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STRESZCZENIE

Streszczenie

Wstep

Autofagia jest podstawowym mechanizmem komoérkowym, zachodzacym
w kazdej zywej komorce, polegajacym na trawieniu fragmentéw cytoplazmy lub catych
organelli komorkowych, w celu pozyskania endogennego zrédlta energii. W wielu
przypadkach autofagia jest indukowana w komoérkach nowotworowych ponad poziom
podstawowy pod wplywem dziatania czynnikéw  stresowych np. lekow
przeciwnowotworowych. Wywolana wowczas autofagia ma przede wszystkim charakter
mechanizmu  obronnego, niedopuszczajagcego do indukcji  apoptozy, jednak

zintensyfikowana autofagia moze takze prowadzi¢ do programowanej §mierci komorki.

Werapamil - inhibitor kanatéw wapniowych typu L, stosowany dotychczas jako
lek w farmakoterapii choréb sercowo-naczyniowych, wykazuje réwniez dzialanie
cytotoksyczne w stosunku do wybranych grup nowotworéw. Oprocz podstawowej funkcji
w regulacji stezenia wolnych jonéw Ca®* w cytozolu, werapamil znany jest takze
z blokowania dokomoérkowego transportu glukozy. Zaréwno zaburzenia gospodarki
wapniowej, jak 1 ograniczanie dostepnosci glukozy, moga prowadzi¢ do wywotania stresu
siateczki $rodplazmatycznej, a to z kolei moze indukowac¢ autofagie. Werapamil zostal
niedawno scharakteryzowany, jako substancja modulujaca proces autofagii. Dokladny

mechanizm jego oddziatywania na proces autofagii nie zostat jednak do tej pory poznany.

Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo zweryfikowanie hipotezy o nowej funkeji
werapamilu jako modulatora autofagii a takze ustalenie molekularnego mechanizmu
indukowanej werapamilem autofagii. Weryfikacji zostaty poddane trzy mozliwe tory
oddziatywania werapamilu: a) hamowanie naplywu jonéw Ca’" do komoérki porzez
blokowanie kanatow wapniowych typu L; b) uposledzanie dokomorkowego transportu
glukozy; c) indukcja stresu siateczki $rédplazmatycznej. Ponadto celem przeprowadzonych
badan bylo réwniez ustalenie roli indukowanej werapamilem autofagii w programowanej
$mierci komorki.

Materialy i metody

Badania w ramach niniejszej dysertacji zostaly przeprowadzone in vitro na

ludzkich modelach komoérkowych gruczolakoraka okreznicy (linia COLO 205), raka
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stercza (linia PC-3) oraz normalnych, nablonkowych komorkach stercza (linia PNT-2),
petniacych role linii referencyjnej. Doswiadczenia opracowano w oparciu o kanon metod
wykorzystywanych w badaniach autofagii 1 apoptozy w hodowlach komoérkowych, na
poziomie zarowno komorkowym jak i molekularnym. W ramach doswiadczen wykonano
pomiary przezywalnosci (test MTT) 1 proliferacji (test z fioletem krystalicznym) komoérek
pod wplywem werapamilu oraz innych inhibitorow metabolicznych. Wykonano takze
pomiar stezenia wewnatrzkomorkowej puli jonéw Ca®’, po zastosowaniu inhibitorow
kanatléw wapniowych typu L, na podstawie fluorescencji FURA-2-AM. Korzystajac
z cytometru przeplywowego, na podstawie pomiaru frakcji komodrek zawierajacych
pofragmentowane DNA (pik subG; na histogramie) oceniono natgzenie programowangj
$mierci komorki indukowanej pod wplywem modulatorow autofagii 1 apoptozy.
Wykonano analiz¢ Western blot ukierunkowang na biatka istotne dla procesu autofagii,
apoptozy a takze indukcji stresu siateczki S$rddplazmatycznej. Mikroskop konfokalny
wykorzystano do wykonania obserwacji autofagosoméw a transmisyjny mikroskop
elektronowy do analizy ultrastruktury komorek pod katem obecno$ci struktur typowych dla
autofagii. Podjeto takze probe charakterystyki kanaldow wapniowych w blonie komoérek

COLO 205 1 PC-3 z wykorzystaniem techniki patch-clamp.

Wyniki

Werapamil obnizyl przezywalno$¢ oraz proliferacj¢ komoérek nowotworowych
linii COLO 205 1 PC-3, podczas gdy cytotoksyczne dzialanie werapamilu na prawidtowe
komorki linit PNT-2 bylo stabsze. Dodatkowo, pod wpltywem inkubacji z werapamilem,
w komoérkach COLO 205 1 PC-3 oraz w znacznie mniejszym stopniu w komorkach PNT-2,
widoczne bylo nagromadzenie wczesnych 1 pdznych wakuol autofagowych oraz
wzmozona ekspresja biatka MAP LC-II zwigzanego z blong autofagosomow.
W komérkach COLO 205 i PC-3 poddanych dziataniu werapamilu, nie zaobserwowano
natomiast zmian w ekspresji innych bialek markerowych dla autofagii tj. Beklinyl, Vps34
czy Bcl-2. Pod wptywem werapamilu, redukcji ulegto natomiast stezenie wolnych jonéw
Ca®" w cytoplazmie komoérek COLO 205 oraz PC-3, co nie mialo miejsca w przypadku
komorek linii PNT-2. Ponadto wplyw bardziej specyficznego niz werapamil inhibitora
kanatow wapniowych typu L - nifedypiny na przezywalno$¢, proliferacje oraz st¢zenie
jonow Ca’" w cytoplazmie badanych komoérek byt ograniczony. Analiza obecnosci
wapniowych kanatéw btonowych w komoérkach COLO 205 i PC-3 metoda patch-clamp nie

wykazala indukcji napigciowo-zaleznych pradow wapniowych, charakterystycznych dla
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kanatéw typu L czy T. Wykazano natomiast, iz w badanych komodrkach aktywowane sa
napicciowo-niezalezne kanaly, ktére sa modulowane przez dostepnosé jonow Ca®" a takze
obecnos¢ lantanu 1 werapamilu. Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem
werapamilu oraz wzrastajacych stezen glukozy (1, 2, 4 g/l) wykazaty, iz cytotoksyczne
dziatanie werapamilu na komérki COLO 205 i PC-3 moze by¢ kompensowane wyzszym
od 1 g/l stezeniem glukozy w pozywce. Ocena cytotoksyczno$ci floretyny — inhibitora
transporterow glukozy SGLTI1, SGLT2 i1 GLUT2 wykazata natomiast, iz floretyna
zastosowana indywidualnie nie wptywa na przezywalnos¢ komorek COLO 205 1 PC-3,
jednak uzyta wraz z werapamilem, poteguje jego cytotoksycznos¢. Wykazano ponadto, iz
w komorkach COLO 205 i PC-3 eksprymowany jest inny transporter glukozy — GLUT],
ktoérego poziom nie zmienia si¢ jednak pod wptywem werapamilu. Werapamil stymulowat
ekspresj¢ biatek markerowych dla stresu siateczki S$rddplazmatycznej — GRP78/BiP
1 CHOP, ktora nie byta widoczna (z wyjatkiem biatka CHOP w komorkach PC-3) przy
jednoczesnym podwyzszeniu stezenia glukozy w pozywce. Co wigcej, w obrazie
ultrastruktury komoérek COLO 205 i PC-3 poddanych dziataniu werapamilu, widoczne
byly zmiany patologiczne w obrgbie siateczki srédplazmatycznej. Z kolei doswiadczenie z
jednoczesnym wykorzystaniem induktora autofagii — werapamilu oraz inhibitora autofagii
— chlorochiny w komdérkach COLO 205, ujawnito nasilenie ekspresji aktywnej kaspazy 3
oraz nieaktywnej formy PARP, a takze zwigkszylo pule komorek posiadajacych
pofragmentowane DNA (frakcja subG; na histogramie). Dodatkowo, programowana
smier¢ komorki wywotana w komodrkach COLO 205 przez werapamil w nizszym
z zastosowanych stezen (100 uM) z uzyta rownoczesnie chloroching byta hamowana po

zastosowaniu inhibitora kaspaz — Z-VAD.
Whnioski

W komorkach nowotworowych linii COLO 205, PC-3 a takze w mniejszym
stopniu w prawidtowych komorkach linii PNT-2, zastosowanie werapamilu spowodowato
zalezng od stezenia i1 czasu dzialania indukcje autofagii. Przeprowadzone badania
wykazaly, iz przyczyna wywotania autofagii w komoérkach nowotworowych moze by¢
obnizenie wewnatrzkomorkowej puli jonéw Ca”". Niewykluczone jednak, iz werapamil
reguluje dostepnosé jondéw Ca®" na drodze blokowania innych niz napieciowo-zalezne
kanatow wapniowych. Z uwagi na fakt, iz dzialanie werapamilu nie jest wysoce
specyficzne, a zastosowane w eksperymentach wyzsze st¢zenia glukozy hamowaly jego

cytotoksycznos$¢, wielce prawdopodobne jest, iz to wiasnie ograniczenie dokomorkowego
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transportu glukozy jest przyczyng indukowanej werapamilem autofagii. Ponadto wiadomo,
iz w tym przypadku werapamil oddzialuje na transporter glukozy inny niz SGLT1, SGLT2
czy GLUT2. Szczegétowy molekularny mechanizm wywotanej werapamilem autofagii
obejmuje aktywacje biatka MAP LC3-II, kluczowego w procesie formowania
autofagosomow, a takze indukcje stresu siateczki $rodplazmatycznej objawiajaca sie
wzmozong ekspresja biatek GRP78/BiP 1 CHOP. Werapamil wywotat takze
programowang $mier¢ komorki w komoérkach COLO 205. Zablokowanie procesu autofagii
wzmocnito jednak cytotoksyczne dziatanie werapamilu w komorkach 1 potegowato

indukcje apoptozy.



ABSTRACT

Abstract

Introduction

Autophagy is a basic cellular mechanism existing in all living cells, enabling
digestion of cytoplasmic fragments or cellular organelles to deliver an intracellular source
of energy. Autophagy is often up-regulated upon the basal level in cancer cells due to
response to numerous stress conditions including anticancer drugs. In such situation
autophagy serve primarily as a cytoprotective mechanism, facilitating cells to escape
apoptosis induction, however, an extensive autophagy may contribute to programmed cell

death.

Verapamil, a well known L-type calcium channel inhibitor, is frequently used in
cardiac disease treatment, however, its cytotoxic effect on various cancers was also
reported. Besides the main function in the regulation of free cytosolic Ca** ions, verapamil
is able to block glucose uptake to the cells. Both, disturbance in calcium homeostasis and
limited glucose availability may lead to endoplasmic reticulum stress induction, which in
turn may cause autophagy. Verapamil was recently characterized as an autophagy

modulator, however, the exact mechanism of its action was not scrutinized.

Aim of the study

The aim of this study was to verify the hypothesis of a novel role of verapamil as
an autophagy modulator and to delineate a molecular mechanism of verapamil-induced
autophagy. The three possible pathways of verapamil action have been investigated:
a) inhibition of Ca”" flux to the cell due to blockage of L-type calcium channel; b) retarded
glucose transport into the cell; c¢) induction of endoplasmic reticulum stress. Moreover,
another aim of the studies was to interrogate the role of verapamil-induced autophagy in

a programmed cell death.

Materials and methods

The following dissertation presents in vitro studies on human cell line models of
colon adenocarcinoma (COLO 205), prostate cancer (PC-3) and normal epithelial, prostate
cells (PNT-2), as a reference line. Experiments were planned in accordance with the
standard cellular and molecular methods on cell cultures, used commonly in autophagy and
apoptosis studies. Within the project cellular viability (MTT assay) and proliferation

(Crystal Violet assay) upon the treatment with verapamil and several metabolic inhibitors
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were assessed. Intracellular Ca*" measurement based on FURA-2-AM fluorescence was
also investigated after administration of L-type calcium channel inhibitors. Programmed
cell death was investigated by the measurement of cells with low DNA content (subG;
peak in histogram) in flow cytometry upon the treatment with autophagy and apoptosis
modulators. Western blot analysis was performed to evaluate the expression of autophagy,
apoptosis and endoplasmic reticulum stress related proteins. Furthermore, the observations
of autophagosomes accumulation in confocal microscopy as well as typical autophagy
structures present in electron microscopy images, were performed. Patch-clamp technique
was also applied to investigate the activity of calcium channels in COLO 205 and PC-3

plasma cell membranes.
Results

Verapamil significantly decreased cell viability and proliferation of COLO 205
and PC-3 cells, while the cytotoxic effect on PNT-2 cells was less evident. Furthermore,
upon verapamil treatment, the accumulation of early and late autophagic vacuoles in
COLO 205, PC-3 and moderately in PNT-2 were noticed, along with enhanced expression
of MAP LC3-II — autophagosome-membrane protein marker. The expression of other
autophagy related proteins such as Beclinl, Vps34 and Bcl-2 did not change in
verapamil-treated COLO 205 and PC-3 cells. In contrast, the intracellular Ca*"
concentration was decreased after verapamil administration in COLO 205 and PC-3, but
not in PNT-2 cells. In addition, incubation of cells with specific L-type calcium channel
inhibitor — nifedipine has little impact on cell viability, proliferation and cytoplasmic
calcium concentration. Patch-clamp analysis of the activity of membrane calcium channels
in COLO 205 and PC-3 cells did not provide evidence for the L- or T-type voltage
dependent calcium channels activation in cell lines tested. It was shown however, that
COLO 205 and PC-3 cells exhibit voltage-independent currents, which can be modulated
by Ca”", lanthanum and verapamil presence. Experiments performed with verapamil and
increased concentration of glucose (1, 2, 4 g/l) revealed that the cytotoxic effect of
verapamil in COLO 205 and PC-3 cells could be abolished by the higher than 1 g/l glucose
concentration in medium. In turn, phloretin, the SGLT1, SGLT2 and GLUT2 glucose
transporters inhibitor, did not appear to be cytotoxic to COLO 205 and PC-3 cells by itself,
but when combined with verapamil, phloretin increased cytotoxicity of verapamil. Another
glucose transporter namely GLUT1 was shown to be expressed in COLO 205 and PC-3

cells, however the level of GLUT1 did not change upon verapamil treatment. Verapamil
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up-regulated the expression of proteins known as hallmarks of endoplasmic reticulum
stress - GRP78/BiP and CHOP. Moreover, aforementioned verapamil-dependent rise in
expression was not visible (apart from CHOP protein in PC-3 cells) when glucose
concentration in media was increased. Importantly, the endoplasmic reticulum structure of
verapamil-treated COLO 205 and PC-3 cells observed in transmission electron
microscopy, was deeply affected. Next, simultaneously used autophagy inductor —
verapamil and autophagy inhibitor — chloroquine, enhanced expression of an active caspase
3 and inactive PARP. Increased number of cells with less DNA content (subG; peak in
histogram) in COLO 205 cells was also observed. Moreover, programmed cell death
evoked by verapamil (100 uM) and chloroquine in COLO 205 cells was inhibited by

administration of caspase inhibitor — Z-VAD.
Conclusions

Verapamil dose and time-dependently stimulated autophagy in colon
adenocarcinoma COLO 205 cells, prostate cancer PC-3 cells and also, with lower efficacy,
in normal prostate PNT-2 cell line. Performed experiments showed that verapamil-induced
autophagy might result from low intracellular calcium concentration. Conceivably,
verapamil affects the cytoplasmic calcium by regulating other than voltage-dependent
calcium channels. Bearing in mind, that verapamil is nonspecific L-type channel inhibitor
and that higher than 1g/l glucose concentrations used in experiments were able to
overcome verapamil cytotoxicity, it is very likely that verapamil induced autophagy
through retarded glucose uptake by the cells. It is also known, that in the latter case,
verapamil acts through different than SGLT1, SGLT2 or GLUT2 glucose transporter. The
detailed molecular mechanism of autophagy induction by verapamil include the
upregulation of MAP LC3-II — the key protein involved in autophagosome formation as
well as activation of endoplasmic reticulum stress substantiated by enhanced expression of
GRP78/BiP and CHOP proteins. Verapamil also induced programmed cell death in COLO
205 cells. Interestingly, an inhibition of autophagy in COLO 205 led to higher verapamil

cytotoxicity and even accelerated apoptosis.
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WYKAZ SKROTOW

1. Wykaz skrotow
2-DG 2-deoksyglukoza; ang. 2-deoxy-D-glucose
3-MA 3-metyloadenina; ang. 3-methyladenine
Ambral Bialko aktywujace w autofagii regulowanej przez Bekling 1;
ang. Activating molecule in Beclin 1 regulated-autophagy
AMPK Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP;
ang. AMP-activated protein kinase
ATF4 Czynnik transkrypcyjny ATF4; ang. Activating transcription factor 4
ATF6 Czynnik transkrypcyjny ATF6; ang. Activating transcription factor 6
Atg Geny zwigzane z autofagia; ang. Autophagy-related genes
ATP2C1 ATPaza transportujgca wapn;
ang. Calcium-transporting ATPase type 2C member 1
ACD Smieré komérki zalezna od autofagii; ang. Autophagic cell death
Bax Bialko X zwiazane z Bcl-2; ang. Bcl-2-associated X protein
Bcl-2 Chtoniak/biataczka B-komorkowa-2 — biatko antyapoptotyczne;
ang. B-cell lymphoma 2
Bifl Czynnik odzialujacy z BAX; ang. B1/BAX-interacting factor 1
CaMKKp B kinaza kinazy zaleznej od Ca*"/kalmoduliny;
ang. Ca*"/calmodulin-dependent kinase kinase p
CAV1 Kaweolina 1; ang. Caveolin 1
cFLIP Komoérkowe biatko hamujace podobne do FLICE;
ang. Cellular FLICE-like inhibitory protein
CHOP Biatko homologiczne C/EBP; ang. C/EBP-homologous protein
CLU Klasteryna; ang. Clusterin
CRAC Kanal Ca’" aktywowany przez uwalnianie Ca”";
ang. Ca”" release-activated Ca>" channel
DAPK Kinaza biatkowa zwigzana ze $miercia;
ang. Death-associated protein kinase
DRAM-1 Regulowany zniszczeniem modulator autofagii-1;
ang. Damage regulated autophagy modulator-1
elF2a Eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2a;
ang. Eukaryotic initiation factor 2a
ER Siateczka $srodplazmatyczna; ang. Endoplasmic reticulum
ERAD Degradacja zwigzana z siateczka $rédplazmatyczna;
ang. ER-associated protein degradation
ERK1/2 Kinaza 1/2 regulowana przez sygnaly zewnatrzkomorkowe;
ang. Extracellular signal-regulated kinase 1/2
GLUT Transporter glukozy; ang. Glucose transporter
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GRP78/BiP

HER?2

HIPK2

IP3
IP3-R
IRE1
JNK

MAP LC3

MCU

MEK1/2

MPTP

mTOR

mTORC1
NCX
PARP
PDI
PERK

PI3-K
PCD
PMCA

PUMA

Raf-1

RyR
SERCA

WYKAZ SKROTOW

Biatko 78 kDa regulowane glukoza;
ang. 78 kDa glucose-regulated protein

Ludzki receptor 2 epidermalnego czynnika wzrostu;
ang. Human epidermal growth factor receptor 2

Oddziatujgca z homeodomeng kinaza biatkowa typu 2;
ang. Homeodomain-interacting protein kinase 2

Trifosforan inozytolu; ang. Inositol triphosphate
Receptor trifosforanu inozytolu; ang. Inositol triphosphate receptor
Enzym zalezny od inozytolu; ang. Inositol-requiring enzyme 1

Kinaza biatkowa fosforylujaca N-koniec biatka Jun;
ang. c-Jun NH2-terminal kinase

Lekki tancuch 3 biatka zwigzanego z mikrotubulami;
ang. Microtubule-associated protein light chain 3

Mitochondrialny uniporter wapniowy; ang. Mitochondrial calcium
uniporter

Kinaza kinazy aktywowanej przez mitogen 1/2, ang. Mitogen-
activated protein kinase kinase 1/2

Mitochondrialny por przej$ciowej przepuszczalnosci (Megakanat);
ang. Mitochondrial permeability transition pore

Ssacze biatko docelowe dla rapamycyny;
ang. Mammalian target of rapamycin

Kompleks 1 mTOR; ang. Mammalian target of rapamycin complex 1
Wymiennik (antyporter) Na“/Ca*"; ang. Na'/Ca®" antiport
Polimeraza ADP-rybozy; ang. Poly (ADP-ribose) polymerase
Disulfidoizomeraza biatek; ang. Protein disulfide isomerase

Zalezna od RNA kinaza biatkowa siateczki srodplazmatyczne;j
ang. RNA-dependent protein ER kinase

3-kinaza fosfatydyloinozytolu; ang. Phosphoinositide 3-kinase
Programowana $mier¢ komorki; Programmed cell death

ATPaza wapniowa btony komorkowej; ang. Plasma membrane
calcium ATPase

Regulowany przez p53 modulator apoptozy;
ang. p53 up-regulated modulator of apoptosis

Serynowo-treoninowa kinaza biatkowa;
ang. Proto-oncogene serine/threonine protein kinase

Receptor rianodynowy; ang. Ryanodine receptor

ATPaza wapniowa siateczki §rédplazmatyczne;j;
ang. Sarco/endoplasmic reticular calcium ATPase

16



SGLT

SOCE

TFEB
TNBC
TRAIL

TRP

UPR

UVRAG

VDAC

Vps34

XBP-1

WYKAZ SKROTOW

Zalezny od Na' kotransporter glukozy;
ang. Na'-dependent glucose cotransporter

Kanaty wapniowe aktywowane pojemnosciowo;
ang. Store-operated calcium channel entry

Czynnik transkrypcyjny EB; ang. Transcription factor EB
Potrojnie negatywny rak piersi; ang. Triple-negative breast cancer

Ligand czynnika martwicy nowotworu indukujacy apoptoze;
ang. Tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

Kanaty z grupy receptoréw przejsciowego potencjatu;
ang. Transient receptor potential channels

Reakcja odpowiedzi na nagromadzenie nieuformowanych lub Zle
uformowanych biatek w ER; ang. Unfolded protein response

