powstajg miejsca dokowania dla wielu biatek, ktore
uczestniczg w przekazie sygnalu wewnatrz komorki. Aktywno$¢ czesci bialek
asocjujacych z receptorami czynnikéw wzrostu, moze by¢ regulowana przez
fosforylacje. W zwigzku z tym w swojej pracy sprawdzilem wpltyw badanych
tyrfostindw na fosforylacje receptora EGFR oraz kilku wybranych biatek, ktére moga
by¢ zaangazowane w przekaz sygnatu od receptoréw czynnikow wzrostu.

Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych metoda ELISA, wykazaty obnizenie
stopnia ufosforylowania receptora EGFR pod wplywem kazdego z badanych
inhibitorow. Roéznice pomiedzy zastosowanymi tyrfostinami sg niewielkie. Obnizona
fosforylacja EGFR wydaje si¢ nieodwracalna, utrzymuje si¢ praktycznie na stalym
poziomie przez 24 godziny. Uzyskane wyniki wskazuja, iz w aktywacji receptora
EGFR, przynajmniej posrednio uczestnicza receptory IGFIR oraz VEGFR2.

Jedng z hipotez ttumaczacych przeptyw sygnatu pomig¢dzy roznymi receptorami
sformutowali w 1999 roku Prenzel i wsp. Tlumaczy ona zalezng od liganda
transaktywacj¢ receptorow EGFR przez receptory zasocjowane z biatkami G. Hipoteza
ta opiera si¢ ona na mechanizmie potrdjnego przeniesienia sygnatu przez btong
komoérkows. W uproszczeniu, stymulacja receptorow zasocjowanych z biatkami G

uruchamia szlak(-i) sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej, ktory powoduje aktywacje
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metaloproteinaz katalizujacych proteoliz¢ prekursorow EGF-podobnego czynnika
wzrostowego wigzacego heparyne i uwolnienie dojrzatych form HB-EGF z powierzchni
komorki. Wydzielony do medium czynnik wzrostowy przytacza si¢ z kolei
do receptorow EGFR, powodujac ich aktywacje [195]. Wykazano rowniez podobny
mechanizm przeniesienia sygnatu pomiedzy receptorem IGFIR a receptorem EGFR
z udziatem aktywacji metaloproteinaz trawigcych proHB-EGF [196]. Udowodniono
takze indukowang LPA (kwasem lipofosfatydowym) transaktywacj¢ receptora
PDGF-B-R w komdrkach COS-7 [197] oraz stymulowang Angll transaktywacj¢ tego
receptora w komoérkach naczyniowych migéni gladkich [198, 199]. W badaniach
na komoérkach LoVo udowodniono transaktywacj¢ receptora EGFR przez LPA, w ktora
zaangazowane byly biatka G; i metaloproteinazy [200]. Poniewaz istniala szansa,
iz receptory VEGFR2 1 IGFIR moglyby uczestniczy¢ w aktywacji EGFR przez
stymulacj¢ produkcji badz uwalniania TGF-a, sprawdzitem wplyw tyrfostinow SU1498
1 AG1024, a takze A23 na zawarto$¢ TGF-o w medium z nad hodowli komoérek LoVo.
Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, iz zahamowanie aktywnos$ci kazdego
z trzech badanych receptorow paradoksalnie powoduje wzrost wydzielania TGF-o przez
komorki LoVo. Tyrfostiny A23 1 AG1024 powoduja prawie trzykrotne, a tyrfostin
SU1498 czterokrotne zwigkszenie ilosci transformujacego czynnika wzrostowego o
w medium hodowlanym komorek LoVo. Podobnych obserwacji dokonali niedawno
Mutsaers 1 wsp. Wykazali oni wzrost ilosci TGF-a zaréwno w medium z hodowli
komdrek nowotworowych (m.in. jelita grubego HT29 i GEO) inkubowanych z inhi-
bitorami EGFR jak i w surowicy pacjentéw z nowotworem jelita grubego poddanych
leczeniu Cetuximabem (przeciwciatem anty-EGFR). Dowiedli oni rowniez, ze wzrost
ilosci wydzielonego TGF-a jest wynikiem zwigkszenia aktywnos$ci metaloproteinazy
TACE, anie jest zalezny od stymulacji ekspresji genow kodujacych TGF-a czy TACE
[201]. Wzrost wydzielania transformujacego czynnika wzrostowego o spowodowany
wplywem inhibitoréw receptorow czynnikéw wzrostu sugeruje istnienie mechanizmu
regulacyjnego, dostosowujgcego ilos¢ wydzielanego autokrynnie TGF-o do nat¢zenia
zewngtrznej stymulacji mitogennej. Z jednej strony, przy zbyt niskim stezeniu TGF-o w
srodowisku komorki ulegaja apoptozie. Z drugiej strony nadmierna ilo$¢ liganda
prowadzi do zmniejszenia, w wyniku endocytozy, ilosci swoistych dla niego receptoréw
na powierzchni komorki, a co za tym idzie uniewrazliwienia komorek na stymulacje