Produkt genu zwigzanego z opornoscig na promieniowanie
ultrafioletowe;
ang. Ultraviolet irradiation resistance-associated gene product

Napigciowo-zalezne kanaty anionowe;
ang. Voltage-dependent anion channel

Podjednostka katalityczna kinazy fosfatydyloinozytolu klasy III;
ang. Phosphatidylinositol 3-Kinase Catalytic Subunit Type 3

Potencjal odwrocenia; ang. Reversal Potential

Biatko 1 wigzace kasete X; ang. X-box binding protein 1
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2. Wstep
2.1 Autofagia

Autofagia jest mechanizmem degradacyjnym, ktory w formie konstytutywnej
(basal autophagy) funkcjonuje powszechnie w kazdej zywej komorce. Rolg autofagii jest
pozyskiwanie endogennych zrédet energii, na drodze trawienia fragmentow cytoplazmy,
bialek czy organelli komodrkowych za posrednictwem lizosomalnego systemu
degradacyjnego (Todde 1 wsp., 2009). Poprzez zintensyfikowanie procesu autofagii
komoérka moze przetrwa¢ w sytuacji braku dostarczanych z zewnatrz substancji
odzywczych, utrzymujac swoj metabolizm na poziomie podstawowym. Autofagia nasila
si¢ roéwniez w odpowiedzi na dziatanie réznorodnych czynnikow wywotujacych stres
komorkowy, tj. infekcji patogenem, hipoksji, nadmiaru reaktywnych form tlenu a takze
dziatania lekow przeciwnowotworowych (Gozuacik 1 Kimchi, 2004). Istnieja trzy rodzaje
autofagii réznigce si¢ miedzy sobg sposobem dostarczania do blony lizosomoéw sktadnikow
komorkowych  przeznaczonych do degradacji. Wyréznia si¢  mikroautofagie
(microautophagy), w ktérej materiat komorkowy jest dostarczany bezposrednio do
lizosomow poprzez wpuklenie ich btony (endocytoza), autofagi¢ za posrednictwem biatek
opiekunczych (chaperone-mediated autophagy) oraz najbardziej powszechng —
makroautofagie (macroautophagy) (Todde 1 wsp., 2009). Makroautofagi¢ (opisywang dale;j
w pracy jako ,autofagia”) charakteryzuje unikalny mechanizm degradacji, ktory
rozpoczyna si¢ od wyodrebnienia fragmentu aparatu Golgiego lub siateczki
srodplazmatycznej tworzacego tzw. fagofor (Ryc. 1). Fagofor, przyjmujacy ksztatt
potksiezyca otacza wybrany fragment cytoplazmy lub organella komorkowe przeznaczone
do degradacji. W dalszej kolejnosci koncowe czesci fagoforu tacza si¢ i zamykaja
wewnetrzng przestrzen, w ktorej uwigzione zostaja organella komodrkowe, formujac
autofagosom nazywany réwniez wczesng wakuolg autofagowa o podwojnej btlonie.
Nastepnie autofagosom ulega fuzji z pé6znym endosomem lub bezposrednio z lizosomem
tworzac odpowiednio amfisom lub autofagolizosom. Amfisom jest forma posrednia, ktora
ostatecznie rowniez laczy si¢ z lizosomem tworzac autofagolizosom, ktdry stanowi pdzna
wakuole autofagowa, w obrgbie ktérej zachodzi trawienie materiatu komoérkowego
zudziatem  hydrolaz  lizosomalnych.  Podczas  przeksztalcania  autofagosomu

w autofagolizosom zanika réwniez wewnetrzna blona autofagosomu (Nixon, 2013).
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Ryec. 1

Schematyczne przedstawienie poszczegolnych etapow autofagii, zilustrowane zdjgciami
wykonanymi w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM).

Formowanie btony autofagosomu jest warunkowane aktywnoscig kompleksoéw
biatkowych niezbgdnych dla procesu autofagii. Kompleks biatkowy sktadajacy sie
z Bekliny 1 (Atg 6), ktora laczy si¢ z Vps34 1 Vpsl5 (odpowiednio podjednostki
katalityczna i regulatorowa kinazy fosfatydyloinozytolu klasy III — PI3-K) a takze biatkami
UVRAG, Bifl, Ambral umozliwia zaokraglenie fagoforu oraz nast¢pcza rekrutacje biatek
z rodziny Atg (autophagy related genes), m.in. Atg 5, Atg 7, Atg 12 odpowiedzialnych za
nukleacj¢ 1 wydhluzanie fagoforu (Vicencio i wsp., 2009). Dalsze wydluzanie fagoforu jest
zalezne od przeksztatcenia biatka MAP LC3 (microtubule-associated protein light chain 3)
z formy cytozolowej (MAP LC3-I) do formy lipidowej zwigzanej z wewnetrzng btong
autofagosomu (MAP LC3-II) (Nixon, 2013). Schematyczna ilustracja udzialu biatek

komorkowych w procesie autofagii jest przedstawiona na Rycinie 2.

22 Rola autofagii w komoérkach nowotworowych

Podstawowa rolg autofagii w komorkach jest zapewnienie szeroko pojetej
homeostazy poprzez usuwanie zagregowanych biatek lub uszkodzonych organelli

komorkowych a takze podtrzymanie metabolizmu komodrki w sytuacji braku zewngtrznych
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zrddet energii. Cho¢ rola autofagii w komodrkach nietransformowanych jest dobrze

poznana, jej funkcja w komorkach nowotworowych wcigz pozostaje przedmiotem badan.

Kompleks inicjujacy

fp) Beclin Kaskada wydtuzajaca blone
CP?\ <« "Bai2
P * Atg7
Bcl-2 o ‘ \ W Atg12 Aminokwasy/
- P Kwasy tluszczowe
Beclin vps15
Vps34 LC3-I Atg5 1;
Class Il PI3K “Atg12 5
\ K “ \\ g 1
y o &
o LC3-I0Z ) e
Kompleks & | @ _—
nukleacyjny —
Atggl Blona Lizosom
ograniczajaca Autofagosom
AUTOFAGIA

Ryc. 2

Molekularny mechanizm formowania struktury autofagosomu podczas autofagii (schemat na
podstawie Singh, 2011).

Wydaje si¢, iz autofagia jest zalezna od wielu czynnikow, m.in. od rodzaju
1 stadium zaawansowania nowotworu czy mutacji genow wystepujagcych w danym
nowotworze. Dotychczas udowodniono, iz w niektorych typach nowotworéw jak np.
w nowotworze trzustki z konstytutywna aktywacja kinazy Ras, proces autofagii ulega
nasileniu, co umozliwia komérkom nowotworowym przyspieszony wzrost 1 zwigksza ich
przezywalno$¢ (Macintosh 1 Ryan, 2013). Inaczej natomiast jest w przypadku nowotworéw
piersi, jajnikow czy stercza z mutacja w pojedynczej kopii genu kodujacego Bekling 1,
gdzie z kolei uposledzenie procesu autofagii utatwia rozwdj nowotworu (Lozy i Karantza,
2012). Autofagia w komorkach nowotworowych moze zatem stanowi¢ mechanizm
hamowania progresji nowotworowej, moze jednak rowniez odgrywac role onkogenng
poprzez umozliwianie komorkom nowotworowym wzrostu 1 przetrwania w niekorzystnych

warunkach mikrosrodowiska.
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2.2.1  Rola autofagii w hamowaniu nowotworzenia

Ochronna rola autofagii (Ryc. 3), polegajaca na hamowaniu transformacji
komorkowej, przejawia si¢ glownie na wczesnych etapach rozwoju guza przez
przywracanie homeostazy komorkowej, ale takze przez ograniczanie niestabilnosci
genetycznej, dostarczanie nukleotydow do replikacji i naprawy DNA, hamowanie stresu
oksydacyjnego, zapobieganie stresowi ER (nagromadzeniu agregatow biatkowych),
przeciwdziatanie powstawaniu lokalnych ognisk zapalnych (Galluzzi i wsp., 2010; Guo
1 wsp. 2013; Eisenberg-Lerner i wsp., 2009). Ponadto niektére z biatek zaangazowanych
w regulacje procesu autofagii pelnig funkcje supresoréw nowotworzenia, jak np. biatko
UVRAG, ktore jest sktadnikiem kompleksu inicjujacego formowanie autofagosomu,

a ktorego mutacje wystepuja w nowotworach jelita grubego (Morselli i wsp. 2009).

Jednym z mechanizmow przeciwdzialania nowotworzeniu przez autofagi¢ jest
zdolno$¢ do modulowania programowanej $mierci komoérki (PCD) (Ryc. 3). Autofagia
moze umozliwia¢ apoptoze, co w przypadku nowotwordw, moze stanowi¢ mechanizm
hamujacy ich dalsza progresje. Autofagia dostarcza bowiem energii, ktdra jest potrzebna
m.in. do formowania cial apoptotycznych (Eisenberg-Lerner i wsp., 2009). Czgsto biatka
kluczowe dla apoptozy tj. Bcl-2, Bel-XL, cFLIP, kaspaza 3, tBid, Bad, PUMA pelnig takze
role w regulacji autofagii (Macintosh 1 Ryan, 2013; Ryter 1 wsp., 2014). Ponadto, czesto
indukcja apoptozy nie jest mozliwa bez ekspresji biatek istotnych dla procesu autofagii, tak
jak mozna to zaobserwowa¢ w przypadku komorkowego modelu raka jelita grubego linii
RKO, gdzie apoptoza wywolana uszkodzeniami DNA zalezna byla od aktywacji biatka
p53 oraz jego biatka efektorowego — DRAM-1 (damage regulated autophagy
modulator-1), pelnigcego jednoczes$nie funkcje regulatora makroautofagii (Crighton i wsp.,
2006). Apoptoza oraz nasilona autofagia byly roéwniez obserwowane pod wplywem
substancji bioaktywnej pochodzacej z rozmarynu — karnozolu w badaniach in vitro oraz
in vivo na modelu potrojnie negatywnego raka piersi (triple-negative breast cancer, TNBC)
nie posiadajgcego receptoréw dla estrogendow, progesteronu i HER2 (Al Dhaheri i wsp.,
2014). Autofagia moze bra¢ réwniez udzial w indukowaniu nekrozy, tak jak miato to
miejsce w komorkach raka trzustki linii PANC-1, gdzie zwigzek Green-1, bedacy
pochodng kolchicyny spowodowat nagromadzenie w komorkach reaktywnych form tlenu,
co w konsekwencji doprowadzito do indukcji nekrozy zaleznej od autofagii (Larocque

1 wsp., 2014).
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Przez wielu autoréw autofagia jest klasyfikowana jako typ II programowanej
$mierci komorki. Dowodem na istnienie odrgbnego mechanizmu autofagii jako
programowanej S$mierci komorki (autophagic cell death, ACD) sa wyniki badan
przeprowadzonych na komorkach raka jelita grubego linii HCT 116 z nieaktywng $ciezka
apoptozy (Bax”, PUMA™), w ktérych pod wpltywem 5-Fluorouracylu zachodzita
programowana $mier¢ komorki, ktéra mozna bylo zahamowac inhibitorem autofagii —
3-metyloadening (3-MA) (Xiong 1 wsp., 2010). Ostatnie doniesienia sugeruja réwniez
istnienie nowego mechanizmu programowanej $mierci komoérki zwanego autoza (autosis),
zaleznego od gendw Atg aktywowanych podczas autofagii. Autoza jest skutkiem
intensywnie zachodzacej autofagii i wyr6znia si¢ unikatowymi cechami morfologicznymi
tj. wakuolizacja cytoplazmy, rozdeciem i fragmentacja siateczki $rodplazmatycznej oraz
rozwarstwieniem i rozdeciem otoczki jadrowej (Liu i Levine, 2015). Z kolei w liniach
komoérkowych raka watroby HepG2, HuH-7 a takze w ksenogenicznych przeszczepach
komoérkowych poddanych dziataniu wybranych kanabinoidow (A9-tetrahydrokannabinol,
JWH-015) autofagia indukowana byla za posrednictwem kinaz CaMKKp (CaMKKS},
Ca’*/calmodulin-dependent kinase kinase ) oraz AMPK (AMP-activated protein kinase)
1 w konsekwencji prowadzita do apoptozy, ktérej mozna byto zapobiec stosujac inhibitory
autofagii. Programowana $mier¢ komorki zalezna od autofagii moze wigc stanowié

odrebny mechanizm lub moze towarzyszy¢ apoptozie (Ryc. 3).

2.2.1  Rola autofagii w onkogenezie

Autofagia moze takze sprzyjaé progresji nowotworowej, w szczegoOlnosci
w przypadku komorek, w ktorych juz zaszta transformacja nowotworowa. Przyktadem
takiej sytuacji jest nasilenie autofagii w komorkach ze zmniejszong wrazliwo$cia na
czynniki apoptogenne, co prowadzi do opdznienia lub uniknigcia programowanej §mierci
komorki (Ryc. 3). Ponadto autofagia moze uniewrazliwia¢ komorki na dziatanie ligandow
receptorow §mierci np. TRAIL (tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)
indukujacych apoptoze zewnatrzpochodng. Autofagia moze zahamowa¢ aktywnos¢
kaskady sygnatowej apoptozy zaleznej od biatka p53 uruchamianej w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA, pomaga takze podtrzyma¢ prawidlowe dziatanie mitochondriow (Guo
1 wsp., 2013; Green 1 wsp., 2014). Zauwazono, ze w tych okolicznosciach zablokowanie
autofagii czegsto uwrazliwia komoérki nowotworowe na indukcje apoptozy lub nekrozy

(Macintosh i Ryan, 2013; Bao i wsp., 2012).
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Schematyczne przedstawienie relacji pomiedzy autofagia i apoptoza (schemat opracowany na
podstawie Eisenberg-Lerner i wsp. 2009). (A) Apoptoza i autofagia w roli proceséw partnerskich,
wspotpracujacych w indukcji $mierci komorki. Autofagia moze prowadzi¢ do $mierci komorki
niezaleznie od apoptozy (1) lub indukcja autofagii moze by¢ niezbedna do zajécia apoptozy (2).
Apoptoza moze takze hamowaé autofagie i w ten sposob prowadzi¢ do $mierci komorki (3). (B)
Autofagia i apoptoza moga wspotistnie¢ na zasadzie ograniczonego antagonizmu. Autofagia
przeciwdziata indukcji apoptozy np. poprzez usuwanie uszkodzonych organelli komorkowych, a
takze agregatow utworzonych z wadliwie uformowanych biatek, co m.in. ogranicza poglebianie
stresu ER. (C) Autofagia warunkuje zajScie zjawisk towarzyszacych apoptozie, gtéwnie poprzez
dostarczanie energii wymaganej do tego procesu.

Ryc. 3

Istniejg takze liczne doniesienia, ktore wskazujg, ze autofagia uruchamiana jest
w odpowiedzi na dzialanie lekéw przeciwnowotworowych. Na modelu komoérkowym raka
przetyku linii EC9706 wykazano, Ze zastosowanie chemioterapii z uzyciem cisplatyny
wywotalo autofagie za posrednictwem PI3-K III, co ograniczytlo wzrost komorek
nowotworowych. W tych warunkach zastosowanie inhibitora autofagii — 3-MA, zamiast
zahamowac¢, przyspieszyto jednak dzialanie cisplatyny umozliwiajac indukcje apoptozy

(Liu i wsp., 2011). W odpowiedzi na bodzce stymulujace programowang smier¢ komorki,
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np. powodujace zaburzenia metabolizmu komoérkowego, moze takze dojs¢ do indukcji
nekrozy (Jin 1 wsp., 2007). Jest to czesty przypadek $mierci komoérek w nowotworach
niewrazliwych na indukcje apoptozy w wyniku konstytutywnie aktywnej S$ciezki
sygnatowej PI3-K, ktora pobudza proliferacje i wzrost komorek nowotworowych. Wysoka
aktywno$¢ PI3-K ze wzgledu na aktywng kinaz¢ mTOR (mammalian target of rapamycin)

uniemozliwia jednoczesnie indukcj¢ autofagii (Jin i wsp., 2007).

2.3 Molekularne mechanizmy prowadzace do indukcji autofagii w komorkach

nowotworowych

Istnieje kilka S$ciezek sygnatowych prowadzacych do indukcji autofagii
w komoérkach nowotworowych. Beklina 1, petnigca centralng role w formowaniu blony
autofagosomu, zostala po raz pierwszy zidentyfikowana jako partner biatkowy Bcl-2
(Morselli 1 wsp., 2009). Poczatkowo uwazano, iz biatka z rodziny Bcl-2 petnig wazne
funkcje wytacznie w regulacji apoptozy, jednak pdzniejsze badania wykazaty ich aktywny
udzial rowniez w modulowaniu autofagii. Udowodniono na przyktad, iz antyapoptotyczne
biatka z rodziny Bcl-2 (Bcl-2, Bcel-XL, Bcel-w) hamuja autofagie, gléwnie poprzez
utworzenie kompleksu z Bekling 1, blokujacego aktywnos$¢ tej ostatniej (Morselli 1 wsp.,
2009). Ponadto wykazano, iz zahamowanie aktywnos$ci Bcl-2 skutkuje indukcjg autofagii
(Peng 1 wsp., 2013) oraz, ze proapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 posiadajagce domene
BH3 tj. Bad, Bik, BNIP3L pelnig role aktywatorow autofagii uwalniajac na drodze
kompetycyjnej Bekling 1 z potaczenia z Bcl-2 (Morselli 1 wsp., 2009). Bcl-2 jest
zlokalizowane gtownie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, jadrze komoérkowym oraz
ER. Oprocz komplekséw z Bekling 1, biatko Bcl-2 moze takze wchodzi¢ w interakcje
z receptorem trifosforanu inozytolu (inositol trisphosphate receptor, IP3-R), przez co
wplywa na stezenie Ca®” w ER a takze jak juz napisano wczesniej moduluje autofagic

(Hoyer-Hansen i Jaattela, 2007).

Glowna S$ciezka sygnatowa prowadzaca do indukcji autofagii przebiega za
posrednictwem kompleksu mTORCI1 (mammalian target of rapamycin complex 1), ktory
sktada sie z kinazy serynowo-treoninowej mTOR oraz biatek regulujacych jej aktywnos$¢ -
Raptor, PRAS40 i mLST8 (Ikenoue i wsp., 2009). Autofagia jest indukowana wskutek
hamowania aktywnos$ci kompleksu mTORCI, a jego aktywnos$¢ jest z kolei modulowana
za posrednictwem roznych szlakow sygnatowych np. kaskady sygnatowej PI3-K/Akt
wrazliwej na obecno$¢ czynnikdow wzrostu (Wu 1 wsp.,, 2010), S$ciezki

Raf-1-MEK1/2-ERK1/2 modulowanej dostepnoscia aminokwasow (Sui wsp., 2013) lub
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przez kinaze AMPK, ktorej aktywno$é jest zalezna od komorkowego poziomu Ca" oraz
AMP. Aktywacja AMPK moze zatem zaj$¢ pod wplywem podwyzszenia wskaznika
AMP/ATP towarzyszacego deficytowi dostepnych sktadnikow odzywczych lub na drodze
zwicekszenia puli wolnych jonéw wapnia (Ca>") w cytoplazmie, ktére stymuluja aktywno$é
B kinazy kinazy zaleznej od Ca®/kalmoduliny, ktéra moze by¢ aktywatorem AMPK
(Hoyer-Hansen i wsp., 2007). Zahamowanie aktywno$ci kompleksu mTORCI1 skutkuje
jego odlaczeniem od btony lizosomu i indukcjg autofagii oraz jadrowsa translokacja
czynnika transkrypcyjnego TFEB (Transcription factor EB), odpowiedzialnego za
indukcje genow regulujacych autofagi¢ i aktywnos$¢ lizosomow (Nixon, 2013).

2.4 Zaangazowanie jonéw Ca>” w regulacje autofagii w komorkach nowotworowych

Jony wapnia naleza do kluczowych przekaznikéw drugiego rzedu w szlakach
transdukcji sygnatu, regulujacych podstawowe procesy zyciowe komorki tj. przezycie,
proliferacj¢, réznicowanie i programowang $mieré komorki. Wewnatrzkomorkowe
stezenie Ca”" jest utrzymywane na niskim poziomie ok. 0,1-1 uM, podczas gdy stezenie
Ca”™" w $rodowisku zewnatrzkomérkowym wynosi ok. 1 mM (Ryc. 4). Dodatkowo wyzsze
niz w cytozolu stezenie Ca>" wystepuje w mitochondriach i siateczce §rodplazmatycznej.
Zaburzenia homeostazy wapniowej (dynamicznej rownowagi w stezeniach Ca®"
w odpowiednich kompartmentach komorki) moga spowodowaé zmiany strukturalne
1 funkcjonalne prowadzace w konsekwencji do §mier¢ komorki, dlatego zarowno przeptyw
Ca”" przez btone komoérkowa jak i wewnatrzkomoérkowa dystrybucja Ca®* podlegaja Sciste]
kontroli. W blonie komoérkowej znajduja si¢ ATPazy zwane pompami wapniowymi -
PMCA (plasma membrane calcium ATPase), odpowiedzialne za aktywny transport Ca*
wbrew gradientowi stezen na zewnatrz komoérki. Transport Ca>" przez blony (komorkowa
1 mitochondrialne) moze by¢ takze bierny i1 odbywaé si¢ kosztem istnienia roznic
potencjatu elektrochemicznego dla innego jonu np. Na' przy udziale wymiennika
sodowo-wapniowego (Na'/Ca’" antiport, NCX). Uwalnianie Ca’* z ER jest z kolei
kontrolowane gtownie przez kanaly formowane przez IP3-R oraz kanaly rianodynowe
(rvanodine receptors RyR), podczas gdy nadmiar Ca’” w cytozolu usuwany jest zwrotnie

do ER na drodze aktywnego transportu przez pompy wapniowe SERCA
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Kanat
wapniowy

Ca2+

Ryec. 4

Dystrybucja kanatéw wapniowych w komorce: IP3-R — receptory trifosforanu inozytolu; MCU —
mitochondrialny uniporter wapniowy; NCX — wymiennik (antyporter) Na+/Ca2+; PMCA -
ATPaza wapniowa btony komoérkowej; MPTP — mitochondrialny por przejsciowej
przepuszczalnosci (megakanat); SERCA — ATPaza wapniowa siateczki srodplazmatycznej; SOC —
kanaty wapniowe aktywowane pojemnosciowo; RyR — receptory rianodynowe; VDAC -—
napigciowo-zalezne kanaty anionowe; TRP — kanaty z grupy receptorow przejsciowego potencjatu.

(sarco/endo reticular calcium ATPase) (Zabtocki i Bandorowicz-Pikuta, 2012). Cz¢éciowe
opréznienie magazynOw wapnia jakie stanowi siateczka S$rédplazmatyczna sprzyja
aktywacji zlokalizowanych w btonie komoérkowej kanatow wapniowych aktywowanych
pojemnosciowo np. CRACs (Ca’" release-activated Ca’" channels) pozwalajacych na
wzmocnienie 1 przedluzenie pierwotnej odpowiedzi wapniowej poprzez mechanizm zwany
SOCE (store operated calcium channel entry) (Abdelmohsen 1 wsp., 2012). W btonie
komorkowej rozlokowane sg rowniez napigciowo-zalezne kanaty wapniowe. Poszczegolne
kanaty: L, N, P, Q, R, T ro6znig si¢ od siebie wartoSciami napi¢¢ elektrycznych
aktywujacych oraz czasami trwania aktywnos$ci kanaléw (Zabtocki 1 Bandorowicz-Pikuta,
2012). Dodatkowo naptyw jonow Ca®" ze $rodowiska zewnatrzkomorkowego oraz
uwalnianie Ca’" z organelli komorkowych moga byé regulowane przez kanaly TRP

(transient receptor potential channels).
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We wnetrzu komorki jony wapnia oddziatuja wielokierunkowo, aktywujac lub
inaktywujac szereg bialek regulatorowych, takich jak: enzymy, czynniki transkrypcyjne
czy biatka opiekuncze. Deregulacja homeostazy wapniowej moze réwniez prowadzi¢ do
indukcji apoptozy i/lub autofagii (Hoyer-Hansen 1 Jaattela, 2007). Hoyer-Hansen 1 wsp.
(2007) zaobserwowali zalezng od autofagii $mier¢ komodrek raka piersi liniit MCF-7 pod
wplywem czynnikow zwickszajacych stezenie Ca’" w cytoplazmie: witaminy D i jej
analogu EB 1089, ATP, jonomycyny 1 tapsygarginy. W przeprowadzonych
do$wiadczeniach jony Ca’" uwolnione z wewnetrznych magazynéw wapnia oraz
pochodzace z puli zewnatrzkomoérkowej aktywowaty kinazg CaMKK], ktéra aktywujac
kinaze¢ AMPK prowadzita do inaktywacji kompleksu mTORCI.

Jedna z najlepiej poznanych $ciezek sygnatowych prowadzacych do indukcji
autofagii za posrednictwem modulacji Ca®" jest kaskada IP3-R/Beklina 1/Bcl-2 (Vicencio
i wsp., 2009). W tym przypadku aktywacja autofagii jest zalezna od mTOR 1 pobudzana
jest jako odpowiedz na stres siateczki $rodplazmatycznej w tym reakcje odpowiedzi na
nagromadzenie nieuformowanych lub Zle uformowanych bialek w ER - UPR (Unfolded
Protein Response). IP3-R jest receptorem dla IP3, ktory petni w komorce role wtérnego
przekaznika sygnatow a takze jest czynnikiem zaangazowanym w regulacj¢ apoptozy.
Wykazano, ze uzycie ksestosponginy B, agonisty [P3-R, powodowato indukcje autofagii
poprzez rozbicie potaczeh w kompleksie IP3-R-Beklina 1 i nastepcze uwolnienie
Bekliny 1. Aktywno$¢ kompleksu IP3-R-Beklina 1 moze rowniez podlega¢ hamowaniu
przez biatko Bcl-2 obecne w ER, ktore konkurencyjnie wigze Bekling 1 (Vicencio 1 wsp.,
2009). Ponadto wykazano, ze w komorkach HeLa traktowanych rapamycyna jony Ca”"
naptywajace z ER przez kanaty IP3-R indukowaty autofagi¢ zalezng od mTOR (Decuypere
1 wsp., 2013).

Blokowanie napigciowo-zaleznych kanalow wapniowych typu T i L moze
rowniez prowadzi¢ do indukcji autofagii w komorkach nowotworowych. Ponadto,
aktywowane napieciem kanaty wapniowe typu L oraz T, wystepuja licznie w wielu typach
nowotworow (Chen i wsp., 2014, Rim 1 wsp., 2014, Santoni i wsp., 2012). Wykazano, iz
nieswoisty inhibitor kanatéw wapniowych typu L — werapamil wywotal autofagie
w komorkach gruczolakoraka okrgznicy linii COLO 205 widoczng w obrazie
ultrastrukturalnym (Pajgk 1 wsp., 2012). Inny inhibitor kanaléw wapniowych typu L —
nifedypina uposledzat proliferacj¢ i migracje komorek nowotworowych endometrium linii

HEC-1A (Bao i wsp., 2012). W przedstawionych badaniach nifedypina indukowata
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autofagie, jednak jednoczesne uzycie inhibitora autofagii — 3-MA spowodowato
dodatkowo indukcje apoptozy (Bao i wsp., 2012). Kanaly wapniowe typu T, jako
regulatory dostepnosci zewnatrzkomoérkowej puli Ca®*, pelnia wazna funkcje w regulacji
proliferacji i roznicowania komorek. Zhang 1 wsp. (2012) wykazali, iz uzycie endostatyny
(c-koncowego fragmentu kolagenu XVIII) ograniczylo proliferacj¢ i migracje ludzkich
komorek glejaka linii U87. Spowodowane byto to zablokowaniem kanatéw typu T, nie
miato jednak zwigzku z aktywno$cig kanatow typu L. Inhibitory btonowych
napigciowo-zaleznych kanatow wapniowych hamujg naplyw jonéw wapnia do wnetrza
komorki, jednak niektore z tych substancji moga rowniez wptywaé na $ciezki sygnatowe
zaangazowane w indukowanie $mierci komorek. Zwigzek KYS 05090 {/3-(1,1"-biphenyl-
4-yl)-2-(1-methyl-5-dimethylaminopentylamino)-3,4-dihydroquinazolin-4-yl]-N-

benzylacetamide 2 hydrochloride}, bedacy inhibitorem kanatéw typu T, wywotywat
programowang $mier¢ komorek gruczolakoraka ptuc linii A549 hamowang zar6wno przez
inhibitor autofagii — bafilomycyne¢ A jak i pankaspazowy inhibitor apoptozy - zVAD-fmk.
Niezaleznie od obnizenia wewnatrzkomorkowej puli Ca*", KYS 05090 redukowat takze
dokomoérkowy transport glukozy oraz powodowal podwyzszenie produkeji reaktywnych
form tlenu (Rim 1 wsp., 2014). Tetrandryna, antagonista kanaléw T 1 L, okazata si¢
skutecznym inhibitorem autofagii na etapie degradacji lizosomalnej a takze upos$ledzita
dokomorkowy transport glukozy oraz wywotata apoptoz¢ w komorkach raka stercza linii

PC-3 i w ksenograftach nowotworowych (Qiu 1 wsp., 2014).

CRAC zaliczany do kanatow wapniowych aktywowanych pojemnosciowo jest
uznawany za gloéwny kanat regulujacy wewnatrzkomorkowa pule jonow Ca®". CRAC jest
zbudowany z bialek strukturalnych nalezacych do rodziny ORAI (ORAI 1, ORAI 2, ORAI
3) oraz biatka petnigcego funkcje sensora Ca®” - STIM (sensor stromal interaction
molecule). Wyciszenie genu Orai [ jak rowniez zastosowanie inhibitorow CRAC
hamowato proliferacje¢ szczurzych (C6) 1 ludzkich (U251) komorek glejaka (Liu 1 wsp.,
2011). W komorkach HelLa wyciszenie genow Orai 1 oraz ATP-azy transportujacej jony
Ca®" - ATP2CI spowodowato zwigkszenie puli Ca®" w cytoplazmie oraz indukowato

autofagie (Abdelmohsen i wsp. 2013).

Kanaly z rodziny TRP mogg by¢ aktywowane przez rdézne czynniki chemiczne,
mechaniczne a nawet fizyczne np. temperaturg, co wyjasnia ich zaangazowanie
w regulacj¢ wielu procesow komoérkowych m.in. takich jak proliferacja czy apoptoza

(Shapovalov i1 wsp., 2011). Do rodziny kanatow TRP zalicza si¢ kanalty TRPC, TRPV,
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TRPM, TRPML, TRPA oraz TRPP, ktére réznig si¢ miedzy soba rodzajem receptora.
Jednym z najlepiej scharakteryzowanych dotychczas kanatow jest TRPV6, ktory cechuje
sic wysoka przepuszczalnoscia dla jonow Ca®’ i jest zaangazowany w regulacje
mechanizméw pojemnosciowego naplywu jonow wapnia — SOCE. Ponadto zwigckszony
poziom mRNA dla TRPV6 zaobserwowano w nowotworach stercza, jelita grubego oraz
biataczki szpikowej a wyciszenie TRPV6 w komorkowym modelu raka stercza skutkowato
zmniejszeniem proliferacji komoérek (Shapovalov i wsp., 2011). Podobnie nadekspresje
kanatlu TRPV1 zaobserwowano w wielu typach nowotworéw m.in. stercza, jelita grubego
oraz trzustki. Przeprowadzone badania na modelach komoérkowych wskazuja na udziat
tego kanatu w regulacji naptywu jonéw Ca*" ze §rodowiska zewnatrzkomérkowego oraz
w indukowaniu apoptozy (Shapovalov i wsp., 2011). Ponadto TRPV1 jest uznawany za
potencjalny regulator autofagii za posrednictwem jonéw Ca®" i aktywacji AMPK

(Kondratskyi i wsp., 3013).

2.5 Rola metabolizmu glukozy w indukcji autofagii w komoérkach nowotworowych

Wigkszos¢ komorek nowotworowych wytwarza ATP na drodze uwalniania
energii z substratow w szlaku oddychania beztlenowego czyli glikolizy wytwarzajacej
kwas pirogronowy redukowany do kwasu mlekowego (Wu 1 wsp., 2012; Christofk i wsp.,
2008). Z uwagi na fakt, ze jest to mniej wydajny sposdb pozyskiwania energii z substratow
niz oddychanie tlenowe (fosforylacja oksydacyjna), komorki nowotworowe charakteryzuje
podwyzszona aktywno$¢ metaboliczna wynikajaca z konieczno$ci utrzymania
dostatecznego poziomu ATP. Ta cecha komoérek nowotworowych nosi nazwe
»efektu Warburga” 1 przejawia si¢ gltdéwnie podwyzszonym wychwytem glukozy przez
komorki nowotworowe polaczonym z intensywna produkcja kwasu mlekowego, ktory
zapewnia niskie pH odpowiednie do aktywacji proceséw wzrostu guza (Strigun i wsp.,
2011). Efekt Warburga byl obserwowany w konsekwencji mutacji, ktére zaszly
w onkogenach m.in. Ras czy Akt wptywajacych pobudzajagco na pobieranie glukozy
1 transkrypcje genow enzyméw glikolitycznych (Lozy 1 Karantza, 2012). Ponadto
Christotk 1 wsp. (2008) wykazali, ze komodrki nowotworowe cechuje ekspresja izoformy
M2 kinazy pirogronianowej, ktora jest odpowiedzialna za zwigkszong produkcje kwasu
mlekowego a takze proces nowotworzenia, gdyz =zastapienie izoformy M2
charakterystyczng dla komoérek nietransformowanych izoformg M1 skutkowato
odwroceniem efektu Warburga oraz mniejsza zdolnoscia do formowania guzow

w ksenograftach nowotworowych u myszy.
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Transport glukozy przez blong komorkowa jest pierwszym czynnikiem
limitujacym jej dostgpnos¢ dla komorki i odbywa si¢ za posrednictwem specjalnej grupy
biatek — transporterow glukozy (GLUT) (Macheda i wsp., 2005). Zwi¢kszona aktywnos$¢
niektorych transporteréw GLUT moze by¢ odpowiedzialna za podwyzszone pobieranie
glukozy i intensyfikacje glikolizy w komodrkach nowotworowych. Wiadomo, iz transporter
GLUT]1, ktoéry odpowiada za transport glukozy zar6wno na poziomie podstawowym, jak
1 pod wplywem czynnikéw indukujacych stres komorkowy, jest liczniej reprezentowany
w komorkach nowotworéw mozgu, szyi 1 glowy, pecherza, nerki, jelita grubego, ptuc
ijajnikéw niz w komodrkach prawidlowych (Macheda i wsp., 2005). Ponadto Krzeslak
1 wsp. (2012) opisali zaangazowanie transporterow GLUT1 i GLUT3 w transport glukozy
do ludzkich komorek raka endometrium i piersi. W transporcie glukozy do komoérek
nowotworowych biorg rowniez aktywny udzial inne biatka btonowe takie jak zalezny od
Na" kotransporter glukozy (SGLT1). Nadekspresja SGLT1 zostala opisana w raku jelita
grubego, co korelowato z zaawansowanym stadium tego nowotworu (Guo i wsp., 2011).
Wykazano takze zaangazowanie tego biatka w transport glukozy w komorkach raka jelita

grubego linii Caco-2 (MacDonald i wsp., 1993).

Rozwo6j nowotwordéw jest szczegélnie zalezny od dostgpnosci glukozy a ich
tolerancja na glodzenie jest zwigzana m.in. z aktywnoscig onkogendow 1 supresorow
nowotworzenia. Jednym z gendéw ostatnio scharakteryzowanych jako potencjalny supresor
nowotworzenia jest kaweolina 1 (Cavl) (Han i wsp., 2009). Bialkko CAV1, bedace
integralnym biatkiem btony komoérkowej niezbednym do utworzenia zaglebien zwanych
kaweolami, w ktorych zachodzi endocytoza niezalezna od receptoréw. Pelni ono funkcje
regulatora wzrostu komorki a jego ekspresja jest czesto wyzsza w zaawansowanych
stadiach nowotworéw. W testowanych tkankach oraz liniach nowotworowych ludzkiego
raka jelita grubego wyciszenie genu Cavl wywotato autofagi¢ za posrednictwem aktywacji
AMPK oraz zablokowato cykl komérkowy w fazie G1 na drodze zaleznej od biatka p53.
Co wigcej, zaobserwowano wowczas obnizenie wchlaniania glukozy oraz zmniejszenie
produkcji kwasu mlekowego oraz ATP. Prawdopodobnie zwigkszona ekspresja CAV1
w badanych nowotworach jelita grubego ma zwigzek z podwyzszeniem tempa
metabolizmu pobudzanym dzigki zwigkszonej transkrypcji genu Glut3 (Ha 1 wsp., 2012).
Innym supresorem nowotworzenia zaangazowanym w regulacj¢ metabolizmu glukozy jest
biatko HIPK2 (homeodomain-interacting protein kinase 2), ktorego aktywacja pod

wptywem réznych czynnikéw stresowych moze doprowadzi¢ do $mierci komorki.
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Wykazano, iz komoérki raka jelita grubego linii RKO z wyciszonym genem Hipk?2
indukowaty autofagie, co umozliwiato im przetrwanie w warunkach ograniczenia podazy

glukozy.

Pozbawienie komorek nowotworowych lub ograniczenie dostgpu do glukozy nie
tylko hamuje ich wzrost i proliferacje, ale moze takze prowadzi¢ do eliminacji komorek
nowotworowych, co jest czgsto obserwowane w badaniach przedklinicznych. W mysim
komoérkowym modelu raka piersi linii 4T1 pozbawienie komorek dostepu do glukozy
w pozywce spowodowato indukcje programowanej S$mierci komoérkowej w  ciggu
24 godzin (Wu 1 wsp., 2012). Niekiedy redukcja stezenia glukozy w pozywce moze takze
prowadzi¢ do indukcji autofagii. W opisanych warunkach glodzenia komorek aktywnosé
kompleksu mTORCI1 jest hamowana przez aktywna kinaze¢ AMPK, co indukuje autofagi¢
1 umozliwia uzupeknienie zapaséw energetycznych. W komorkach raka stercza linii PC-3
1 LNCaP glodzenie poprzez zastgpienie w pozywce glukozy jej niemetabolizowanym
syntetycznym analogiem — 2-dezoksyglukoza (2-DG), podwyzszylo ekspresje Bekliny 1
oraz MAP LC3-II, co $wiadczy o indukcji autofagii (DiPaola i wsp., 2008). Autofagia byla
rowniez indukowana pod wplywem dziatania kanabinoidéw w komoérkach gruczolakoraka
trzustki linii PANC-1. W tym przypadku, aktywacja AMPK miata miejsce za
posrednictwem reaktywnych form tlenu, co prowadzilo do zahamowania aktywnos$ci
kaskady sygnatowej Akt/c-Myc i w konsekwencji doprowadzito do uposledzenia cyklu
Krebsa 1 szlaku glikolizy (Dando i wsp., 2013). W komorkach szpiczaka linii MM.1S
obnizenie wychwytu glukozy wywolane dzialaniem 8-aminoadenozyny spowodowato
indukcje stresu metabolicznego 1 autofagii, ktora przyczynita si¢ do podwyzszenia
lekooporno$ci  komoérek. Dopiero jednoczesne zastosowanie 8-aminoadenozyny
z inhibitorami autofagii umozliwito indukcj¢ apoptozy, ktéra mozna bylo jednak
zahamowa¢ podwyzszajac ekspresj¢ GLUT1 (Shanmugam i wsp., 2009). Stres siateczki
srédplazmatycznej rowniez moze by¢ czynnikiem zaburzajagcym metabolizm glukozy
w komorkach nowotworowych. W komorkach uktadu krwiotworczego opornych na
apoptoze (Bak”~ Bax ") poddanych dziataniu inhibitora glikozylacji biatek i induktora
stresu siateczki §rodplazmatycznej — tunikamycyny, zaobserwowano uposledzenie kaskady
sygnatowe] Akt oraz obnizenie ekspresji GLUTI1, jak rowniez ograniczenie wchtaniania
glukozy powigzane ze zmniejszong produkcja kwasu mlekowego oraz ATP. Ponadto
w opornych na apoptoz¢ komorkach zaobserwowano nasilenie autofagii (Wang 1 wsp.,

2011).
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2.6 Autofagia indukowana w komodrkach nowotworowych za posrednictwem stresu

siateczki §rodplazmatycznej

Siateczka $rodplazmatyczna (ER) pehni funkcje magazynu jonéw Ca®' na terenie
komorki. Ponadto w $wietle ER panuja warunki prooksydacyjne, umozliwiajace
formowanie mostkéw dwusiarczkowych a takze zachodzi prawidtowe dojrzewanie nowo
zsyntetyzowanych biatek btonowych oraz wydzielniczych. W wielu sytuacjach np.
wskutek zaburzen reakcji utleniania 1 redukcji w komorce, niewystarczajacej ilosci
substratow do glikozylacji biatek, niedoboru jonéw Ca*’, czy infekcji wirusami, dochodzi
do aktywacji stresu ER, w tym (a) indukcji odpowiedzi na biatka nieprawidlowo
uformowane — UPR, polegajacej na przywracaniu zdolnosci do przeksztalcen
przestrzennych tancuchow polipeptydowych i1 innych modyfikacji biatek na drodze
zaleznej od transkrypcji syntezy biatek opiekunczych (czaperonow) i innych sktadnikoéw
aparatu wydzielania z siateczki S$rodplazmatycznej, (b) degradacji nieprawidlowo
uformowanych bialek siateczki (ER-associated degradation, ERAD) zaleznej od
proteasomu 1 (c¢) regulacji proces6w translacji na rybosomach w celu unikniecia dalszego
eksportu niedojrzatych biatek do $wiatta siateczki $rodplazmatycznej (Boyce 1 Yuan 20006).
W konsekwencji zahamowana zostaje synteza bialek wymagajacych dojrzewania w ER
natomiast nasila si¢ produkcja biatek potrzebnych do prawidiowego formowania, czyli
bialek opiekunczych siateczki $rodplazmatycznej (Xu i wsp., 2005). Przedtuzajacy si¢
w czasie stres ER moze prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian strukturalnych a nawet do
indukcji programowanej $mierci komoérki. Meister 1 wsp. (2010) opisali wzmozong
indukcje stresu ER prowadzaca do zaleznej od aktywnosci kaspaz $mierci komorek
szpiczaka po zastosowaniu w terapii laczonej werapamilu i bortezomibu - inhibitora
degradacji proteasomalnej. W komorkach nowotworowych nasilenie autofagii pod
wplywem zaburzen gospodarki wapniowej oraz z powodu braku dostepu do substratow
energetycznych moze by¢ nastepstwem przedluzajacego si¢ stresu ER, w tym aktywacji

kaskady UPR (Hoyer-Hansen i wsp., 2007).