badanym czynnikiem wzrostowym. Rownocze$nie zbyt wysoka w poroOwnaniu z
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zapotrzebowaniem, produkcja jakiegokolwiek bialka jest niekorzystna dla kazdej
komorki.

Trudny jest jednak do wyttumaczenia fakt hamowania fosforylacji EGFR przez
tyrfostiny AG1024 1 SU1498, pomimo zwigkszania przez nie ste¢zenia TGF-a W ptynie
hodowlanym. W przypadku tyrfostinu A23 dochodzi do zahamowania aktywnosci
kinazy tyrozynowej EGFR, w zwiazku z tym zwigkszenie stezenia ligandéw z rodziny
EGF nie powinno mie¢ wigkszego wptywu na fosforylacje tego receptora. Tyczasem
inhibitory kinaz tyrozynowych receptorow IGFIR i VEGFR pomimo stymulacji
wydzielania TGF-a, podobnie jak tyrfostin A23 obnizaja fosforylacj¢ EGFR. Jednym z
wyjasnien tego zjawiska moglaby by¢, bezposrednia lub zachodzaca z udziatem innych,
cytoplazmatycznych biatek, transaktywacja receptora EGFR przez receptory IGFIR i
VEGFR2. Wtedy zahamowanie aktywnos$ci, ktorego$ z badanych receptorow IGF i
VEGF, mogloby skutkowaé obnizeniem stopnia ufosforylowania receptora EGF.

Zwigkszong, pod wplywem badanych inhibitorow receptorowych kinaz
tyrozynowych, produkcje TGF-a, mozna powigza¢ z zaobserwowang przeze mnie,
aktywacjg kinazy Src. Badania z zastosowaniem metody ELISA wykazaly, iz kazdy
z badanych tyrfostinow powodowal wzrost stopnia ufosforylowania kinazy Src.
Wiadomo, Zze wzrost aktywno$ci enzymatycznej kinazy Src skutkuje autofosforylacja
tyrozyny 418, znajdujacej si¢ w petli aktywacyjnej tej kinazy, co stabilizuje aktywnag
form¢ enzymu. Badania nad mechanizmem transaktywacji receptora EGFR przez
prostaglandyng¢ E, [172] wykazaty, iz prostaglandyna E, powoduje w komorkach LoVo
aktywacje kinazy Src, co prowadzi do wzrostu aktywno$ci metaloproteinaz
na powierzchni komoérki i uwolnienia dojrzatej formy TGF-a do medium. Uwolniony
z powierzchni  komorki ligand stymuluje z kolei receptor EGFR. Najsilniejszg
stymulacj¢ kinazy Src oraz najwickszy wzrost ilosci wyprodukowanego TGF-a
zaobserwowano w  komérkach LoVo traktowanych tyrfostinem  SU1498.
Podsumowujac, mozna przypuszczaé, iz zahamowanie aktywnosci receptorow EGFR,
VEGFR2 1 IGFIR prowadzi do zwigkszonej aktywnosci kinazy Src, czego nastepstwem
jest zwigkszone wydzielanie TGF-a, przez komorki LoVo.

Wszystkie trzy badane tyrfostiny w podobny, cho¢ nie identyczny sposob
wplywaty na fosforylacj¢ kinazy Akt. Poczatkowo (3-6 godzin inkubacji) obserwuje si¢
niewielkie obnizenie stopnia ufosforylowania tego biatka. W 12 godzinie nastgpuje
silny spadek fosforylacji Akt. Efekt ten jest jednak w przypadku tyrfostinbw A23 i
SU1498 odwracalny, poziom ufosforylowania Akt wraca po 24 godzinach inkubacji do
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poziomu kontroli. Obnizona fosforylacja Akt utrzymuje si¢ tylko w komorkach
inkubowanych z tyrfostinem AG1024, co moze tlumaczy¢ silniejszy wplyw
proapoptotyczny tego inhibitora na komorki LoVo.

Najwigksze roznice we wplywie badanych inhibitoréw receptorowych kinaz
tyrozynowych zaobserwowano w przypadku kinazy ERK1/2. Tyrfostin SU1498 nie
zmienia w sposob istotny statystycznie stopnia ufosforylowania kinazy ERKZ1/2.
Tyrfostin AG1024 poczatkowo nieznacznie hamuje fosforylacje badanego bialka,
jednak efekt ten jest nietrwaty. Ufosforylowanie ERK1/2 wraca do poziomu kontroli juz
po 12 godzinach i utrzymuje si¢ na statym poziomie przez kolejne 12 godzin. Inhibitor
receptora EGFR powoduje spadek stopnia ufosforylowania ERK o okolo 20 % po
3 godzinach inkubacji. Z czasem poziom fosforylacji badanej kinazy rosnie, a po 24
godzinach obserwuje si¢ istotny statystycznie wzgledem kontroli wzrost fosforylacji
ERK1/2 w komérkach traktowanych tyrfostinem A23. Wzmozona aktywacja kaskady
kinaz MAP pod wptywem inhibitoréw EGFR, moze przyczynia¢ si¢ do powstawania
opornos$ci komoérek nowotworowych na ten rodzaj lekow.

Kolejnym biatkiem, ktorego fosforylacje zbadatem, byto biatko STAT3. Biatka
STAT moga by¢ aktywowane przez receptory cytokin, czynnikéw wzrostu, ale takze
przez cytoplazmatyczne kinazy tyrozynowe. Fosforylacja bialek STAT powoduje ich
homo- lub heterodimeryzacje, co umozliwia ich translokacj¢ do jadra komérkowego,
gdzie funkcjonujg jako czynniki transkrypcyjne [Klein A 2002]. Spadek
ufosforylowania biatka STAT3 w komorkach LoVo traktowanych tyrfostinami A23,
AG1024 1 SU1498 obserwuje si¢ dopiero po 12 godzinach od zahamowania aktywnos$ci
ktoregokolwiek z badanych receptorow, a niski poziom fosforylacji utrzymuje si¢ przez
kolejne 12 godzin. Opo6zniona w czasie hipofosforylacja biatka STAT3, moze by¢
wynikiem zahamowania sygnalu zaréwno bezposrednio od receptorow badanych
czynnikdw wzrostowych, jak i1 posrednio przez obnizenie syntezy IL6 i/lub jej
receptora. Wykazano bowiem, ze aktywacja tych biatek moze by¢ stymulowana przez
IL-6 z udzialem gp130 i kinaz Janusa [202, 203]. W komdrkach LoVo stwierdzono
ekspresjc mRNA kodujgcego IL-6, IL-6R oraz gpl30 [204]. Matsuo i wsp. réwniez
wykazali ekspresj¢ IL-6R oraz gp130 w komodrkach LoVo. Stwierdzili takze obecnos¢
IL-6 oraz rozpuszczalnej formy IL-6R (sIL-6R) w medium z nad hodowli badanych
komorek [205]. Poniewaz (w niektorych liniach komorkowych) udowodniono réwniez
stymulacje produkcji IL-6 przez aktywacje receptora EGFR [206], mozna przypuszczac,
ze zahamowanie aktywnosci receptorow EGFR, IGFIR i VEGFR2 wptywa na spadek
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produkcji IL-6, co thumaczyloby opdzniony wptyw tyrfostinow na fosforylacj¢ biatka
STATS.

W swoich badaniach sprawdzitem roéwniez wptyw tyrfostinow AG1024, SU1498
1 A23 na fosforylacj¢ biatka p53. Fosforylacja biatka pS3 m.in. na serynie 15 stabilizuje
to biatko i prowadzi do jego akumulacji w komorce, co z kolei prowadzi do wejscia
komorki na droge apoptozy [207]. Zwigkszony stopien ufosforylowania biatka p53
moze by¢ wynikiem aktywacji kinazy p38 np. przez promieniowanie UV [208], moze
by¢ réwniez wynikiem zahamowania aktywnosci fosfatazy biatkowej PP-1 np. w
odpowiedzi na dzialanie takich induktoréw apoptozy jak staurosporyna czy
bafilomycyna [209]. Badane przeze mnie inhibitory receptorowych kinaz tyrozynowych
EGFR, IGFIR 1 VEGFR2 nie wykazuja réznic we wpltywie na poziom fosforylacji
biatka p53. W przypadku kazdego z badanych tyrfostindbw obserwuje si¢ niewielki
wzrost ufosforylowania p53 po 6 godzinach od ich dodania do hodowli komorek LoVo.
W trakcie dalszej inkubacji (12 godzin) fosforylacja p53 spada ponizej poziomu
kontroli i utrzymuje si¢ dalej (24 godziny) na statym poziomie (85 %).