Podczas indukcji autofagii za posrednictwem stresu ER (Ryc. 5), uwolnieniu
Bekliny 1 z hamujacych jej aktywnos$¢ komplekséow z IP3-R lub Bcl-2 sprzyja
zablokowanie IP3-R lub pobudzenie aktywnosci kinaz regulatorowych np. CaMKKP czy
DAPK (death-dependent protein kinase) przez wyptywajace z ER jony Ca”". Istotna rolg
w indukowanej za posrednictwem stresu ER autofagii moze takze odgrywac¢ kinaza AMPK

aktywowana przez CaMKKJ, badZ przez wysokie stezenie AMP w komorce (obnizenie
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poziomu ATP). AMPK hamuje aktywno$¢ kompleksu mTORCI1, gtownego ,,hamulca”
autofagii co prowadzi do jej indukcji (Hoyer-Hansen i wsp., 2007). Do najwazniejszych
mediatorow stresu ER naleza btonowe biatka siateczki — IRE1 ([nositol-requiring
enzyme 1), PERK (RNA-dependent protein ER kinase) oraz ATF6 (activating transcription
factor 6), ktore petnig funkcje czujnikéw (sensorow) poziomu niewtasciwie uformowanych
biatek w $wietle siateczki i przekazuja sygnal o podwyzszeniu ich stezenia do jadra
komorkowego. Aktywacji czujnikow sprzyja obnizenie stgzenia Ca’" w siateczce (Ogata
1 wsp., 2006) oraz odiaczenie biatka opiekunczego GRP78/BiP (78 kDa glucose-regulated
protein), umozliwiajace autofosforylacje tych pierwszych (Bennett i wsp., 2010). Aktywna
kinaza PERK fosforyluje podjednostk¢ o czynnika inicjacji translacji elF2a (eukaryotic
initiation factor 2a), w wyniku czego synteza biatek na rybosomach zostaje zahamowana
(Avivar-Valderas i wsp., 2011). Za posrednictwem aktywacji kinazy PERK oraz czynnika
transkrypcyjnego ATF4, wulega takze aktywacji czynnik transkrypcyjny CHOP
(C/EBP-homologous protein), ktéory pelni istotng role w regulacji translacji oraz
w przekierowaniu komorki na tor apoptozy (Li 1 wsp., 2008). Podwyzszony poziom CHOP
podczas stresu ER i towarzyszacej mu reakcji UPR moze rowniez wptywac¢ na regulacje
autofagii poprzez obnizenie ekspresji Bcl-2 (Hoyer-Hansen 1 Jaattela., 2007; Luo 1 Lee,
2013). Ponadto ATF4 aktywuje transkrypcje genu Mapllc3B a CHOP transkrypcje genu
Atg 5, za$ ekspresja tych gendw jest konieczna do indukcji autofagii (Rouschop i wsp.,
2010). Aktywacja IRE1 1 ATF6 prowadzi z kolei do indukcji transkrypcji docelowych
genow UPR odpowiedzialnych za synteze biatek opiekunczych np. GRP78/BiP a takze
bialek zwigzanych z systemem degradacyjnym siateczki — ERAD (Ogata 1 wsp., 2006).
Dodatkowo IRE1 moze nasila¢ fosforylacje Bekliny 1 pobudzajac aktywno$¢ kinazy JNK
(c-Jun NH2-terminal kinase) (Cheng i wsp., 2014)(Ryc. 5).
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Autofagia aktywowana za posrednictwem stresu ER i towarzyszacej mu reakcji UPR (Unfolded
Protein Response) (schemat opracowany na podstawie Kania i wsp., 2015). AMPK — AMP-
activated protein kinase; ATF4/6 - Activating transcription factor 4/6; Atg - Autophagy-related
genes, Bcl-2 - B-cell lymphoma 2; CaMKKSP - Ca’"/calmodulin-dependent kinase kinase §; CHOP
- C/EBP-homologous protein; DAPK - Death-associated protein kinase;, elF2a - Eukaryotic
initiation factor; GRP78/BiP - 78 kDa glucose-regulated protein; IP3-R - Receptor trifosforanu
inozytolu, Inositol triphosphate receptor; IRE1 - Inositol-requiring enzyme 1; INK - c-Jun NH2-
terminal kinase; mTORC1 - Mammalian target of rapamycin complex I; PI3K III - 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu, Phosphoinositide 3-kinase; RyR - Receptor rianodynowy, Ryanodine
receptor; XBP-1 - X-box binding protein 1.

W komoérkach nowotworowych ilos¢ wadliwych biatek jest czesto wyzsza
z powodu licznych mutacji w genach oraz szkodliwego oddziatywania mikrosrodowiska
komorki, ktore nie sprzyja prawidlowemu dojrzewaniu biatek. Ponadto stres siateczki
moze by¢ takze indukowany w odpowiedzi na dziatanie lekow przeciwnowotworowych.
Salazar 1 wsp. (2009) opisali indukcje autofagii 1 programowanej $mierci komorek glejaka
in vitro oraz in vivo pod wplywem tetrahydrokannabinolu (THC). THC spowodowalo
fosforylacje czynnika elF2a prowadzaca do indukcji stresu ER oraz autofagii zaleznej od
zablokowania $ciezki sygnatowej Akt/mTORCI1. Co wigcej, chemiczne zablokowanie
autofagii oraz genetyczna inaktywacja tego procesu zniosty dziatanie THC (Salazar i wsp.,
2009). Takze wewnatrzkomorkowy niedobdr jonéw wapnia moze powodowac oproznienie

jego zapasoOw obecnych w ER, co moze z kolei uposledza¢ procesy dojrzewania biatek,
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gdyz niektore z biatek opiekuniczych ER takich jak GRP78/BiP czy kalretikulina sg zalezne
od Ca*" (Xu i wsp., 2005). Badania przeprowadzone na komoérkach raka jelita grubego linii
HCT 116 z uzyciem inhibitora proteasomu MGI132 wykazaly indukcj¢ stresu ER oraz
autofagii z towarzyszacym zwickszeniem stezenia jonéw Ca’” w  cytoplazmie.
Zastosowanie chelatora wewnatrzkomoérkowej puli jonow Ca>" - BAPTA-AM zapobieglo
akumulacji Ca*" w cytoplazmie, wakuolizacji cytoplazmy oraz indukcji stresu ER, nie
uchronito natomiast komorek HCT 116 przed apoptoza wywotang przez zablokowanie

proteasomalnej degradacji biatek (Williams 1 wsp., 2013).

Podczas procesu dojrzewania wickszo$é biatek wymaga obecnosci Ca®" do
prawidlowego formowania, jednak na terenie ER zachodza takze zalezne od glukozy
procesy faldowania biatek. Glukoza obok mannozy 1 N-acetyloglukozaminy jest Zrodiem
reszt cukrowych w procesie N-glikozylacji, ktorej podlega 80% bialek syntetyzowanych
w siateczce S$rodplazmatycznej szorstkiej (Agostinis i Samali, 2012). Nagromadzenie
niedojrzatych strukturalnie bialek w kanalikach ER wskutek zaburzenia gospodarki
wapniowej czy niedoboru glukozy moze by¢ bezposrednia przyczyng stresu ER oraz
uruchomienia  kaskady  sygnalowej = UPR. Dowiedziono, iz  zastosowanie
niemetabolizowanego analogu glukozy — 2-DG wywotalo stres ER 1 autofagi¢
w komorkach raka trzustki, szpiczaka oraz raka piersi. Ponadto 2-DG nie tylko blokowata
glikolize¢ a w konsekwencji syntez¢ ATP, lecz takze uposledzata proces glikozylacji, gdyz
podanie mannozy, ktdra rowniez jest substratem w reakcji glikozylacji bialek, zahamowato
stres siateczki 1 autofagi¢ (Xi 1 wsp., 2011). Autofagia jest odpowiedzialna za proces
selektywnej degradacji bialek w ramach tzw. kontroli jakosci N-glikozylowanych biatek na
terenie ER. Wykazano, iz w komorkach raka jelita grubego linii HT-29 wigkszo$¢
nieprawidlowych ~ N-glikozylowanych  biatlek  dojrzewajacych ~ w  siateczce
sroddplazmatycznej jest degradowana w procesie autofagii, albowiem zablokowanie

glikozydaz ER hamowato ten proces (Ogier-Denis 1 wsp., 2000).

Wydaje sig¢, ze rozne $ciezki komorkowego przekaznictwa sygnaldéw moga sie
wzajemnie krzyzowac. Tak na przyktad proces autofagii indukowanej przez zablokowanie
komoérkom dostepu do substratoéw energetycznych moze zaleze¢ od sygnalu wapniowego
na drodze zaleznej od IP3-R (Decuypere 1 wsp., 2013). Zarowno zaburzenia gospodarki
wapniowej jak 1 dokomoérkowego transportu glukozy moga prowadzi¢ do indukcji stresu

ER, w tym UPR. Dowodem na to sg badania przeprowadzone na mysich fibroblastach przy
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uzyciu tapsygarginy - inhibitora ATPaz SERCA oraz tunikamycyny - inhibitora
N-glikozylacji, ktére w obu przypadkach wywotatly stres ER (Ogata i wsp., 2006).

2.7 Rola biatek opiekunczych siateczki srodplazmatycznej w regulacji autofagii

Biatka opiekuncze rezydujace w siateczce Srodplazmatycznej peinig istotng role
w kontrolowaniu N-glikozylacji nowo zsyntetyzowanych biatek. W pierwszej kolejnosci,
podczas procesu dojrzewania biatek, polipeptydy wprowadzone do ER s3 rozpoznawane
przez biatka opiekuncze GRP78/BiP, czy kalneksyne i1 kalretikuling (Ogier-Denis 1 wsp.,
2000) a takze biatka zaangazowane w formowanie mostkéw dwusiarczkowych jak PDI
(protein disulfide isomerase) (Luo 1 Lee, 2013). Interakcja dojrzewajacych biatek
z bialkami opiekunczymi trwa az do momentu przetransportowania ich do Aparatu
Golgiego gdzie podlegaja dalszym przeksztalceniom. Niedojrzale lub blednie
przeksztalcone biatka sa degradowane przez system degradacji ERAD zlozony
z proteasomow wspodlpracujacych z ER (Ogier-Denis 1 wsp., 2000). W celu ochrony przed
nagromadzeniem si¢ wadliwych biatek lub w celu przyspieszenia ich degradacji, czynniki
transkrypcyjne ATF4, ATF6, XBP-1, CHOP aktywowane przez UPR zwigkszaja ekspresj¢
bialek opiekunczych ER, enzyméw bioragcych udziat w dojrzewaniu biatek oraz biatek
wchodzacych w sklad systemu degradacji proteasomalnej (Li 1 wsp., 2008). Zwigkszong
ekspresje CHOP a takze GRP78/BiP obserwowano w przypadkach aktywacji PERK, IRE1
1 ATF6 w czasie stresu ER wywotlanego ginsengozydem (Compound K) w ludzkich
komorkach raka jelita grubego HT-29 (Zhang i wsp., 2013). Oprécz zaangazowania
w proces prawidlowego dojrzewania biatek, GRP78/BiP bierze réwniez udzial w regulacji
transportu biatek przez blony ER, a takze kontroluje szereg proceséw kluczowych dla
progresji nowotworowej takich jak proliferacja, angiogeneza, chemowrazliwos$¢, autofagia
1 apoptoza (Luo i Lee, 2013; Huang i wsp., 2011; Xing i wsp., 2011). Poziom biatka
GRP78/BiP oraz jego mRNA jest regulowany dostgpno$cia glukozy oraz st¢zeniem jonow
Ca™ (Kitzman i wsp., 1996; Wang i wsp., 2008; Wong i wsp., 2013). W warunkach
fizjologicznych GRP78/BiP jest przylaczane do ATF6, IRE1 1 PERK znajdujacych si¢
w blonie ER. Podczas stresu ER wzrasta ilos¢ wadliwie uformowanych bialek w Swietle
siateczki, co skutkuje odlagczeniem GRP78/BiP od ATF6, IRE1 i PERK i prowadzi do
uruchomienia kaskady UPR. Po uwolnieniu kinaz IRE1 1 PERK ich aktywacja odbywa si¢
na drodze autofosforylacji. Biatko ATF6 zostaje natomiast przetransportowane do aparatu
Golgiego, gdzie podlega proteolitycznemu przeksztatceniu do formy aktywnej (Bennett i
wsp., 2010).
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Podczas autofagii zaleznej od stresu ER indukowanego pod wptywem cis-platyny,
2-DG@G, promieniowania jonizujacego i tunikamycyny, zwickszong ekspresje GRP78/BiP
obserwowano w komorkach ludzkiego nowotworu jamy nosowo-gardiowej (Song i wsp.,
2013). Biatko GRP78/BiP odgrywalo takze kluczowa rolg podczas autofagii indukowane;j
inhibitorem kinazy B-Raf stosowanym samodzielnie lub w polaczeniu z inhibitorem MEK,
w biopsjach tkankowych oraz liniach komoérkowych izolowanych z nowotworéow
pacjentow chorych na szpiczaka wywodzacego si¢ z mutacji w genie B-Raf (Ma i wsp.,
2014). Dalsze badania wykazaty, iz w przypadku nowotworow niewrazliwych na
blokowanie kinazy B-Raf, poziom autofagii byt wyzszy, co moze przyczynia¢ si¢ do
podwyzszenia lekoopornosci. Zastosowany inhibitor B-Raf promowal wigzanie
zmutowanego biatka B-Raf do biatka opiekunczego GRP78/BiP, co umozliwiato indukcje
stresu siateczki, reakcji UPR 1 autofagii pelnigcej funkcje ochronna, albowiem jej
zahamowanie poprawiato skuteczno$¢ terapii (Ma i wsp., 2014). Ponadto Li 1 wsp. (2008)
wykazali iz obecno$¢ GRP78/BiP jest konieczna do aktywacji odpowiedzi UPR oraz
nastepczej autofagii w komorkach raka szyjki macicy linii Hela, gdyz wyciszenie
GRP78/BiP przez siRNA uniemozliwito formowanie autofagosoméw pod wplywem stresu
ER oraz glodzenia komorek. Z kolei Bennett 1 wsp., 2010 opisali krotkotrwate zwiekszenie
ekspresji GRP78/BiP zalezne od receptora androgenowego w komorkach raka stercza
LNCaP hodowanych w pozywce pozbawionej surowicy, ktore wplywalo na stabilizacje

ER 1 opodzniato indukcj¢ autofagii oraz programowanej $§mierci komorki.

Innym  biatkiem  opiekufnczym  niezaleznym od ATP, zwigzanym
z utrzymywaniem homeostazy ER jest klasteryna (CLU), bedaca heterodimerycznym,
wysoce konserwowanym biatkiem, posiadajacym wigzania dwusiarczkowe oraz resztg
cukrowa. Podczas procesu dojrzewania sekrecyjna forma CLU (sCLU) podlega
intensywnej glikozylacji, co prawdopodobnie ma zwigzek z pelniong przez to biatko
funkcja cytoprotekcyjng oraz zapobiega agregacji biatek (Stewart i wsp., 2007). Jadrowa
forma CLU (nCLU) nie podlega glikozylacji 1 jest zaangazowana w indukcje apoptozy
(O’Sullivan 1 wsp., 2003). Poniewaz formowanie prawidtowej struktury CLU jest ztozone
1 zalezy od procesow zachodzacych na terenie ER oraz aparatu Golgiego, CLU wydaje si¢
by¢ biatkiem szczegdlnie wrazliwym na stres siateczki. Kang i1 wsp., 2013 wykazali
akumulacje nieglikozylowanej, ale innej niz jadrowa izoformy CLU na terenie ER, co
potwierdza role N-glikozylacji w ochronie przed utworzeniem nieprawidtowej formy CLU.

Ponadto nagromadzenie nieglikozylowanej formy CLU w $wietle ER, moze by¢
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czynnikiem poglebiajagcym chroniczny stres siateczki (Kang i wsp., 2013). Rola CLU jest
takze zwiazana z wewnatrzkomérkowym poziomem jonéw Ca®’. Przypuszcza sig iz
w przypadku niedoboru Ca*" w komoérce, CLU jest transportowana do jadra komoérkowego
gdzie przyczynia sic do indukcji apoptozy, natomiast zwickszony poziom Ca®”
w cytoplazmie promuje wydzielanie CLU o wlasciwosciach ochronnych do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej (Pajak 1 Orzechowski., 2009). Zwigkszony poziom komoérkowej
CLU zidentyfikowano m.in. w raku piersi, jelita grubego, ptuc, stercza (Pucci i wsp., 2004;
Powolny 1 wsp., 2011). Liczne doniesienia wskazujag na role CLU w regulacji
kancerogenezy, stabilizacji nowotworéw, mechanizméw adhezji komorek, cyklu
komoérkowego, apoptozy a takze autofagii (O’Sullivan i wsp., 2003; Moretti i wsp., 2011;
Sala i wsp., 2009; Zhang 1 wsp., 2014). W mysim modelu raka stercza TRAMP (transgenic
adenocarcinoma mouse prostate) wykazano zahamowanie formowania si¢ guza pod
wpltywem dzialania izotiocyjanianu fenetylu (PEITC), ktory indukuje programowang
$mieré¢ komorki zalezng od autofagii z towarzyszacym obnizeniem poziomu CLU.
Dodatkowo wykazano, ze CLU moze pehi¢ funkcj¢ biomarkera supresji nowotworowej
w osoczu myszy TRAMP traktowanych PEITC (Powolny i wsp., 2011). Ostatnie
doniesienia wskazuja rowniez na role CLU w indukowaniu autofagii ze skutkiem
ochronnym przed odpowiedzig na terapi¢ przeciwnowotworowa w komoérkowym oraz
mysim modelu raka stercza (Zhang i wsp., 2014). Podwyzszony poziom CLU byt
obserwowany po zastosowaniu stymulatorow autofagii (inhibitorow proteasomu, oraz
kinaz mTOR 1 Akt), dodatkowo CLU kolokalizowata z biatkiem MAP LC3 w blonie
autofagosomow, promujgc konwersje MAP LC3-1 do MAP LC3-I1 1 przyczyniajac si¢ tym
samym do biogenezy autofagosomoéw oraz indukcji autofagii. Ponadto wyciszenie genu
Clu skutkowalo zahamowaniem autofagii i zwigkszeniem wrazliwosci komoérek na
stosowane terapie przeciwnowotworowe (Zhang i wsp., 2014). Podczas stresu ER CLU
moze petni¢ role biatka opiekunczego zard6wno wewnatrz jak 1 zewnatrzkomorkowego.
Wyatt 1 wsp., (2011) wykazali zdolnos¢ CLU do formowania kompleksow z wadliwie
uformowanymi biatkami w warunkach in vitro oraz in vivo, nastgpnie kompleksy te byty
kierowane do degradacji lizosomalnej. Dodatkowo Balantinou i wsp., (2009) ujawnili, ze

CLU moze by¢ degradowana zar6wno przez system proteasomalny jak lizosomalny.
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2.8 Wplyw werapamilu na indukcj¢ autofagii

Werapamil (2-(3,4-dimethoxyphenyl)-5-[2-(3,4-dimethoxyphenyl)ethyl-
methylamino]-2-propan-2-ylpentanenitrile) jest zwigzkiem chemicznym nalezagcym do

grupy fenyloalkiloamin (Ryc. 6). Werapamil jest powszechnie znanym lekiem stosowanym

Ryec. 6
Struktura chemiczna werapamilu. (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

przede  wszystkim w  chorobach  sercowo-naczyniowych.  Jako  inhibitor
napigciowo-zaleznych kanatéw wapniowych typu L ogranicza naplyw jonéw Ca*" do
komorki, co powoduje zmniejszenie przewodnictwa impulsow przez wezet
przedsionkowo-komorowy 1 chroni przed arytmia, ale wptywa rdwniez na zmniejszenie
napigcia migs$ni gtadkich naczyn krwionosnych, prowadzac do rozszerzenia ich $wiatta co
znalazto zastosowanie w leczeniu nadcis$nienia tetniczego 1 w chorobie niedokrwiennej
serca (MedlinePlus, 2015). Inng wtasciwoscig werapamilu z perspektywa zastosowania
farmakologicznego w cukrzycy jest odkryta niedawno zdolno$¢ tej substancji do
blokowania biatka TXNIP (thioredoxin-interacting protein), ktére przypuszczalnie
odpowiedzialne jest za destrukcje komorek [ trzustki produkujacych insuling. Chronigc
komorki [ trzustki przed zniszczeniem, werapamil moze znalezé zastosowanie
w zapobieganiu cukrzycy typu 1 (Abais 1 wsp., 2014). Dziatanie werapamilu nie jest
jednak zwiazane wytacznie z zaburzeniami gospodarki Ca*" ale moze zachodzié na drodze
przetamania opornosci wielolekowej (Multidrug Resistance, MDR) badz zmniejszonego

pobierania glukozy przez komoérki (Ardizzone i wsp., 2002, Pingsheng i wsp., 2012,
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Trompier i wsp., 2004). W badaniach na komdrkach nowotworowych, werapamil jest
czgsto wykorzystywany jako bloker pomp biatkowych np. glikoproteiny-P,
odpowiedzialnych za mechanizm MDR (Ahn i wsp., 2012). Alternatywnym mechanizmem
dziatania werapamilu na komorki nowotworowe jest takze jego zdolno$¢ do uposledzania
dokomorkowego transportu glukozy i zwigzane z tym hamowanie efektu Warburga

(Louters L. i wsp., 2010).

Doniesienia z ostatnich lat wskazujg rowniez na udziat werapamilu w regulacji
procesu autofagii (Pajak 1 wsp., 2012). Zaburzenia autofagii moga stanowi¢ podtoze wielu
chorob m.in. chorob przebiegajacych ze spichrzaniem w lizosomach (lysosomal storage
diseases) (Lim 1 wsp., 2015), otylosci (Park i wsp., 2014), chorob neurodegeneracyjnych
(Nixon, 2013) czy nowotworow (Macintosh i Ryan, 2013). Park i wsp., 2014 wykazat, iz
chroniczne gromadzenie jonéw Ca’* w hepatocytach myszy z otyloécia prowadzi do
zahamowania autofagii na etapie potaczenia autofagosomow z lizosomami. Zastosowanie
werapamilu przywrdcito w hepatocytach lizosomalng degradacj¢ nagromadzonych biatek
1 thuszczoéw, co zapobiegato dalszej reakcji zapalnej 1 rozwinigciu si¢ insulinoopornosci.
Z kolei w transformowanych nowotworowo mysich fibroblastach NIH 3T3 zastosowanie
werapamilu spotegowato autofagi¢ oraz apoptoze wywotang dziataniem inhibitora kinazy

B-Raf — Ul-152 (Ahn 1 wsp., 2012).
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3. Cel pracy

Celem pracy byto poznanie molekularnego mechanizmu indukowanej
werapamilem autofagii w komodrkach gruczolakoraka okreznicy linit COLO 205 oraz raka
stercza PC-3 a takze pordéwnanie dzialania werapamilu w normalnych komorkach

nabtonkowych stercza linii PNT-2. Do szczegdtowych zadan badawczych nalezato:

1. Wykazanie w jakim stopniu indukowana werapamilem autofagia zachodzi w

badanych liniach komorkowych.