Wiele biatek, ktorych aktywnos$¢ jest regulowana przez szlaki sygnalizacyjne
inicjowane czynnikami wzrostu, to typowe czynniki transkrypcyjne. W zwigzku z tym
sprawdzitem z pomocg macierzy DNA wptyw badanych tyrfostindw na profil ekspresji
genow w komorkach LoVo. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze metoda ta zostata uzyta
przede wszystkim dla poréwnania wptywu badanych tyrfostinow na wybrane szlaki
sygnalizacyjne.

Wszystkie trzy badane inhibitory powoduja spadek ekspresji cykliny El
(CCNE1) oraz wzrost poziomu inhibitora cdk’s — p21°" (CDKN1A), dodatkowo pod
wptywem tyrfostinow A23 1 AG1024 spada poziom cyklinozaleznej kinazy 4 (cdk4). W
komorkach LoVo traktowanych tyrfostinem obserwuje si¢ rowniez wzrost ekspresji
genu kodujacego biatko p27 (CDKNI1B), ktére hamuje kompleksy cyklina E/cdk2 i
cyklina D/cdk4. Zdarzenia te sa prawdopodobnie gtéwna przyczyng zahamowania
cyklu komoérkowego w fazie G1/Gp, obserwowanego w hodowlach komorek LoVo
tratowanych badanymi tyrfostinami. Z drugiej strony inhibicja genu biatka Rb (RB1)
réwnoczesnie z niewielkim wzrostem poziomu E2F1 pod wplywem kazdego z
badanych tyrfostindéw, a w przypadku SU1498 dodatkowo wzrost poziomu mRNA Fos,
tworzacego wraz z biatkiem Jun kompleks czynnika transkrypcyjnego AP-1, moze
prowadzi¢ do wzrostu aktywnos$ci transkrypcyjnej, a w konsekwencji inicjowac

przejscie G1/Go — S. Wiadomo jednak, ze czynniki transkrypcyjne z rodziny E2F
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(E2F1-3) sa rowniez zaangazowane w proces apoptozy zalezny [210, 211] i niezalezny
[212, 213] od p53, co moze thumaczy¢ zahamowanie cyklu komorkowego w fazie
G1/Gp i nasilenie apoptozy komoérek LoVo pod wplywem badanych inhibitoréw
receptorowych kinaz tyrozynowych. Niejasny jest takze wzrost ekspresji fosfatazy
cdc25A (CDC25A), ktora promuje przejscie z fazy Gi1/Go do fazy S cyklu
komorkowego. Tyrfostiny A23, AG1024 i SU1498 powoduja w badanych komoérkach
nowotworu jelita grubego spadek ekspresji ETS2, a takze genu synukleiny y (SNCG),
ktorej wysoki poziom obserwuje si¢ w zaawansowanych nowotworach piersi. Pod ich
wplywem rosnie poziom mRNA dla genu MTAI, kodujacego biatko bedace
regulatorem transkrypcji i czynnikiem remodelacji chromatyny.

Wplyw proapoptotyczny badanych tyrfostinow na komorki LoVo jest
trudniejszy do wyjasnienia. Spada poziom zaréwno biatka proapoptotycznego BAX jak
I inhibitora apoptozy BIRCS5 (surwiwiny). Obserwuje si¢ tez wyrazny wzrost ekspresji
genow receptorow dla TNFoa (TNFRSF10B, TNFRSFI1A, TNFRSF25). Spadek
poziomu NFxB (NFKB1) i BIRCS5 obserwowany pod wpltywem wszystkich trzech
badanych inhibitoréw oraz stymulowany AG1024 wzrost IkBa (NFKBIA) moze
wskazywa¢ na udziat TNFR’s w indukcji apoptozy poprzez biatka FADD. Poziom
mRNA dla samego TNFa jest jednak poza skala czuto$ci uzytej metody, wiec nie
mozna okresli¢ jego udziatu w stymulacji apoptozy przez badane tyrfostiny.