2. Rozstrzygnigcie czy autofagia indukowana pod wptywem werapamilu zachodzi

wskutek:
(a) zaburzen gospodarki wapniowe;j,
(b) uposledzenia dostepu do glukozy,
(©) odpowiedzi na stres siateczki srédplazmatyczne;.

3. Ustalenie zalezno$ci pomigdzy autofagia a programowang S$miercig komorki

poddanej dziataniu werapamilu.
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4. Materialy i metody
4.1 Linie komorkowe wykorzystane w do§wiadczeniach

W badaniach wykorzystano komorki gruczolakoraka okr¢znicy linii COLO 205,
raka stercza linii PC-3 oraz prawidlowe komorki nabtonkowe stercza linii PNT-2. Linie
komorek nowotworowych wybrane do badan cechuje ztosliwos¢ oraz wysoka opornos¢ na

chemioterapeutyki i naturalne ligandy receptoréw $mierci.

Komoérki COLO 205 zostaty zakupione z American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA). Linia COLO 205 to nabtonkowe komorki ludzkiego
gruczolakoraka okreznicy nalezace do klasy D nowotworéw jelita grubego (wg.
klasyfikacji Duke’a). Lini¢ wyizolowano w 1975 roku z komorek przerzutowych
pochodzacych z ptynu puchlinowego 70 letniego mezczyzny rasy kaukaskiej, chorego na
gruczolakoraka okreznicy. Komoérki COLO 205 posiadaja homozygotyczne mutacje
w genach APC, b-RAF, SMAD4 1 tp53, ponadto wszczepione do myszy pozbawionych
systemu immunologicznego (myszy bezgrasicze, nude mice) powoduja rozwoj nowotworu

(ATCC, 2015).

Komoérki linii PC-3 zostaty zakupione z American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA). Lini¢ PC-3 wyizolowano w 1979 roku z komorek
przerzutowych nabtonka raka stercza znajdujacych si¢ w ukladzie kostnym 62 letniego
mezezyzny rasy kaukaskiej. Komorki PC-3 maja homozygotyczne mutacje w genach
PTEN oraz TP53, cechuja si¢ wysokim potencjalem metastatycznym i nalezg do IV klasy
ztosliwosci nowotworow stercza (ATCC, 2015). Ponadto komoérki PC-3 sg niewrazliwe na
androgeny, glikokortykosteroidy czy nabtonkowy czynnik wzrostu (Kaighn i1 wsp., 1979).
Wykorzystywane sa zarbwno w badaniach in vitro jak rézniez in vivo gdyz sa zdolne do

formowania guza u myszy bezgrasiczych.

Jako lini¢ referencyjna  wybrano nietransformowane nowotworowo,
immortalizowane wirusem SV40, komoérki nablonkowe stercza PNT-2. Linia komoérkowa
zostala wyizolowana z nabtonka stercza 33 letniego mezczyzny 1 zakupiono jg w European
Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Wlk. Brytania). Komorki PNT-2 nie sg

zdolne do formowania nowotworéw u myszy bezgrasiczych.

Wszystkie linie byly hodowane w sterylnych butelkach i1 przechowywane

w standardowych dla kultur in vitro warunkach (5% wysycenia powietrza CO,, 95%
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wilgotnosci, temperatura 37°C) w inkubatorze Sanyo MCO-17-AIC (Sanyo Electronic
Biomedical Co., Ltd., Moriguchi. Japonia). Komorki linii COLO 205 oraz PC-3 byty
hodowane w pozywce wzrostowej zawierajacej: DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, CytoGen, £6dz, Polska), glukoze (1 g/l), glutamax, pirogronian sodu, czerwien
fenolowa, 10% (v/v) surowicg bydleca (Fetal Bovine Serum, FBS, Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), oraz antybiotyki: roztwér wodny penicyliny i streptomycyny —
(pen/strep 50 IU/ml/50 pg/ml), siarczan gentamycyny (20 pg/ml), fungizone -—
amfoterycyna B (1 pg/ml) (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA). Komorki
PNT-2 hodowano w pozywce wzrostowej zawierajagcej RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute), glukoze (1 g/l), glutamax, pirogronian sodu, czerwien fenolowa, 10%
(o/0) FBS oraz wymienione wyzej antybiotyki. Surowica bydlgca dodawana do pozywek
byta uprzednio inaktywowana przez 30 min. w tazni wodnej w temperaturze 56°C.
Pozywka wzrostowa byla wymieniana co 48 godz., za kazdym razem przed wymiang
pozywki pojedyncza warstwa komodrek przeptukiwana byla roztworem fizjologicznym
buforowanym fosforanami (Phosphate-Buffered Saline, PBS, Gibco Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) z dodatkiem jonow wapnia. Wszystkie stosowane pozywki oraz
bufory byly sterylizowane przy uzyciu podci$nieniowych filtrow butelkowych o $rednicy
porow 22 um (Costar Corning Corporation, Cambridge, MA, USA) a nastepnie
przechowywane w temperaturze 4°C i przed uzyciem ogrzewane w tazni wodnej do temp.

37°C (GFL Typ 1002, Burgwedel, Niemcy).

4.2 Sprzet do hodowli, plastiki laboratoryjne

Komorki byty hodowane w sterylnych, plastikowych butelkach o pojemnosci 75
cm’ z antybakteryjnym filtrem korkowym (Costar Corning Corporation, Cambridge, MA,
USA) oraz w zalezno$ci od typu doswiadczenia, w sterylnych szalkach Petriego ($r. 35
mm, 100 mm) lub w plaskodennych ptytkach 96-dotkowych lub 6-dotkowych (ptytki
wielodotkowe, Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA). Wszystkie
czynno$ci wykonywano w komorze laminarnej z pionowym przeptywem powietrza,
sterylizowanej lampa UV (7BZ-HF-1200-001, Heal Force, Szanghaj, ChRL) przy uzyciu
sterylnych pipet serologicznych (1 — 25 ml) oraz probowek stozkowych (15 ml, 50 ml)
zakupionych w BD Biosciences (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY, USA.
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4.3 Metody pracy z hodowla komodrkowa (mrozenie i odzyskiwanie komorek,

przygotowanie komoérek do do§wiadczen)

Komoérki w stanie subkonfluentnym odklejano od dna butelki przy uzyciu
roztworu trypsyny zawierajacego 1 mM EDTA (0,25% (w/o) trypsyna-EDTA, Gibco Life
Technologies Grand Island, NY, USA). Komorki poddawano dziataniu trypsyny przez ok.
2-3 min. w temperaturze 37°C, nast¢pnie trypsyna byla neutralizowana przez przeniesienie
zawiesiny komorek do pozywki wzrostowej. Komorki odzyskiwano przez odwirowanie
przez 5 minut (200 g) (TJ-6 Centrifuge, Beckman Instruments Incorporation, Palo Alto,
CA, USA). Po usunieciu supernatantu komorki zawieszano ponownie W pozywce
wzrostowej, zawierajacej 10% (o/o) dimetylosulfotlenku (DMSO) oraz umieszczano
w probowkach przeznaczonych do glebokiego mrozenia (Nunc Incorporation, Naperville,
IL, USA). Podczas zamrazania komorek temperaturg obnizano stopniowo o 1°C/min przez
umieszczenie probéwek w plastikowym naczyniu (CryoBox, Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) z podwdjna $ciang (wolna przestrzen wypelniona jest izopropanolem).
Pojemnik przechowywano przez 24 godz. w temperaturze -80°C, nastepnie probowki
z komoérkami umieszczano w pojemniku z ciektym azotem typu dewar (temp. -196°C). Po
rozmrozeniu i przeniesieniu do probowki stozkowej typu eppendorf komorki wirowano
(200 g, 5 min, temp. 20°C, Microcentrifuge G-1098, Chiny) w celu usunigcia DMSO,
anastgpnie po odessaniu supernatantu, przeplukaniu PBS i ponownym odwirowaniu
hodowano w pozywce wzrostowej w sterylnych butelkach, w warunkach standardowych
dla hodowli in vitro (temp. 37°C, 5% CO,, 95% wilgotnosci) do uzyskania subkonfluencji.
Uzyskang pojedyncza warstwe komorek . trypsynizowano” a komorki wysiewano
w zalezno$ci od rodzaju dos$wiadczenia na sterylne plytki lub szalki. Po 24 godz.
w pozywce wzrostowej adherentne komorki przeptukiwano PBS i na kolejne 24 godz.
wymieniano pozywke wzrostowa na kontrolng wolng od surowicy (2% (w/0) BSA zamiast
FBS) w celu wymuszenia zakonczenia podzialow komorkowych. Tak przygotowane
komorki byly poddawane dziataniu czynnikow doswiadczalnych przez 6-48 godz.

w zalezno$ci od rodzaju do§wiadczenia.

4.4 Doswiadczenia wykonane na hodowlach komorkowych w  ptytkach

wielodotkowych — testy metaboliczne

Wykorzystywane w doswiadczeniach odczynniki byly przygotowywane w postaci

1000-krotnie zat¢zonych roztworéw wodnych lub w DMSO Iub w etanolu, zgodnie
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z zaleceniami producentéw. W przypadkach, gdy zastosowano czynnik rozpuszczony
w DMSO lub w etanolu, pozywka dla warunkéw kontrolnych zawierata 0,1% (o/0)
rozpuszczalnika. Pozywki do§wiadczalne byly przygotowywane w sterylnych warunkach
przez dodanie czynnikow doswiadczalnych do pozywki kontrolnej. W badaniach
wykorzystano nast¢pujace czynniki doswiadczalne w stezeniach ustalonych na podstawie
danych literaturowych i badan wiasnych zakupione w Sigma Aldrich Chemical Co., St.
Louis, MO, USA: werapamil (chlorek werapamilu), nifedypina, chlorek wapnia,

D-glukoza, floretyna.

4.4.1  Pomiar przezywalnosci komorek — test MTT

Pomiar przezywalno$ci komorek pod wpltywem badanych czynnikow
doswiadczalnych przeprowadzono z wykorzystaniem testu MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
vl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Jest to test
kolorymetryczny, bazujacy na ocenie aktywnos$ci zaleznych od NAD(P)H enzymow
mitochondrialnych, ktére przeksztalcaja rozpuszczalny w wodzie MTT o zbltej barwie w
nierozpuszczalny w wodzie fioletowy formazan ((E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-
diphenylformazan). Roztwor MTT (5 mg/ml) byt przygotowywany w pozywce DMEM
bez czerwieni fenolowej, a nastgpnie filtrowany przy pomocy celulozowych filtrow
strzykawkowych (0,22 um, Costar Corning Corporation, Cambridge, MA, USA)
1 przechowywany w 4°C. Test przeprowadzano na komorkach rosngcych w 96-dotkowe;j
przezroczystej, plaskodennej, sterylnej wieloptytce, w objetosci 100 pl pozywki/dotek. Na
ostatnig godzing przed zakonczeniem doswiadczenia (dotyczy czasu przeznaczonego na
dziatanie badanych czynnikow doswiadczalnych), usuwano pozywke z dotkéw przy
pomocy pipety wielokanatowej 1 do zaglebien dodawano 50 pl ogrzanego w tazni wodnej
roztworu MTT. Plytke umieszczano na 1 godz. w cieplarce (temp. 37°C, 5% CO2, 95%
wilgotnosci) a po uptywie czasu inkubacji usuwano roztwér MTT a osad formazanu
rozpuszczano w 50 pul DMSO. Pomiar absorbancji wykonywano dla dlugosci fali A=570
nm, przy uzyciu czytnika Infinite® MI1000 (TECAN Mannedorf, Szwajcaria).
Przedstawiona na wykresach przezywalno$¢ komorek jest wprost proporcjonalna do
absorbancji formazanu. Wyniki przedstawiono jako procent absorbancji w uktadzie

kontrolnym (brak traktowan) w czasie T=0.
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4.4.2  Pomiar proliferacji komoérek — test z fioletem krystalicznym

Proliferacj¢ komorek pod wpltywem badanych czynnikéw doswiadczalnych
oznaczono przy uzyciu fioletu krystalicznego (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)
barwigcego DNA komorek. Badanie przeprowadzano na komorkach rosngcych w
96-dotkowej przezroczystej, plaskodennej, sterylnej ptytce, w objetosci 100 pul
pozywki/zaglebienie. Po zakonczeniu do$§wiadczenia (dotyczy czasu przeznaczonego na
dziatanie badanych czynnikéw doswiadczalnych) usuwano pozywke z dotkow przy
pomocy pipety wielokanalowej. Komorki ptukano PBS a nastgpnie utrwalano w 75%
metanolu w 4°C przez 20 min. i przez kolejne 20 min. w 100% metanolu w 4°C (50
ul/zaglebienie). W dalszej kolejnosci metanol zastgpowano 0,2% (w/o) wodnym
roztworem fioletu krystalicznego (50 pl/zaglebienie) a ptytke inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 20 min. Nastgpnie delikatnie usuwano niezwigzany z DNA komorek
roztwor fioletu krystalicznego przez stopniowe zanurzanie ptytki w wodzie. Po osuszeniu
ptytki, osad rozpuszczano w DMSO i wykonywano pomiar absorbancji dla dtugosci fali
A=590 nm, przy uzyciu czytnika Infinite® M1000 (TECAN Mannedorf, Szwajcaria).
Przedstawiona na wykresach proliferacja komorek jest wprost proporcjonalna do
absorbancji fioletu krystalicznego zwigzanego z DNA komorek. Wyniki przedstawiono

jako procent absorbancji w uktadzie kontrolnym (brak traktowan) w czasie T=0.

443  Pomiar st¢zenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie — fluorescencja

FURA-2-AM

Stezenie wolnych jonow Ca>" w cytoplazmie komoérek pod wpltywem badanych
czynnikéw doswiadczalnych oceniono na podstawie fluorescencji FURA-2-AM (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). FURA-2-AM jest estrem barwnika FURA-2, ktory po
przeniknigciu blony komodrkowej ulega deestryfikacji i zatrzymaniu we wngtrzu komorek,
gdzie wigze jony Ca®". FURA-2 emituje fluorescencje przy diugosci fali wzbudzenia
A=340 nm (kompleksy z wapniem) oraz A=380 nm (FURA-2 niezwigzana z wapniem).
Emisja fluorescencji mierzona jest przy dtugosci fali A=510 nm. Stosunek fluorescencji
wyemitowanych po wzbudzeniu falami o dhlugosci 340/380 nm wyznacza stezenie
wewnatrzkomorkowej puli jonéw wapnia. Komoérki bylty hodowane na ptaskodennych,
sterylnych plytkach 96-dotkowych typu ,,chimney” (z przezroczystym dnem i czarnymi
sciankami, Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA), w objetosci

100 pl pozywki/zagtebienie. Po usunigciu pozywki przy pomocy pipety wielokanatowej,
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komorki byly ptukane roztworem HBSS o pH 7,4 (Hank's Balanced Salt Solution, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Roztwér FURA-2-AM w DMSO (1 mM) mieszano
w stosunku objetosciowym 1:1 z odczynnikiem Pluronic® F-127 (20% roztwor w DMSO,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), ktory stuzyl do zatrzymania FURA 2-AM
wewnatrz komorek. Nastepnie roztwdér dodawano do roztworu HBSS wzbogaconego
w jony wapnia oraz $rodki utrzymujace FURA-2-AM we wnetrzu komoérek 2,5% (w/o)
BSA 1 2,5 mM probenecid (roztwor wodny, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), do
uzyskania koncowego stezenia FURA-2-AM rownego 4 uM. Tak przygotowany rozwor
FURA-2-AM byt dodawany do pozywki na 30 min. inkubacji w ciemnos$ci w temperaturze
pokojowej. W dalszej kolejnosci komorki byly ptukane 3-krotnie roztworem HBSS
1 pozostawiano je na 30 min. w ogrzanym w 37°C HBSS, co umozliwiato deestryfikacje
barwnika przez esterazy wewnatrzkomorkowe do formy wewnatrzkomorkowej. Po okresie
inkubacji bufor HBSS byt wymieniany na §wiezy. W probach przeznaczonych do odczytu
minimalnej fluorescencji FURA-2 (Fp,) roztwér HBSS (bez jondw wapnia) zawierat
dodatkowo 4 mM EDTA, a w probach przeznaczonych do odczytu maksymalnej
fluorescencji FURA-2 (Fmax) — 5 mM jonomycyny. Pomiar fluorescencji FURA-2 byt
wykonywany przy pomocy czytnika Infinite® M1000 (TECAN Mannedorf, Szwajcaria)
w temperaturze 37°C, dla dlugosci fali wzbudzenia A=340 nm 1 fali emisji A=510 nm oraz
dla fali wzbudzenia A=380 nm 1 fali emisji A=510 nm. Stg¢Zenie wolnych jonow wapnia

zostalo wyliczone na podstawie wzoru:
[Ca®"]e=Kd (F — Fuin)/(Fmax — F) (Bhattacharya and Chakrabarti, 1998)
Gdzie:
[Ca*"].— stezenie wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie komorek
Kd — stata wigzania jonéw Ca®* przez FURA-2 w temperaturze 37°C réwna 224
F — stosunek fluorescencji FURA-2 340 nm/380 nm odczytanej przy A=510 nm

Finax — stosunek fluorescencji FURA-2 340 nm/380 nm odczytanej przy A=510 nm

w probach zawierajacych jonomycyng

Finin — stosunek fluorescencji FURA-2 340 nm/380 nm odczytanej przy A=510 nm
w probach zawierajacych EDTA
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4.5 Pomiar nat¢zenia programowanej $mierci komoérki w cytometrze przeptywowym

na podstawie odsetka komorek zawierajacych frakcje ,,subG;” DNA.

Do analizy indukcji programowanej $mierci komoérki przy pomocy cytometru
przeplywowego  wykorzystano  pomiar  zawarto$ci  pofragmentowanego DNA
zlokalizowanego na  histogramie cyklu komodrkowego jako pik ,,subG;”.
W doswiadczeniach wykorzystano werapamil oraz inhibitory metaboliczne zakupione
w Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA: chloroching, Z-VAD. Komorki
hodowano na ptytkach 6-dotkowych (Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin Lakes,
NY, USA). Po zakonczeniu do$wiadczenia komorki odklejano przy uzyciu trypsyny
i zbierano wraz z medium do probowek przeznaczonych do cytometrii przeptywowe;j
(Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA). Po odwirowaniu (200 g,
5 min, wiréwka Allegra X-12, Beckman Coulter Inc, Pasadena, CA, USA) usuwano
supernatant a osad komodrek zawieszano w PBS. Nastepnie do zawiesiny komorek
dodawano 2 ml zimnego (-20°C) metanolu i natychmiast mieszano cato$¢ przez kilka
sekund przy pomocy wytrzasarki typu ,,vortex”. Po dwugodzinnym utrwaleniu preparatow
w metanolu w 4°C, probowki ponownie wirowano (200 g, 5 min) i usuwano metanol. Osad
komorek zawieszano w 400 pul PBS z dodatkiem 4 pl wodnego roztworu jodku propidyny
(PL, 5 mg/ml) (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) barwigcego DNA oraz 0,2 pl
RNAzy A (100 mg/ml) (Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) w celu
wyeliminowania falszywie pozytywnych wynikoéw uzyskanych z barwienia RNA przez PI.
Po pét godzinnej inkubacji w ciemnosci probki analizowano przy pomocy cytometru
przeptywowego (FACS Calibur, Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin Lakes, NY,
USA) mierzac fluorescencje PI. Z kazdej probki wykonywano pomiar dla 5000

pojedynczych komorek, odizolowujac ich populacj¢ od ,,dubletow” potaczonych komorek.

4.6 Pomiar wzglednego poziomu biatek — Western blot
4.6.1 Izolacja biatek z lizatow calokomorkowych

Komorki byly hodowane w 10 cm szalkach Petriego (Becton Dickinson, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA). W do$wiadczeniach wykorzystano werapamil
oraz inhibitory metaboliczne zakupione w Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO,
USA: chloroching, E64d, pepstatyng A. Po zakonczeniu doswiadczenia zbierano pozywke
zawierajacg komorki rosngce w zawiesinie oraz komorki przylegajace do podioza

(wykorzystywane w badaniach linie komoérek nowotworowych maja zdolno$¢ do wzrostu
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na podtozu oraz w zawiesinie). Komorki adherentne zbierano przy uzyciu skrobakow
(Nunc Incorporation, Naperville, IL, USA), dodajac 0,5 ml zimnego PBS (czynnosci
wykonywano na kruszonym lodzie). Zawiesing komorek wirowano w probdwkach
stozkowych typu eppendorf przez 5 minut (8000 g, 4° C, 5 min, Heal Force High Speer
Refrigerated Bench-top Centrifuge Model Neofuge 13R, ChRL), supernatant usuwano
przez aspiracj¢, a osad komorek ponownie zawieszano w 0,5 ml zimnego PBS i ponownie
wirowano przez 5 minut (8000 g, 4° C, 5 min). Po kolejnym usunigciu supernatantu osad
natychmiast zamrazano w -80°C (Ultralow Temperature Frezer, model MDF-U3286S,
Sanyo, Japonia) az do zebrania wszystkich prob z danego eksperymentu. W celu izolacji
bialek zebrane osady komorek zawieszano w 400 pl buforu RIPA (1x PBS, 10 ml/l Igepal
CA-630, 5 g/l dezoksycholan sodu, 1 g/l SDS) z dodatkiem 0.4 mM PMSF, 10 pg/ml
aprotyniny i 10 pg/ml ortowanadanu sodu. Przy pomocy strzykawki z igla (21G, 0,8 mm)
material homogenizowano. Komorki lizowano przez 30 min. na lodzie, a nast¢pnie
material wirowano przez 5 min w 4°C (10000 g). Uzyskany supernatant zawierajacy

wyizolowane biatka przechowywano w -80°C.

4.6.2  Oznaczanie st¢zenia biatka z uzyciem kumazyny

W celu oznaczenia stezenia biatka w lizatach calokomoérkowych wykorzystano
metode z kumazyng (Bradford, 1976). Oznaczenia wykonywano w 96-dotkowe;,
przezroczystej ptytce na lodzie. Do 4 pl lizatu dodawano 16 pl wody dejonizowane;j
1160 ul wodnego roztworu odczynnika Bradford (1:4) (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Absorbancja w badanych probach byla mierzona przy pomocy czytnika
Infinite® M1000 (TECAN Mannedorf, Szwajcaria) dla dlugosci fali A=595 nm. Dla
wszystkich prob oznaczenia bylty wykonywane w trzykrotnych powtdérzeniach a st¢zenie
bialka bylo wyliczane na podstawie krzywej regresji uzyskanej z pomiaru absorbancji

probek zawierajacych 0,1-2 pg wodnego roztworu albuminy bydlecej w buforze RIPA.

4.6.3  Elektroforeza — SDS-PAGE 1 transfer bialek na membrang PVDF

W celu rozdzielenia biatek zastosowano pionowa elektroforeze denaturujaca
(SDS-PAGE) na 10-12% (o/0) zelu poliakrylamidowym, w zalezno$ci od masy
czasteczkowej identyfikowanych biatek. Do przygotowania zZelu uzyto nastepujacych
odczynnikow: 30% (o/0) roztwor wodny akrylamidu/bisakrylamidu, 10% (w/o) roztwor
wodny SDS, TEMED (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) oraz nadsiarczan
amonu (APS), TRIZMA base (Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO,USA). Na zel

49



MATERIALY I METODY

naktadano uprzednio zdenaturowany (100°C, 4 min) material zawsze zawierajacy réwng
ilo$¢ biatka (20 pg lub 30 pg na studzienke) oraz % objetosci buforu Laemmli (dwukrotnie
zatezonego). W celu ustalenia molekularnego ci¢zaru analizowanych bialek uzywano
standardu biatek (Kaleidoscope Prestained Standard, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Elektroforezg przeprowadzano przy statym napigciu 100 V przy uzyciu aparatu do
elektroforezy (Mini PROTEAN Tetra System, Bio-Rad Labolatories Hercules, CA, USA).
W dalszej kolejnosci wykonywano transfer biatek z zelu poliakrylamidowego na
membran¢ nylonowa PVDF. Proces przeprowadzano przez 90 min. przy pomocy aparatu
do transferu (Trans blot Cell, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) przy napigciu
100 V (zasilacz Power Pac HC, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) w buforze do
transferu zawierajacym TRIZMA base i glicyn¢ (Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis,
MO,USA) oraz metanol (Polskie Odczynniki Chemiczne, Gliwice, Polska).

4.6.4  Immunodetekcja biatek

Membrany PVDF byly blokowane przez 75 min. w buforze TBST (20 mM Tris,
500 mM NaCl, 0,5 ml/l Tween20, pH 7,5) zawierajacym 5% (w/0) odtluszczonego mleka
w proszku. Nastgpnie membrany inkubowano przez noc w 4°C z przeciwciatami
pierwszorzedowymi rozcienczonymi w buforze TBST zawierajacym 5% (w/0)
odtluszczonego mleka w proszku (przeciwciata zakupione w Santa Cruz Biotechnology lub
Thermo Fisher Scientific) lub w buforze TBST z dodatkiem 5% (w/o) BSA (przeciwciata
zakupione w Cell Signalling Technology). W badaniach wykorzystano nastgpujace

przeciwciala pierwszorzedowe:
Przeciwciata zakupione w Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA:

e Kozie poliklonalne przeciwciata IgG anty-Beklina 1
e Kozie poliklonalne przeciwciata IgG anty-klasteryna o

e Kozie poliklonalne przeciwciala IgG anty-aktyna
Przeciwciata zakupione w Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA:

e Kirdlicze poliklonalne przeciwciata IgG anty-GLUT1
e Kroélicze poliklonalne przeciwciata IgG anty-Vps34

Przeciwciata zakupione w Cell Signalling Technology Inc, Danvers, MA, USA:

e Kirolicze monoklonalne przeciwciata IgG anty-BiP

e Mysie monoklonalne przeciwciata IgG2a anty-CHOP
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e Kiroélicze monoklonalne przeciwciata IgG anty-cigta kaspaza 3
e Kirolicze monoklonalne przeciwciata IgG anty-PARP

e Kirdlicze poliklonalne przeciwciata IgG anty-ERK?2

e Kirdlicze poliklonalne przeciwciata IgG anty-Bcl-2

e Kirolicze poliklonalne przeciwciata IgG anty-LC3B (MAP LC3-11 II)

Po zakonczeniu inkubacji z przeciwcialami pierwszorzegdowymi, membrany
phlukano trzykrotnie po 5 min. w buforze TBST a nast¢pnie inkubowano przez godzine
w temperaturze pokojowej z odpowiednimi gatunkowo przeciwciatami drugorzedowymi
sprzgzonymi z peroksydaza chrzanowg rozcienczonymi w buforze TBST z dodatkiem 5%

(w/0) odttuszczonego mleka w proszku.
Wykorzystano nastgpujace przeciwciata drugorzedowe:

e Ofdle anty-kozie HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA)

e Osle anty-krdlicze HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA,
USA)

e Kozie anty-krolicze HRP (Cell Signalling Technology Inc, Danvers, MA,
USA)

e Konskie anty-mysie HRP (Cell Signalling Technology Inc, Danvers, MA,
USA)

Po zakonczeniu inkubacji z przeciwcialami wtoérnymi, membrany ptukano
3 krotnie w buforze TBST a nastgpnie inkubowano przez 1 minut¢ z odczynnikiem
przeznaczonym do chemiluminescencyjnej detekcji biatek - Pierce ECL Western blotting
Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Klisze fotograficzne (Kodak,
Rochester, NY, USA) wywotywano w ciemni uzywajac wywolywacza i utrwalacza firmy
Foton (koncentrat wywolywacza Foton WR-1N, koncentrat utrwalacza UR-1N, Warszawa,
Polska). Klisze skanowano a uzyskane prazki analizowano densytometrycznie przy
pomocy programu GelExpert lub Image]. Intensywno$¢ prazkow reprezentujacych
identyfikowane bialka poréwnano =z intensywno$cig prazka aktyny lub ERK2
1 przedstawiono w formie wykresu reprezentujgcego Srednie z trzech powtorzen

doswiadczenia.
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4.7 Badania przeprowadzone w mikroskopie konfokalnym

4.7.1  Uzyskanie stabilnych linii komorek COLO 205 i PC-3 zawierajacych
konstrukt genu biatka LC3 polaczonego z genem kodujagcym biatko

zielonej fluorescencji GFP

W celu wyprowadzenia stabilnych liniit COLO 205 i PC-3 wykorzystano system
Phoenix-MMULYV polegajacy na dostarczaniu pozadanych genéw do komorek ludzkich za
posrednictwem infekcji wektorem retrowirusowym MMULV (Moloney Murine Leukemia
Virus) namnazanym w komorkach Phoenix petnigcych role gospodarza (G. Nolan,

Stanford  University, Stanford, CA, USA; http://web.stanford.edu/group/nolan/

_OldWebsite/retroviral_systems/retsys.html). Komoérki  Phoenix  (Phoenix-AMPHO,
ATCC, Rockville, MD, USA) hodowano na 10 cm szalkach Petriego (Becton Dickinson,

BD Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA) i transfekowano plazmidem (wektorem
retrowirusowym) pBP-puro zawierajagcym konstrukt LC3-GFP oraz gen opornosci na
puromycyn¢ oraz kontrolnym plazmidem pBP-puro (plazmidy wykorzystano dzigki
uprzejmosci prof. Kevina Ryana, Tumour Cell Death Laboratory, Beatson Institute for
Cancer Research, Glasgow, WIk. Brytania). Transfekcje wykonano przy zastosowaniu
metody z wykorzystaniem fosforanu wapnia, ktéry umozliwia wigzanie egzogennego DNA
do btony komdrkowej i nastepcza endocytoze materiatu. W tym celu DNA do transfekcji
rozcienczono w 440 pl molekularnie czystej wody (Gibco Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) oraz w 500 pl dwukrotnie st¢zonego buforu HBSS pH 6,9 (Gibco Life
Technologies, Grand Island, NY, USA), po czym przeprowadzono inkubacj¢ (30 min,
37°C) z 60 pl 2M roztworu CaCl,. Kazda szalka zawierajgca komorki Phoenix byla
transfekowana 15 pg DNA i inkubowana w 37°C przez noc. W dalszej kolejnosci komorki
COLO 205 1 PC-3 byly infekowane 3 krotnie (w odstgpach czasu co 12 godzin) pozywka
pochodzaca z hodowli komorek Phoenix zawierajaca namnozone wektory retrowirusowe
uprzednio przefiltrowang przez filtr strzykawkowy o porach 45 um z dodatkiem 2,5 pl
polibrenu (10 mg/ml hexadimethrine bromide, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Po
zakonczeniu serii infekcji, przeprowadzono dwutygodniowa selekcje komorek w pozywce
hodowlanej DMEM z dodatkiem puromycyny (1 pg/ml) (Gibco Life Technologies, Grand
Island, NY, USA). Doswiadczenie wykonano w laboratorium hodowli komorkowej
kategorii II dostosowanym do pracy z organizmami zakaznymi (Tumour Cell Death

Laboratory, Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow, Wlk. Brytania).
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4.7.2  Obserwacje lokalizacji biatkka MAP LC3-1 i MAP LC3-1I

przeprowadzone w mikroskopie konfokalnym

Komoérki COLO 205 oraz PC-3 eksprymujace GFP-LC3 hodowano na okragtych
szkietkach nakrywkowych umieszczonych w szalkach Petriego (Becton Dickinson, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA). Po zakonczeniu doswiadczenia szkietka
z przylegajacymi komorkami przeptukiwano buforem PBS a nast¢pnie utrwalano przez 15
min w 4% wodnym roztworze paraformaldehydu w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
komorki ponownie ptukano roztworem PBS 1 wybarwiano jadra roztworem DAPI (Sigma
Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Obserwacje przeprowadzono przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 710 (Carl Zeiss AG, Jena, Niemcy).

4.8 Analiza ultrastruktury w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM)

Komorki hodowano w szalkach Petriego o $rednicy 10 cm (Becton Dickinson, BD
Biosciences, Franklin Lakes, NY, USA). Po zakonczeniu inkubacji z werapamilem
zbierano pozywke zawierajacg komorki rosngce w zawiesinie oraz komorki przylegajace
do podtoza (procedura jak w przypadku pozyskiwania komorek do analizy Western blot,
opis w tekscie powyzej). Osad komorek utrwalano w 2% (w/o) paraformaldehydzie 1 2,5%
glutaraldehydzie w 0,1 mM roztworze buforu kakodylanowego przez 2 godziny w 4°C.
Nastepnie komoérki plukano w buforze kakodylanowym 1 utrwalano w 1% (w/0) OsO4
w 0,1 mM roztworze buforu kakodylanowego przez 1 godzing. W dalszej kolejnosci
komorki odwadniano we wzrastajacych stezeniach etanolu i zatapiano w zywicy Epon 812.
Zatopiony materiat trymowano 1 ci¢to na ultracienkie skrawki przy uzyciu ultramikrotomu
(model MTXL, Boeckeler Instruments, Inc., Tucson, Arizona, USA) nozem posiadajagcym
diamentowe ostrze. Skrawki zbierano na miedzianych siatkach a nastgpnie kontrastowano
4,7% octanem uranylu przez 10 min. i odczynnikiem Reynoldsa przez 2 min., pluczac
obficie strumieniem dejonizowanej wody po kazdym barwieniu. Po wysuszeniu siatek
ultrastrukture komorek analizowano przy pomocy mikroskopu elektronowego
transmisyjnego JEM 1200 EX (JEOL, Tokyo, Japan) oraz dokumentowano kamera
cyfrowa Morada.

4.9 Analiza obecnos$ci kanatéw wapniowych — PATCH-CLAMP

Komorki hodowano na sterylnych szkietkach nakrywkowych (2x2 cm)

umieszczonych w 3 cm szalkach Petriego (Becton Dickinson, BD Biosciences, Franklin
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Lakes, NY, USA). Rejestracj¢ pradow przeprowadzono technikg patch-clamp
w konfiguracji ,,whole-cell”. Komodrki obserwowano pod mikroskopem $wietlnym
odwroconym Olympus IX71, (Olympus America Inc, Center Valley, PA, USA)
potaczonym z kamerg cyfrowg Olympus, DP26 (Olympus America Inc, Center Valley, PA,
USA). Mikroskop oraz mikromanipulator Sutter Instrument ROE-200 (Sutter Instrument,
Novato, CA, USA) umieszczone byly na stole antywibracyjnym. Calo$¢ oslonigta byta
ekranizujgcg siatkg miedziang, petnigca role klatki Faradaya. Szklane mikropipety o oporze
3-4 MQ uzywane jako elektrody przygotowywano w dniu eksperymentu przy pomocy
wyciggarki do mikropipet Sutter Instrument P-87 (Sutter Instrument, Novato, CA, USA).
Szkietka z komorkami umieszczano w kamerze (microscope stage cover slip chamber,
MSS5 Scientific Systems Design Inc, Mississauga, Ontario, Kanada). Skfad roztwordéw
zewnatrzkomoérkowych 1 wewnatrzkomorkowych zalezal od przyjetego protokotu.
W doswiadczeniach przeprowadzonych w celu zarejestrowania pradéw wapniowych

kanatow btonowych napigciowo-zaleznych sktad ptynéw byt nastepujacy:

e roztwor NES (roztwor zewnatrzkomodrkowy, obecny w kamerze z komorkami):
NaCl (140 mM), KCI (2,8 mM), MgCl, (2 mM), CaCl, (2 mM), glukoza (10 mM),
HEPES (10 mM), pH 7,4 (ustalone przy uzyciu TEA OH — Tetramethylammonium
hydroxide);

e roztwor z glukonianem wapnia (roztwor aplikowany zewnatrzkomorkowo za
pomoca perfuzji grawitacyjnej po uzyskaniu konfiguracji ,,whole-cell”): glukonian
wapnia (70 mM), HEPES (30 mM), glukoza (60 mM), osmolarno$¢ 280 mOsm/I,
pH 7,4 (ustalone przy uzyciu TEA OH);

e roztwdr wewnatrzkomorkowy obecny w pipecie: CH3;0O3SCs (metanosulfonian
cezu) (120 mM), CsCl (6 mM), MgCl, (2 mM), EGTA (11 mM), HEPES (10 mM),
CaCl, (1 mM), ATP (4 mM), osmolarno$¢ 290 mOsm/l , pH 7,4 (ustalane przy
uzyciu NMDG — N-methyl D-glucamine).

W doswiadczeniach zaplanowanych w celu rejestracji pradow napigciowo-niezaleznych

(liniowych) zastosowano:

e roztwor z CaCl, (roztwor zewnatrzkomorkowy, obecny w kamerze z komorkami
oraz aplikowany za pomocg perfuzji grawitacyjnej): CaCl, (2 mM), chlorek choliny
(126 mM), HEPES (10 mM), sacharoza (22 mM), osmolarno$¢ 290 mOsm/l, pH
7,4 (ustalane przy uzyciu NMDG);
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e roztwér wolny od jonéw Ca’" (aplikowany zewnatrzkomérkowo za pomoca
perfuzji grawitacyjnej): chlorek choliny (130 mM), HEPES (10 mM), EGTA (0,2
mM), sacharoza (20 mM), osmolarno$¢ 290 mOsm/l, pH 7,4 (ustalane przy uzyciu
NMDG).

e roztwor wewnatrzkomorkowy obecny w pipecie zawierajacy: CsCl (126 mM),
MgCl, (2 mM), EGTA (11 mM), HEPES (10 mM), ATP (4 mM), CaCl, (0,1 mM),
osmolarnos¢ 290 mOsm/1, pH 7,4 (ustalane przy uzyciu NMDG).

Wymiany ptyndéw zewnatrzkomoérkowych dokonywano grawitacyjnie poprzez
rurke o matym przekroju (0,7 mm) umieszczang w poblizu komoérki, dodatkowo kamera
z komorkami  zaopatrzona byla w rurke zasysajaca nadmiar ptyndéw. Plyn
wewnatrzkomorkowy przechowywany byt w 4°C 1 aplikowany przez strzykawke do
napetniania pipet. W celu rejestracji pradéw wapniowych pod wplywem werapamilu,
roztwor werapamilu aplikowano bezposrednio do pltynu zewnatrzkomoérkowego lub do
szalki Petriego, w ktérej hodowane byly komorki. Przeprowadzajac doswiadczenie
komoérki zanurzano w roztworze zewnatrzkomorkowym (NES Iub CaCl,, zaleznie od
protokotu) a nastgpnie zblizano szklang elektrode do wybranej komorki za pomoca
mikromanipulatora. Po wuzyskaniu konfiguracji ,cell-attached” (potaczenie pipety
z komorka) czekano az opdr pipety osiggnie wartosci mierzone w G€ a nast¢pnie
uzyskiwano konfiguracj¢ ,,whole-cell” przez przerwanie btony komorkowej. Dalej
kompensowano prady pojemnosciowe (wynikajace z pojemnosci elektrycznej komorki
mierzone] w pF) oraz opdr dostepu (80% kompensacji) 1 monitorowano warto$ci: oporu
dostepu SR (series resistance) oraz pojemnosci komorki F (whole-cell capacitance).
W trakcie rejestracji utrzymywano potencjat spoczynkowy na btonie komorek (V) holding
potential) rowny -100 mV lub 0 mV, po czym warto$¢ potencjatu zmieniano skokowo o 10
mV na okres 200 ms co 4 sekundy od wartosci -100 mV do 20 mV. Potencjat V
modulowano w czesci eksperymentéw, gdy badano jego wptyw na prady TRP. Prady
filtrowano filtrem 5 kHz i1 probkowano z czestotliwoscig 20 kHz. Protokét P/N (protokot
ktory pozwala na automatyczne odjecie liniowej skladowej rejestrowanych pradéw np.
pradu uptywu, ktéry standardowo stosuje si¢ do rejestracji pradow napigciowo-zaleznych,
majacych charakterystyke odmienng od liniowej) stosowano przy rejestracji pradoéw
z kanatéw btonowych napigciowo-zaleznych, natomiast podczas rejestracji pradow

napigciowo-niezaleznych (liniowych) protokotu P/N nie stosowano.
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4.10  Analiza statystyczna

Wyniki otrzymane w poszczegdlnych doswiadczeniach byty analizowane
statystycznie z uzyciem programu GraphPad Prism 5. W analizie wykorzystano
dwukierunkowa lub jednokierunkowa analiz¢ wariancji oraz testy rozstepu Bonferroniego
i1 Tukey’a. Wartosci przedstawiaja $rednie z trzech do§wiadczen lub w przypadku testow
na wieloplytkach, z trzech do$wiadczen wykonanych w minimum czterech powtorzeniach
+ SEM. Istotne statystycznie rdéznice oznaczone zostaty na poziomach istotnosci *P<0,05;

**pP<0,01; ***P<0,001 lub, w przypadku wigkszej ilosci porownan, takze ,,a”’ P<0,05.
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5. Wyniki

5.1 Wplyw werapamilu na przezywalnos¢ 1 proliferacje komorek COLO 205, PC-3
oraz PNT-2

Przezywalno$¢ komoérek zmierzona testem MTT 1 proliferacja oszacowana na
podstawie testu z fioletem krystalicznym w komodrkach gruczolakoraka okreznicy linii
COLO 205 oraz raka stercza linii PC-3 obnizyla si¢ pod wplywem werapamilu
(50-200 uM) (Ryc. 7 1 8). Po 48 godzinach dziatania werapamilu (200 uM) przezywalnos¢
wyrazona jako odsetek poczatkowej wartosci kontrolnej (komodrki nietraktowane
werapamilem w czasie T=0) wynosita 36,12 + 3,16% (p<0,001) dla komoérek COLO 205
oraz 41,16 = 3,62% (p<0,001) dla komoérek PC-3, natomiast proliferacja odpowiednio
19,36 + 3,76% (P<0,01) 1 13,78 £ 0,55% (p<0,01). W przypadku prawidlowych komoérek
stercza linii referencyjnej PNT-2, skutki dzialania werapamilu (200 uM, 48 h) byty stabsze
a przezywalno$¢ wyrazona jako odsetek poczatkowej wartosci kontrolnej obnizyta sig¢
w stopniu umiarkowanym do 83,32 + 5,24% (p<0,001) za$ natezenie proliferacji

zmniejszyto si¢ do 45,90 + 1,52% (p<0,01) (Ryc. 9).
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Ryc. 7

Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanalow wapniowych typu L - werapamilu (50, 100,
200 uM) na przezywalnosc (test MTT) oraz proliferacje (test z fioletem krystalicznym) komorek
linii COLO 205. Punkty oznaczaja warto$ci $rednie (+ SEM) uzyskane z trzech do$wiadczen
w czterech powtorzeniach. Gwiazdki oznaczajg $rednie dla traktowan werapamilem, ktére roznig
si¢ w stopniu statystycznie istotnym (¥*P<0,05; ***P<0,001) od srednich w uktadzie kontrolnym
(CTRL) w odpowiadajacych sobie punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.).
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Ryec. 8

Wplyw wrzrastajgcych stezen inhibitora kanatéw wapniowych typu L - werapamilu (50, 100,
200 uM) na przezywalno$¢ (test MTT) oraz proliferacje (test z fioletem krystalicznym) komorek
linii PC-3. Punkty oznaczajg wartos$ci $rednie (= SEM) uzyskane z trzech doswiadczen w czterech
powtorzeniach. Gwiazdki oznaczaja $rednie dla traktowan werapamilem, ktore r6znig si¢ w stopniu
statystycznie istotnym (**P<0,01;***P<0,001) od S$rednich w uktadzie kontrolnym (CTRL)
w odpowiadajacych sobie punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.).
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Ryc. 9