Tyrfostiny AG1024 i SU1498 stymulujg ekspresje EGFR. Wzrost poziomu
receptora EGF po zahamowaniu aktywno$ci receptoréw IGFIR i VEGFR2 moze
prowadzi¢ wzmocnienia mitogennej stymulacji wzrostu komoérek LoVo z udziatem petli
TGFW/EGFR. Moze to prowadzi¢ do wuodpornienia si¢ badanych komorek
nowotworowych na inhibitory IGFIR i VEGFR2. Zahamowanie aktywnosci kinazy
receptora EGFR powoduje nieznaczny spadek ekspresji gendw receptorow EGFR i
ERBB2. Wyraznie maleje rowniez komorkowy poziom mRNA dla PDGFB. Wskazuje
to na ingerencj¢ tyrfostinu A23 w sygnal autokrynny regulowany petla TGFo/EGFR
oraz prawdopodobnie tez petla PDGF/PDGFR, co moze si¢ objawia¢ oslabieniem
stymulacji zewnatrzkomorkowej. Podobny wplyw na ekspresje¢ ERBB2 i PDGFB w
komdrkach LoVo wywiera tyrfostin AG1024. W komorkach LoVo inkubowanych z
tyrfostinem SU1498 obserwuje si¢ z kolei wzrost ekspresji zarowno ERBB2 jak i
PDGFB, co moze powodowa¢ wzmocnienie stymulacji mitogennej z udzialem tych

bialek.
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Tyrfostin A23 powoduje w badanych komodrkach wzrost poziomu mRNA biatek
kaskady kinaz MAPK: Rafl (RAF1) i MEK (MAP2K1) oraz biatka c-myc, natomiast
nie wplywa na poziom mRNA kodujacego kinazg Akt. Zahamowanie aktywnosci
EGFR moze wigc prowadzi¢ do wzmocnienia sygnalizacji wewnatrzkomérkowej w
udziatem kaskady kinaz MAP oraz biatka c-myc. Tyrfostin AG1024 dziata
przeciwstawnie do inhibitora EGFR. Obserwuje si¢ pod jego wptywem spadek ekspresji
genow kodujacych kinazy MEK 1 Akt oraz biatko c-myc. Inhibitor VEGFR2 stabiej
ingeruje w szlaki transdukcji sygnalu wewnatrzkomorkowego zmienia tylko
nieznacznie ekspresj¢ genow RAF1 i AKT.

Wptyw badanych inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych na zdolno$¢
migracji 1 przerzutowania komorek LoVo jest niejasny. Pod wplywem kazdego z
badanych tyrfostinow spada wyraznie poziom metaloproteinazy MMP2,
odpowiedzialnej za degradacj¢ kolagenu typu IV (gléwnego sktadnika btony
podstawnej). Réwnoczes$nie obserwuje si¢ spadek poziomu mRNA dla NME1 (kinazy
difosforanéw nukleozydow), ktdrej ekspresja jest niska w komorkach o wysokiej
zdolnosci do metastaz. Wrasta tez nieznacznie ekspresja S100A4, genu
zaangazowanego w regulacje cyklu komorkowego, réoznicowania oraz przerzutowanie
komorek nowotworowych. Tyrfostin SU1498 dodatkowo zwigksza w komodrkach LoVo
eskpresje inhibitora metaloproteinaz TIMP1 oraz inhibitora proteinaz serynowych (i
cysteinowych) SERPINB2. Prawdopodobnie prowadzi to do zmniejszenia inwazyjnosci
badanych komoérek nowotworowych jelita grubego. Pod wpltywem tyrfostinu SU1498
obniza si¢ takze ekspresja genéw ITGA3 1 ITGBI, kodujacych odpowiednio
podjednostke o 1 B kompleksu integryny, okreslanej jako: receptor 1 macierzy
zewnatrzkoméorkowej (ECMRI1, z ang. ,extracellular matrix receptor 1”) lub
galaktoproteina b3 (GAPB3). Wzrasta natomiast poziom ekspresji genu kodujacego
podjednostke B5. Integryny oprocz uczestnictwa w adhezji komérkowej oraz migracji,
moga uczestniczy¢ takze w przekazie sygnalu zewnatrzkomorkowego stymulowanego

oddzialywaniem z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowe;.
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6. Wnioski.

1.

Zahamowanie aktywnos$ci kinaz tyrozynowych receptorow IGFIR oraz VEGFR2
prowadzi do zahamowania wzrostu komdrek nowotworowych jelita grubego LoVo.
Tyrfostiny AG1024 1 SUI1498 dzialaja cytostatycznie na komorki LoVo
w podobnym zakresie stezen (ICsp po 72 godz. inkubacji wynosi odpowiednio 4,59
UM 14,14 uM). Uzyte w stezeniu > 7,5 uM powodujg calkowite zahamowanie

proliferacji badanych komérek.