Wplyw wrzrastajgcych stezen inhibitora kanatéw wapniowych typu L - werapamilu (50, 100,
200 uM) na przezywalno$¢ (test MTT) oraz proliferacje (test z fioletem krystalicznym) komorek
linii PNT-2. Punkty oznaczaja wartosci $rednie (+ SEM) uzyskane z trzech dos$wiadczen
w czterech powtodrzeniach. Gwiazdki oznaczajg $rednie dla traktowan werapamilem, ktore roznig
si¢ w stopniu statystycznie istotnym (*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001) od $rednich w uktadzie
kontrolnym (CTRL) w odpowiadajacych sobie punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.).
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52 Zmiany w obrazie ultrastrukturalnym komoérek COLO 205, PC-3 i PNT-2 pod

wptywem dzialania werapamilu

Obraz ultrastruktury komoérek COLO 205 (Ryc. 10) i PC-3 (Ryc. 11)
zaobserwowany w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) po 24 godzinach
inkubacji z werapamilem ujawnit w komoérkach cechy patologiczne oraz liczne struktury
charakterystyczne dla makroautofagii — wakuole autofagowe. W odréznieniu ultrastruktura
komorek PNT-2 (Ryc. 12) po 24 godzinach inkubacji z werapamilem przypominata obraz
komorek kontrolnych 1 charakteryzowata si¢ obecnoscig nielicznych wakuol
autofagowych. Analiza ultrastrukturalna komérek COLO 205 i PC-3 poddanych dzialaniu
werapamilu w réznych czasach inkubacji (6, 12, 24 godz.) pozwolita na udokumentowanie
dynamicznego rozwoju struktur charakterystycznych dla autofagii (Ryc. 13 1 14).
W obrazach uzyskanych pod wptywem 6 godzinnej inkubacji z werapamilem dominowaty
wakuole wczesnoautofagowe, czyli fagofory otaczajace wybrane organella i fragmenty
cytoplazmy oraz autofagosomy o podwojnej btonie. Z kolei dluzszy czas dzialania
werapamilu sprzyjat przewadze form pdznoautofagowych — autofagolizosomow
o pojedynczej blonie oraz cial mielinopodobnych §wiadczacych o selektywnej degradacji
lizosomalne;. Wsrod obserwowanych struktur wewnatrzkomorkowych,
charakterystycznych dla procesu autofagii, w komorkach linii PNT-2 poddanych 24
godzinnej inkubacji z werapamilem przewazaty formy wczesnoautofagowe — fagofory
1 autofagosomy, cho¢ struktury poéznoautofagowe tj. autofagolizosomy roéwniez byly
widoczne (Ryc. 15). Ponadto w komdrkach COLO 205 i1 PC-3 traktowanych werapamilem
mozna bylo zaobserwowa¢ poszerzenie kanatow siateczki srodplazmatycznej, co nie bylo
jednak widoczne w komorkach liniit PNT-2 poddanych dziataniu werapamilu (Ryc. 16,

17, 18).
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Rye. 10

Wplyw werapamilu na ultrastrukture komorek COLO 205. A, Kontrolna (nietraktowana
werapamilem) komoérka linii COLO 205. B, Komorka linii COLO 205 pod wpltywem 24 godz.
inkubacji z werapamilem (100 puM) z zaznaczonymi wakuolami autofagowymi otaczajacymi
fragmenty cytoplazmy i organelli komoérkowych (strzatki).
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Rye. 11

Wplyw werapamilu na ultrastrukture komoérek PC-3. A, Kontrolna (nietraktowana werapamilem)
komorka linii PC-3. B, Komérka linii PC-3 pod wplywem 24 godz. inkubacji z werapamilem
(100 pM) z zaznaczonymi wakuolami autofagowymi otaczajacymi fragmenty cytoplazmy
1 organelli komorkowych (strzatki).
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Rye. 12

Wplyw werapamilu na ultrastrukturg¢ komoérek PNT-2. A, Kontrolna komorka linii PNT-2
nietraktowana werapamilem (kontrola). B, Komorka linii PNT-2 pod wptywem 24 godz. inkubacji
z werapamilem (100 pM) z zaznaczonymi wakuolami autofagowymi otaczajacymi fragmenty
cytoplazmy i organelli komorkowych (strzatki).
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Rye. 13

Rézne etapy formowania wakuol autofagowych w komoérkach COLO 205 traktowanych
werapamilem (100 pM; A — 6 godz., B — 12 godz., C — 24 godz.). A, Wczesna wakuola autofagowa
— autofagosom (AP) o podwojnej blonie (strzatki), pdzne wakuole autofagowe — autofagolizosomy
(AL) o pojedynczej btonie (groty). B, Autofagolizosomy (AL) o zréznicowanej zawartosci tresci
cytoplazmatycznej i pojedynczej blonie (groty). C, Struktury mielinopodobne (MLB) w obrebie
wakuol autofagowych (AL) o pojedynczej btonie (groty).

65

http://rcin.org.pl



Ryec. 14

Rézne etapy formowania wakuol autofagowych w komorkach PC-3 traktowanych werapamilem
(100 uM; A — 6 godz., B — 12 godz., C — 24 godz.). A, Wczesne wakuole autofagowe —
autofagosomy (AP) o podwojnej btonie (strzatki). B, Elektronowo ggste pozne wakuole
autofagowe — autofagolizosomy (AL) o pojedynczej blonie (groty) zawierajace struktury
mielinopodobne (MLB). C, Cz¢éciowo zdegradowana pdzna wakuola autofagowa —
atutofagolizosom (AL) o pojedynczej btonie (groty).
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Rye. 15

Rézne etapy formowania wakuol autofagowych w komoérkach PNT-2 traktowanych werapamilem
(100 uM, 24 h). A, fagofory (strzatki) otaczajagce organella komorkowe, pozne wakuole
autofagowe — autofagolizosomy (AL) o pojedynczych blonach (groty). B, Wczesne wakuole
autofagowe — autofagosomy (AP) o podwojnych btonach (strzatki). C, Pdzne wakuole autofagowe
— autofagolizosomy (AL) o pojedynczej blonie (groty) i zroznicowanej zawarto$ci fragmentow
cytoplazmy i organellow komorkowych.
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Ryc. 16

Wplyw werapamilu na ultrastrukture siateczki $rodplazmatycznej w komoérkach COLO 205.
A, Siateczka $rodplazmatyczna (strzatki) w kontrolnej (nietraktowanej werapamilem) komorce linii
COLO 205. B, Siateczka $rodplazmatyczna (strzalki) o poszerzonych kanatach w komoérce linii
COLO 205 pod wptywem 24 godz. inkubacji z werapamilem (100 uM).
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Ryc. 17

Wpltyw werapamilu na ultrastrukture siateczki $rddplazmatycznej w komoérkach PC-3.
A, Siateczka $rodplazmatyczna (strzatki) w kontrolnej (nietraktowanej werapamilem) komorce linii
PC-3. B, Siateczka $rodplazmatyczna (strzatki) o poszerzonych kanatach w komorce linii PC-3 pod
wptywem 24 godz. inkubacji z werapamilem (100 pM).
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Ryc. 18

Wplyw werapamilu na ultrastrukture siateczki $rodplazmatycznej w komorkach PNT-2.
A, Siateczka $rodplazmatyczna (strzatki) w kontrolnej (nietraktowanej werapamilem) komorce linii
PNT-2. B, Siateczka $roédplazmatyczna (strzatki) w komorce linii PNT-2 pod wptywem 24 godz.
inkubacji z werapamilem (100 pM).

70

http://rcin.org.pl



WYNIKI

53 Wplyw werapamilu na autofagi¢

Aby potwierdzi¢ zdolno$¢ werapamilu do indukcji autofagii przeprowadzono
obserwacje lokalizacji biatka MAP LC3 w mikroskopie konfokalnym. Biatko w formie
MAP LC3-1 znajduje si¢ rozproszone w cytoplazmie komorki, natomiast w formie
MAP LC3-II jest zwigzane z btong autofagosomu. W komoérkach COLO 205 oraz PC-3
eksprymujacych egzogenne biatko MAP LC3 sprzezone z biatkiem zielonej fluorescencji
GFP po 6 godz. inkubacji z werapamilem (100 uM) zaobserwowano akumulacje
MAP LC3-1I widoczng w obrazie mikroskopowym jako $wiecace na zielono punkty
(GFP-LC3 puncta). W komorkach kontrolnych (nie traktowanych werapamilem)
dominowata cytozolowa forma MAP LC3-I dajaca obraz rozproszonej fluorescencji

(Ryc. 19).

Ryec. 19

Wplyw inhibitora kanatow wapniowych typu L — werapamilu (100 uM, 6 godz.) na lokalizacje
biatkka MAP LC3-II w btonie autofagosomow (powigkszenie 63x/1.40). A, Kontrolne komorki
COLO 205; B, Komérki COLO 205 z widoczng akumulacja MAP LC-II (strzatki) pod wptywem
werapamilu; C, Kontrolne komoérki PC-3; D, Komorki PC-3 z widoczng akumulacjg MAP LC-II
(strzatki) pod wptywem werapamilu.
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Nagromadzenie autofagosomoéw w komoérce moze by¢ jednocze$nie oznaka
indukcji jak i zablokowania autofagii. W celu wyjasnienia czy werapamil wywoluje czy
raczej blokuje autofagie, wykonano analiz¢ Western blot porownujac ekspresje biatka
MAP LC3-II pod wpltywem werapamilu w obecnosci lub bez inhibitoréw proteaz
lizosomalnych — E64d (10 uM) i pepstatyny A (10 uM), ktore hamujg proces autofagii
(Ryc. 20). W komoérkach COLO 205 (Ryc. 20A) oraz w komorkach PC-3 (Ryc. 20B)
blokowanie autofagii przez inhibitory proteaz lizosomalnych spowodowato akumulacje
MAP LC3-II, jednak zastosowanie werapamilu (100, 200 uM) juz po 6 godzinach
doswiadczenia w stopniu istotnym statystycznie podwyzszylo ekspresje MAP LC3-II.
Ponadto ekspresja MAP LC3-II istotnie wzrosta (p<0,05) réwniez pod wplywem
jednoczesnego dziatania werapamilu oraz inhibitoréw proteaz lizosomalnych. Swiadczy to
o indukowaniu przez werapamil autofagii w komorkach COLO 205 i PC-3. Ekspresja
biatka MAP LC3-1 w poréwnaniu do MAP LC3-II byta prawie niewykrywalna.
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Ryec. 20

Wplyw wzrastajacych stgzen inhibitora kanatéw wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 50, 100,
200 pM) w obecnosci lub bez inhibitorow proteaz lizosomalnych — E64d i pepstatyny A (E/PA,
10 uM) na ekspresje¢ biatka MAP LC3-II w komoérkach linii COLO-205 (A) oraz PC-3 (B). Goérne
panele prezentuja wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustrujg
wspotczynniki ggstosci optycznej (gestos¢ optyczna MAP LC3-II/gestos¢ optyczna ERK2
zastosowanego jako biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczajg wartosci srednie (+ SEM) uzyskane
z trzech do$wiadczen, przy wielokrotnym powtorzeniu blotow. Gwiazdkami zaznaczono S$rednie
istotnie statystycznie rdézne w stosunku do kontroli (CTRL) (¥*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001).
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W komorkach linii PNT-2 ekspresja biatka MAP LC3-II wykazywata tendencje
wzrostowa w szczeg6élnosci pod wplywem dzialania wysokiego stezenia werapamilu
(200 uM) oraz jednoczesnego dziatania werapamilu oraz inhibitorow lizosomalnych
proteaz. Jednakze w odroznieniu od linii komoérek nowotworowych, w komoérkach PNT-2
ekspresja MAP LC3-II po 6 i 24 godzinach inkubacji z werapamilem nie byta w stopniu
statystycznie istotnym wyzsza od ekspresji MAP LC3-1I zaobserwowanej po zastosowaniu
wylacznie E64d 1 pepstatyny A. Ekspresja biatka MAP LC3-1 w poréwnaniu do
MAP LC3-II byta prawie niewykrywalna (Ryc. 21).
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Ryec. 21

Wpltyw wzrastajacych stgzen inhibitora kanatéw wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 50, 100,
200 uM) w obecnosci lub bez inhibitoréw proteaz lizosomalnych — E64d i pepstatyny A (E/PA,
10 uM) na ekspresje biatka MAP LC3-II w komorkach linii PNT-2. Goérne panele prezentuja
wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja wspotczynniki
gestosci optycznej (gestos¢ optyczna MAP LC3-II/ggstos¢ optyczna ERK2 zastosowanego jako
bialtko odniesienia, OD). Stupki oznaczajg wartosci S$rednie (= SEM) uzyskane z trzech
doswiadczen, przy wielokrotnym powtorzeniu blotow. Gwiazdkami zaznaczono $rednie istotnie
statystycznie rozne w stosunku do kontroli (CTRL) (*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001).

W komoérkach COLO 205 (Ryc. 22) oraz PC-3 (Ryc. 23) traktowanych
werapamilem nie stwierdzono réwniez istotnego statystycznie podwyzszenia ekspresji
biatek kluczowych dla procesu autofagii: Vps34 (PI3K III) oraz Bekliny 1. Ekspresja
Bcl-2, bialka antyapoptozy hamujacego proces autofagii, réwniez nie zmienita si¢

w stopniu statystycznie istotnym pod wptywem dziatania werapamilu (Ryc. 24).
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Ryec. 22

Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanatow wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) na ekspresj¢ biatek Beklinyl i Vps34 w komorkach linii COLO 205. Goérny panel
prezentuje wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja
wspotczynniki gestosci optycznej (gesto$¢ optyczna badanego biatka /gesto$¢ optyczna aktyny
zastosowanej jako biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczaja wartosci srednie (£ SEM) uzyskane
z trzech do$§wiadczen przy wielokrotnym powtdérzeniu blotéw. CTRL — kontrola.
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Ryec. 23

Wplyw wzrastajacych stgzen inhibitora kanatdéw wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) na ekspresje biatek Beklinyl i Vps34 w komorkach linii PC-3. Gérny panel prezentuje
wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja wspdtczynniki
gestosci optycznej (gestos¢ optyczna badanego biatka /ggstos¢ optyczna aktyny zastosowanej jako
bialko odniesienia, OD). Stupki oznaczaja wartosci $rednie (£ SEM) uzyskane z trzech
doswiadczen przy wielokrotnym powtorzeniu blotow. CTRL — kontrola.
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Ryc. 24

Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanatow wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) na ekspresj¢ biatka Bcl-2 w komorkach linii COLO 205 (A) i PC-3 (B). Gorne panele
prezentuja wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja
wspotczynniki gestosci optycznej (gesto$¢ optyczna badanego biatka /gesto$¢ optyczna aktyny
zastosowanej jako biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczaja wartosci $rednie (+ SEM) uzyskane
z trzech do$§wiadczen przy wielokrotnym powtdrzeniu blotoéw. CTRL — kontrola.

75



WYNIKI

54 Wplyw nifedypiny — swoistego inhibitora kanatéw wapniowych typu L na
przezywalnos$¢ oraz proliferacje komorek COLO 205, PC-3 i PNT-2

Aby zweryfikowa¢ hipoteze o mozliwym indukowaniu autofagii przez
zablokowanie aktywnos$ci kanatow wapniowych typu L wykonano do$wiadczenie
z bardziej swoistym niz werapamil blokerem tych kanatéw — nifedyping (50 — 200 uM).
Zastosowanie nifedypiny zamiast werapamilu nie spowodowalo jednak obnizenia
przezywalnosci w zadnej z testowanych linii komoérkowych (Ryc. 25). Odsetek zywych
komoérek COLO 205 po 48h inkubacji z nifedyping (200 uM) wynosit 89,75 + 13,04%
(P>0,05), PC-3 - 91,66 + 16,47% (P>0,05) a PNT-2 — 160,04 + 3,34% (P>0,05), wzgledem
poczatkowej wartosci kontrolnej (komorki nietraktowane nifedyping w czasie T=0).
Natezenie proliferacji komérek PC-3 bylo istotnie statystycznie nizsze w 48 godzinie
traktowania nifedyping (200 uM) i wynosito 69,79 + 9,38% (P<0,001), podczas gdy w
komoérkach COLO 205 wynosito 62,57 £ 4,42% (P>0,05) a w komoérkach PNT-2 stanowito
61,99 + 2,82% (P>0,05) poczatkowej warto$ci kontrolnej (komoérki nietraktowane
nifedyping w czasie T=0) (Ryc. 26). Dodatkowo w przypadku komoérek linii PNT-2,
proliferacja pod wpltywem nifedypiny roznila si¢ w sposob statystycznie istotny od

proliferacji komorek kontrolnych w czasie 6-24 godz.
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Ryec. 25
Wptyw inhibitora kanatow wapniowych typu L - nifedypiny (Nif, 50, 100, 200 pM) na

przezywalno$¢ komorek wymienionych linii komorkowych (test MTT). Punkty oznaczaja warto$ci
srednie (= SEM) uzyskane z trzech doswiadczen w czterech powtdrzeniach. CTRL - kontrola.
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Ryec. 26

Wplyw inhibitora kanatow wapniowych typu L — nifedypiny (Nif, 50, 100, 200 uM) na proliferacje
komorek wymienionych linii komorkowych (test z fioletem krystalicznym). Punkty oznaczaja
warto$ci $rednie (+ SEM) uzyskane z trzech doswiadczen w czterech powtorzeniach. Gwiazdki
oznaczaja $rednie dla traktowan nifedyping, ktore ro6znig si¢ w stopniu statystycznie istotnym
(*P<0,05;**P<0,01;***P<0,001) od $rednich w uktadzie kontrolnym (CTRL) w odpowiadajacych
sobie punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.).
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W przypadku komérek COLO 205 jednoczesne podawanie werapamilu i nifedypiny nie obnizyto
przezywalno$ci komorek bardziej niz spowodowal to sam werapamil (Ryc. 27), natomiast
w komodrkach PC-3 dodatek nifedypiny (200 M) wzmagal cytotoksyczno§¢ werapamilu (100,
200 uM) (Ryec. 28).
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Ryec. 27

Wptyw inhibitora kanatéw wapniowych typu L - nifedypiny (Nif, 100, 200 uM) oraz nifedypiny
w obecnosci werapamilu (Wer, 100, 200 uM) na przezywalnos$¢ komorek linii komorkowej COLO
205 (test MTT). Punkty oznaczaja warto$ci $rednie (£ SEM) uzyskane z trzech dos$wiadczen
w czterech powtdrzeniach. CTRL - kontrola.
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Ryec. 28

Wptyw inhibitora kanatéw wapniowych typu L - nifedypiny (Nif, 100, 200 uM) oraz nifedypiny
w obecnosci werapamilu (Wer, 100, 200 pM) na przezywalno$¢ komorek linii komérkowej PC-3
(test MTT). Punkty oznaczajg wartosci $rednie (£ SEM) uzyskane z trzech do§wiadczen w czterech
powtorzeniach. Gwiazdkami oznaczono istotnosci statystyczne obliczone dla warto$ci $rednich:
werapamil + nifedypina vs werapamil (*P<0,05; **P<0,01), w odpowiadajacych sobie punktach
pomiaru czasowego (24, 48 godz.). CTRL — kontrola.

55 Wplyw inhibitoréw kanatéw wapniowych typu L na wewnatrzkomorkowa pule

jonéw Ca*" w komérkach COLO 205, PC-3 i PNT-2

Stezenie zjonizowanego wapnia w cytoplazmie [Ca®']., zmierzone w oparciu
o fluorescencj¢ emitowang przez marker FURA-2 w komorkach COLO 205 w warunkach
kontrolnych wynosito 78,08 + 13,79 nM natomiast po 24 h inkubacji z werapamilem
(100 uM) wynosito 11,71 £ 0,94 nM (P<0,001). W komoérkach PC-3 réwniez
zaobserwowano obnizenie [Ca’']. pod wplywem werapamilu dziatajacego 24 godziny,
ktore wynosito 22,81 nM £ 3,96 (P<0,001) w pordéwnaniu z 126,85 = 9,02 nM
w warunkach kontrolnych. W tych samych warunkach stezenie [Ca’]. w komorkach
PNT-2 wynosito 50,48 + 6,60 nM (kontrola) i 53,27 £ 3,64 nM (P>0,05) (werapamil

100 uM). Zastosowanie nifedypiny spowodowato obnizenie stezenia [Ca’']. do 37,77

80



WYNIKI

+2,05 nM (P<0,05) w komoérkach COLO 205. Natomiast w pozostatych liniach
komoérkowych zastosowanie nifedypiny albo nie zmniejszylo stezenia [Ca®']. ktore
wynosito 116,76 £ 14,17 nM (P>0,05) w komdrkach PC-3 i 94,14 £ 5,89 nM (P>0,05)
w komorkach PNT-2. Jednoczesne uzycie werapamilu oraz nifedypiny obnizyto jednak
stezenie [Ca’]. do wartosci 9,47 + 1,03 nM (P<0,001) w komoérkach COLO 205 oraz
31,37 £ 5,91 nM (P<0,001) w komorkach PC-3. Stezenie [Ca2+]C w komorkach PNT-2 nie
zmienito si¢ w stopniu statystycznie istotnym i wynosito 44,63 = 5,35 nM (P>0,05)
(Ryc. 29).
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Ryc. 29

Wptyw inhibitoréw kanatéw wapniowych typu L — werapamilu i nifedypiny (Wer, Nif, 100 uM)
na stezenie zjonizowanego wapnia w cytoplazmie [Ca’’]. komoérek wymienionych linii
komorkowych (test FURA-2) po 24 godz. inkubacji. Stupki oznaczaja wartosci $rednie (= SEM)
uzyskane z trzech do$wiadczen w czterech powtorzeniach. Gwiazdki oznaczajg $rednie (= SEM)
uzyskane dla traktowan, ktdre r6znig si¢ w stopniu statystycznie istotnym (*P<0,05; ***P<0,001)
od $rednich uzyskanych w uktadzie kontrolnym (CTRL). ,,ns” — nieistotne statystycznie.
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5.6 Analiza aktywnoéci przepuszczalnych dla Ca®* kanaléw blonowych w komorkach

COLO 2051 PC-3
5.6.1  Pomiar napigciowo-zaleznych pradéw wapniowych

W celu zweryfikowania obecnosci kanatow wapniowych typu L w komodrkach
badanych linii komorkowych wykonano pomiary pradow wapniowych, indukowanych
depolaryzacja btony komoérkowej w obecnosci wysokiego stezenia wapnia w roztworze
zewnatrzkomorkowym. Doswiadczenie wykonano technikg patch-clamp w konfiguracji
»whole-cell”, co umozliwito pomiary pradéw indukowanych przez kanaty obecne w btonie
catej komorki. Zarowno w komoérkach COLO 205 jak i PC-3 w obecnosci glukonianu
wapnia (70 mM) w roztworze zewnatrzkomorkowym, pod wplywem impulsow
depolaryzujacych btonge komorkows, nie zaobserwowano obecnosci dokomodrkowych
pradow wapniowych charakterystycznych dla obecnosci kanaléw wapniowych typu L
(dane nieprzedstawione). Po uptywie kilku minut od rozpoczecia stymulacji w niektorych
komoérkach zaobserwowano natomiast napigciowo-niezalezny prad liniowy. W dalszej
kolejnosci zaplanowano do$wiadczenia majace na celu zbadanie zaleznych od czasu

pradow liniowych.