. Zatrzymanie cyklu komorkowego pod wptywem obu badanych inhibitorow,

podobnie jak w przypadku zahamowania aktywno$ci EGFR z zastosowaniem

swoistego dla kinazy tego receptora tyrfostinu A23, nast¢puje w fazie Gj.

Wszystkie trzy badane inhibitory wptywaja cytotoksycznie na komorki LoVo.
Najsilniejszy efekt obserwuje si¢ dla tyrfostinu AG1024.

Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaty jednoznacznie produkcje TGF-a przez
komorki LoVo w ilosci 356,7 pg (CI 95 %: 304,0-409,4 pg) w przeliczeniu
na 10° komérek. Uzyskane wyniki potwierdzily rowniez dane literaturowe odnosnie
produkcji VEGF (292,6 ng w przeliczeniu na 10°komérek). Nie obserwowano
natomiast syntezy i sekrecji ani EGF ani IGF-1. Mozna przypuszczaé, iz autokrynna
stymulacja receptora IGFIR nastgpuje z udzialem liganda o nizszym
powinowactwie, najprawdopodobniej wydzielanym réwniez przez komorki LoVo

IGF-II.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze regulacje wzrostu komoérek LoVo w medium
pozbawionym mitogenow, zaangazowane sg przynajmniej trzy petle autokrynne:

TGF-o/EGFR, IGF-1I/IGFIR oraz VEGF/VEGFR?2.

Zahamowanie sygnalizacji przez IGFIR i VEGFR2 prowadzi do obnizenia stopnia
ufosforylowania receptora EGFR. Efekt jest trwaly, utrzymuje si¢ przez minimum
24 godziny.

Wykazano wplyw zahamowania aktywno$ci receptorow EGFR, IGFIR oraz
VEGFR2 na autokrynng produkcj¢ TGF-oo w hodowlach komérek LoVo. Tyrfostiny
A23 i AG1024 powodowaly prawie 3-krotny, a tyrfostin SU1498 prawie 4-krotny

wzrost ilo$ci wydzielanego do medium transformujgcego czynnika wzrostu a.
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8.

10.

11.

12.

Obnizona pod wplywem tyrfostinow AG1024, SU1498 i A23 fosforylacja EGFR

nie jest wynikiem zmniejszenia produkcji TGF-a, przez komorki LoVo.

Wszystkie trzy zastosowane inhibitory wywierajg podobny wptyw na fosforylacje
kinazy Src, biatka p53 1 biatka STAT3. Obserwuje si¢ pewne roznice pomiedzy
badanymi tyrfostinami we wptywie na stopien ufosforylowania kinaz ERK1/2 i Akt.

Fosforylacja biatka STAT3 jest wyraznie hamowana dziataniem inhibitorow
receptorow IGFIR, VEGFR2 oraz EGFR. Jednak efekt dziatania ujawnia si¢ dopiero
po dluzszym czasie inkubacji komoérek LoVo z badanymi tyrfostinami. Nie mozna
wykluczy¢, ze obnizona aktywacja STAT3 obserwowana po 12-24 godzinach od

dodania badanych tyrfostindw jest wynikiem zmniejszenia wydzielania IL-6.

Obserwuje si¢ pewne roznice we wplywie badanych tyrfostinow na profil ekspresji
genow zaangazowanych w wybrane szlaki sygnalizacyjne w komorkach LoVo.
Tyrfostin A23 najsilniej ingeruje w ekspresj¢ gendw kodujacych biatka
uczestniczace w transdukcji sygnalu wewnatrzkomérkowego oraz transkrypcje.
Inhibitor kinazy IGFIR wptywa gtdwnie na poziom transkryptow genow kodujacych
biatka uczestniczace w regulacji procesu apotpozy. Najwigce] zmian w ekspresji
genéw kodujacych biatka zaangazowane w adhezje i migracje komorek

zaobserwowano w komorkach LoVo traktowanych tyrfostinem SU1498.

Réznice we wplywie tyrfostinow AG1024, SU1498 1 A23 na fosforylacje¢ kinaz
ERK1/2 1 Akt oraz na profil ekspresji genow sugeruja przynajmniej cz¢SCiowo

niezalezny przeptyw sygnalu od kazdego z receptordw.
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