5.6.2 Pomiar pradoéw napigciowo-niezaleznych (liniowych)

W celu zweryfikowania obecno$ci kanalow wapniowych innych niz kanaty
napieciowo-zalezne, tzn. kanaléw napigciowo-niezaleznych, wykonano rejestracje pradow
w komorkach z zastosowaniem izoosmolarnych roztworéw zawierajacych kationy Ca*"
oraz kationy nieprzewodzone przez wigkszo$é kanatéow jonowych: Cs’ (przewodzone
przez niektére kanalty TRP np. TRPC7, TRPM3, TRPMS&, TRPML3, TRPV1-4, TRPA1)
oraz kationy choliny - CsH;4NO" (przewodzone wylacznie przez kanaty TRP, w ktorych
zachodzi dylatacja poru (Chung i wsp., 2008, Chung i wsp, 2005, Banke i wsp., 2010).
Roztwory wewnatrz i zewnartrzkomoérkowe zawieraty jednakowe stgzenie jonow ClI.
Bezposrednio po uzyskaniu konfiguracji ,,whole-cell” w komérkach COLO 205 1 PC-3 nie
zarejestrowano widocznych pradéw (Ryc. 30). Po uptywie 1-2 min od rozpoczecia
rejestracji, obserwowano natomiast liniowy prad o ujemnym (ok -40 mV) potencjale
odwrécenia (Vr, potencjat przy ktorym obserwowane prady zmieniaja kierunek przeptywu
przez btong¢ komodrkowa) (Ryc. 30). Podobne prady rejestrowano w roztworach
o zredukowanym stezeniu chloru uzyskanych poprzez zastgpienie chlorku choliny (116

mM) octanem choliny (116 mM) oraz zastapienie chlorku cezu (116 mM)
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metanosulfonianem cezu (116 mM), odpowiednio w roztworze zewnatrz- i wewnatrz-
komoérkowym. Niezalezno$¢ obserwowanego pradu od skladu i1 stezenia aniondw
w roztworach oraz ujemny Vr dla symetrycznego gradientu aniondéw sugeruja, iz prad byt
spowodowany przeptywem kationdw: wapnia i choliny do wnetrza komorki, oraz cezu na

zewnatrz komorki.
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Ryec. 30

Zapis pradow w roztworze zewnatrzkomorkowym z CaCl, (2 mM) dla przyktadowych rejestracji
w komorkach linii COLO 205 (A) i PC-3 (B), skala 500 pA, 50 ms. Prady zarejestrowane
bezposrednio po uzyskaniu konfiguracji ,,whole-cell” (gérmy panel) oraz po pojawieniu si¢ pradow
liniowych (Srodkowy panel). Charakterystyka natezenia od napigcia pradu (I/V) dla rejestracji
pokazanych powyzej (dolny panel).

Wykazano ponadto, Ze rejestrowane w komodrkach prady liniowe byly catkowicie
blokowane przez dodanie inhibitora pradéw wapniowych - lantanu (LaCl3, 100-500 pM)
do roztworu zewnatrzkomorkowego. Wlasciwos¢ t¢ wykorzystywano dla weryfikacji
konfiguracji whole-cell pod koniec doswiadczenia. Weryfikacje przeprowadzano
rejestrujac prady pojemnosciowe przed ich kompensacja na poczatku doswiadczenia oraz

na koncu, w obecnosci lantanu (Ryc. 31).
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Ryec. 31

Wptyw lantanu (LaCl3, 100 uM) na prady napigciowo-niezalezne na przyktadzie komorki PC3.
A, Charakterystyka nat¢zenia od napigcia pradu (I/V) przed i po dodaniu lantanu. B, Rejestracja
pradow pojemnosciowych (bez kompensacji pojemnosci i oporu dostgpu) w obecnosci lantanu dla
udokumentowania konfiguracji ,,whole-cell” pod koniec rejestracji (F =23 pF; RS = 12 MQ).

W dalszej kolejnosci zbadano zaleznos¢ obserwowanego pradu od wapnia,
poprzez rejestracje pradow w roztworze zewnatrzkomorkowym wolnym od jondw wapnia.
Zaobserwowano, iz potencjal odwrdcenia rejestrowanych praddéw istotnie statystycznie
(P<0,05) przesuwa si¢ z wartosci ujemnych w stron¢ wartosci bliskich 0 mV (Ryc. 32
i33). Srednia warto$é¢ potencjatu odwrdcenia w roztworze zawierajacym 2 mM CaCl,
w komoérkach COLO 205 wynosita -26,62 = 2,88 mV a w roztworze wolnym od jonow

Ca®" -2,16 + 1,03 mV. W komoérkach PC-3 natomiast wartos¢ potencjalu odwrocenia
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w roztworze zawierajacym 2 mM Ca®" wynosita -38,13 +2,94 mV a w roztworze wolnym

od jondéw Ca’" -3,32 + 0,41 mV.
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Ryec. 32
Charakterystyka nat¢zenia od napigcia pradu (I/V) dla przyktadowych rejestracji pradow

w komoérkach COLO 205 (A) oraz PC-3 (B) w obecnosci 2 mM CaCl, oraz w roztworze
zewnatrzkomérkowym wolnym od jondw wapnia.
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Ryc. 33

Wartosci potencjatow odwrdcenia pradow rejestrowanych w komorkach COLO 205 oraz PC-3.
Stupki reprezentujg srednie wartosci potencjatow (£ SEM) dla pradow rejestrowanych w roztworze
zawierajacym CaCl, (2 mM) (n=18 dla komérek COLO 205 i n=15 dla komoérek PC-3) oraz
w roztworze nie zawierajacym jonéw Ca>" (n=8 dla komérek COLO 205 i n=6 dla komérek PC-3).
Litera ,,a” oznaczono ro6znice¢ srednich potencjatdéw odwrdcenia istotng statystycznie (P<0,05).

5.6.3  Wplyw werapamilu na obecne w komodrkach COLO 205 i PC-3 prady

napigciowo-niezalezne

Werapamil (100 uM) dodany do roztworu zewnatrzkomorkowego, zawierajacego
2 mM CaCl,, podczas kilkuminutowej rejestracji pradow napigciowo-niezaleznych nie
wplywal w sposéb statystycznie istotny na obserwowane prady. W dalszej kolejnosci
zbadano wplyw werapamilu zwigkszajac jego stezenie do 200 uM 1 wydhluzajac czas
inkubacji (werapamil dodawano do szalki Petriego z hodowanymi komdrkami na godzing
przed rejestracja pradow). Zaobserwowano, iz w tych warunkach doswiadczenia,
werapamil w sposob statystycznie istotny (P<0,05) powodowal przesunigcie potencjatu
odwrécenia pradu liniowego w kierunku warto$ci dodatnich (Ryc. 34). W komorkach
COLO 205 srednia wartos¢ potencjalu odwrdcenia przed dodaniem werapamilu wynosita
-26,62 = 2,88 mV a w obecnosci werapamilu -4,33 = 1,62 mV. W tych samych warunkach
srednia warto$¢ potencjatu odwrdocenia w komorkach linii PC-3 wynosila odpowiednio
-38,13 £2,94 mV oraz -11,10 £ 3,71 mV. Uzyskane zapisy pradow byly podobne do

obrazéw uzyskanych podczas rejestracji pradow w roztworze wolnym od jonow Ca”".
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Ryc. 34

Wplyw werapamilu (Wer, 200 uM, 1 godz.) na warto$ci potencjatu odwrdcenia pradu
w komodrkach COLO 205 i PC-3. Stupki reprezentuja Srednie wartosci potencjatlow (£ SEM) dla
pradow rejestrowanych w roztworze bez werapamilu (n=18 dla komoérek COLO 205 i n=15 dla
komorek PC-3) oraz w roztworze z werapamilem (n=3 dla komérek COLO 205 i n=10 dla
komoérek PC-3). Litera ,,a” oznaczono roznicg $rednich potencjatow odwrocenia istotng
statystycznie (P<0,05).

5.7 Wplyw podwyzszonego stezenia glukozy w pozywce na cytotoksyczne skutki
dziatania werapamilu w komoérkach COLO 205 1 PC-3

W celu zweryfikowania alternatywnej hipotezy wyjasniajacej cytotoksycznos$é
werapamilu dla komorek nowotworowych zakladajacej hamowanie przez werapamil
dokomoérkowego transportu glukozy, wykonano pomiar przezywalnosci komorek
w obecno$ci werapamilu oraz wzrastajacych stezen glukozy - 1, 2, 4 g/l (odpowiednio: 5
mM, 10 mM, 20 mM) w pozywce. Przezywalnos¢ komorek COLO 205 (Ryc. 35)
hodowanych w pozywce o podwyzszonym z 1 g/l do 2 g/l stezeniu glukozy -
[CTRL (Glu 2g/1)] wzrosta w 48 godzinie doswiadczenia 1 byla statystycznie istotna
(P<0,05) w stosunku do komorek hodowanych w warunkach kontrolnych -
[CTRL (Glu 1g/D)]. Ponadto obnizona pod wplywem werapamilu -
[Wer 100 uM (Glu 1g/1)] przezywalnos¢ komoérek COLO 205 (Ryc. 35 a takze Ryc. 7)
zwigkszata si¢ pod wplywem podwyzszonego stgzenia glukozy w pozywce -
[Wer 100 uM (Glu 2g/I)] w stopniu statystycznie istotnym (P<0,05), w kazdym
z porownywanych punktow czasowych (6, 12, 24, 48 godz.) (Ryc. 35). Natomiast
zywotno$¢ komorek COLO 205 obnizona po zastosowaniu najwyzszego uzytego stezenia
werapamilu - [Wer 200 uM (Glu 1g/1)] (Ryc. 35 a takze Ryc. 7) zwigkszala si¢ po
podwyzszeniu stezenia glukozy w pozywce - [Wer 200 uM (Glu 2g/1)] w sposob bardzo

wysoce istotny statystycznie (P<0,001) jedynie w 6 1 12 godzinie do§wiadczenia. Dluzsze
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czasy inkubacji (24 1 48 godzin) komorek z werapamilem w jego maksymalnym stgzeniu -
[Wer 200 uM (Glu 2g/1)] zniosty stymulujace przezywalnos¢ dziatanie glukozy (Ryc. 35).
W przypadku przezywalnos$ci komorek PC-3 zaobserwowano podobng zalezno$¢ miedzy
dziataniem werapamilu a podwyzszonym stezeniem glukozy w pozywce traktowanych
werapamilem komorek jednak zaobserwowane rdznice nie byly statystycznie istotne

(Ryc. 35).
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Ryec. 35

Wptyw glukozy (Glu, 2 g/l) oraz glukozy w obecnosci werapamilu (Wer, 100, 200 pM) na
przezywalno$¢ linii komérkowych COLO 205 i PC-3 (test MTT). Punkty oznaczaja wartosci
srednie (= SEM) uzyskane z trzech do§wiadczen w czterech powtorzeniach. Dla komorek
COLO 205, gwiazdkami oznaczono istotnosci statystyczne (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
obliczone dla wartosci $rednich: [Wer (Glu 2 g/1)] vs [Wer (Glu 1 g/)] w odpowiadajgcych sobie
punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.). Literg ,,a” (P<0,05) oznaczono istotno$¢
statystyczna dla warto$ci $redniej w kontroli [CTRL (Glu 2 g/1)] vs [CTRL (Glu 1 g/l)] w 48 godz.
doswiadczenia.
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5.8 Proba ustalenia, ktory z transporterow glukozy moze by¢ zaangazowany

w zalezne od werapamilu blokownie dostepu glukozy komérkom nowotworowym

Aby ustali¢, ktory z transporterow glukozy moze by¢ blokowany przez werapamil
wykonano testy MTT z zastosowaniem floretyny - inhibitora transporteréw glukozy
SGLTI1, SGLT2 i GLUT?2. Floretyna (100, 200 uM) nie miata wplywu na przezywalnos¢
komoérek COLO 205 oraz PC-3. Jednoczesne zastosowanie wysokiego stezenia
werapamilu (200 uM) oraz floretyny (100, 200 uM) spowodowalo natomiast obnizenie
zywotnosci komorek (Ryc. 36). Obserwowany skutek wywotany jednoczesnym uzyciem
floretyny i werapamilu moze sugerowac, ze werapamil oddzialuje na inny niz podlegajacy

regulacji przez floretyng transporter glukozy.
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Ryec. 36

Wptyw inhibitora dokomoérkowego transportu glukozy — floretyny (F1, 100, 200 uM) oraz floretyny
w obecno$ci werapamilu (Wer, 200 uM) na przezywalno$¢ komérek COLO 205 (A) i PC-3 (B)
(test MTT). Punkty oznaczajg wartosci srednie (= SEM) uzyskane z trzech do§wiadczen w czterech
powtorzeniach. Gwiazdkami (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001) oznaczono istotno$ci statystyczne
obliczone dla warto$ci $rednich: werapamil + floretyna vs werapamil, w odpowiadajacych sobie
punktach pomiaru czasowego (6, 12, 24, 48 godz.). CTRL — kontrola.

Wykonano réwniez analiz¢ Western blot catokomorkowych lizatow COLO 205

1 PC-3 w celu oszacowania ekspresji transportera glukozy GLUT1 (Ryc. 37). Poziom
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biatka GLUTI nie zmieniatl si¢ w stopniu statystycznie istotnym, w pordéwnaniu do
kontroli, pod wptywem wzrastajacych stezen werapamilu w wybranych czasach inkubacji

zarowno w komorkach COLO 205 jak i PC-3.

A CTRL Werapamil [100 uM] Werapamil [200 uM]

AL AL _A
“6h  12h  24h  48h O 'C R 48h

6h 24h 24 h

— 2= B oo oo ooy S

GLUF 25i55ikba . = == = == = — R —— K
g o= AR I T A

Aktyna 42kDa | 0 Uy wnm @I

w
]

g 6h
£ 24 ER 12h
o<
o= B 24h
3 % mm 48h
(O] e e
T ) T
Wer 100 M Wer 200 M
B Werapamil [100 uM] Werapamil [200 uM]
A A AL
6h 12h 24h 48h N fsh 12h 24h 48h\/6h 12h 24h 48h\

wiese:  HBB® =8 sss®
Aktyna 42 kDa ..-. -‘“- -aee

(=21
1

§ 6h
ke B 12h
n<g
o= B3 24h
2_
) mm 48h
(O]

o
1

Wer 100M Wer 200 M

Ryec. 37

Wplyw wzrastajacych stgzen inhibitora kanatdéw wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) na ekspresje biatka GLUT1 w komorkach linii COLO 205 (A) i PC-3 (B). Gérne panele
prezentuja wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja
wspotczynniki  gestosci  optycznej (gestos¢ optyczna GLUT1 /gesto$¢ optyczna aktyny
zastosowanej jako biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczajg wartosci $rednie (+ SEM) uzyskane
z trzech do$§wiadczen przy wielokrotnym powtdrzeniu blotow. CTRL — kontrola.

5.9 Wpltyw werapamilu na biatka zaangazowane w regulacje stresu siateczki

srddplazmatycznej

Zaro6wno obnizenie cytoplazmatycznej puli jondw wapnia jak 1 zaburzenia
dokomorkowego transportu glukozy moga mie¢ negatywny wptyw na procesy dojrzewania
biatek w obrebie ER co moze prowadzi¢ do stresu siateczki, a w konsekwencji odpowiedzi
na stres siateczki $rdédplazmatycznej, do indukcji autofagii. W celu zbadania wptywu
werapamilu na indukcj¢ stresu ER, wykonano analiz¢ Western blot catlokomorkowych

lizatéw komoérek COLO 205 1 PC-3 hodowanych w normalnym (1 g/l) oraz wysokim
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(4 g/l) stezeniu glukozy, dla biatek zaangazowanych w regulacj¢ tego procesu — CHOP,
GRP78/BiP (Ryc. 38 1 39).
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Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanatow wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) w obecnosci niskiego (1 g/l) lub wysokiego (4 g/1) stezenia glukozy w pozywce, na
ekspresje biatek CHOP i GRP78/BIP w komorkach linii COLO 205. Gorny panel prezentuje
wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustrujg wspotczynniki
gestosci optycznej (gestos¢ optyczna badanego biatka /ggstos¢ optyczna aktyny zastosowanej jako
biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczaja wartosci srednie (= SEM) uzyskane z trzech
doswiadczen przy wielokrotnym powtorzeniu blotow. Gwiazdkami oznaczono istotnosci
statystyczne (¥*P<0,05;***P<0,001) obliczone dla wartosci $rednich: [Wer 200 uM (Glu 1 g/1)] vs
[CTRL (Glu 1 g/l)] w 48 godz. do§wiadczenia. CTRL — kontrola.

Biatko GRP78/BiP jest jednym z najwazniejszych regulatorow przezycia komorek
1 czujnikow stresu ER kierujac nieprawidlowo uksztaltowane biatka do degradac;i,
pobudzajac wychwyt Ca>” przez ER i nadzorujac aktywno$é blonowych sensorow stresu
ER (Luo 1 Lee 2013), natomiast biatko CHOP odpowiada za przekierowanie komorek
z drogi przezycia na szlak programowanej $mierci w sytuacji, gdy autofagia nie przywroci
komorce homeostazy (Oyadomari i Mori 2004). Ekspresja biatek CHOP i GRP78/BiP
w komorkach COLO 205 wykazywata tendencj¢ wzrostowg pod wplywem inkubacji
z werapamilem w pozywce o niskim stezeniu glukozy - [Wer 200 uM (Glu 1 g/1)]. W tych
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warunkach, zaréwno poziom biatka CHOP jak i GRP78/BiP wzrést w stopniu
statystycznie istotnym (przynajmniej P<0,05) w 48 godz. do$wiadczenia w stosunku do
warunkow kontrolnych (brak traktowan). Ponadto w komorkach COLO 205 poddanych
dziataniu werapamilu w pozywce o wysokim st¢zeniu glukozy - [Wer 200 uM (Glu 4 g/1)]
nie zaobserwowano statystycznie istotnego wzrostu poziomu biatka CHOP oraz

GRP78/BiP w odniesieniu do komoérek w uktadzie kontrolnym - [CTRL (Glu 1 g/1)].
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Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanatow wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) w obecnosci niskiego (1 g/l) lub wysokiego (4 g/l) stezenia glukozy w pozywce, na
ekspresje biatek CHOP i GRP78/BIP w komorkach linii PC-3. Gérny panel prezentuje wyniki
analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja wspoétczynniki gestosci
optycznej (gesto$¢ optyczna badanego biatka /ggsto$¢ optyczna aktyny zastosowanej jako biatko
odniesienia, OD). Stupki oznaczajg wartosci $rednie (= SEM) uzyskane z trzech doswiadczen przy
wielokrotnym powtorzeniu blotow. Gwiazdkami oznaczono istotno$ci statystyczne (*P<0,05;
**p<(0,01; ***P<0,001) obliczone dla wartosci srednich: [Wer 200 uM (Glu 1 g/1)] lub [Wer 200
uM (Glu 4 g/1)] vs [CTRL (Glu 1 g/1)] w odpowiadajacych sobie punktach pomiaru czasowego (12,
48 godz.); CTRL — kontrola. Literg ,,a” (P<0,05) oznaczono istotnos$¢ statystyczng dla wartosci
sredniej: [Wer 200 uM (Glu 1 g/1)] vs [Wer 200 uM (Glu 4 g/1)]w 48 godz. doswiadczenia.

W komorkach PC-3 ekspresja GRP78/BiP wzrosta w stopniu statystycznie
wysoce  istotnym  (przynajmniej P<0,01) pod wplywem = werapamilu -
[Wer 200 uM (Glu 1 g/1)] wzgledem komorek nietraktowanych werapamilem -
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[CTRL (Glu 1 g/)] w 12 oraz 48 godz. do$wiadczenia (Ryc. 39). Ponadto poziom biatka
GRP78/BiP obnizyl si¢ w stopniu statystycznie istotnym (P<0,05) pod wplywem
traktowania komorek PC-3 werapamilem w obecnos$ci wysokiego st¢zenia glukozy
w pozywce - [Wer 200 uM (Glu 4 g/1)] w stosunku do komoérek inkubowanych w tym
samym czasie (48 godz.) w pozywce z werapamilem i niskim stezeniem glukozy -
[Wer 200 uM (Glu 1 g/1)]. Inaczej bylo w przypadku biatka CHOP, ktérego ekspresja
w 12 godz. doswiadczenia ulegla zwickszeniu w stopniu statystycznie istotnym (P<0,05)
pod wpltywem dziatania werapamilu, niezaleznie od st¢zenia glukozy w pozywce

doswiadczalnej - [Wer 200 uM (Glu 1 g/1)] oraz [Wer 200 uM (Glu 4 g/1)] (Ryc. 39).

W komorkach COLO 205 i PC-3 sprawdzono roéwniez poziom sekrecyjnej formy
klasteryny (sCLU) pod wptywem dziatania wzrastajacych stezen werapamilu. Analiza
wynikow Western blot nie wykazala jednak statystycznie istotnych réznic w ekspresji

badanego biatka (dane nieprzedstawione).

5.10  Wplyw inhibitora autofagii — chlorochiny na cytotoksyczne dziatanie werapamilu

w komorkach COLO 205

W celu ustalenia udziatu autofagii w cytotoksycznosci werapamilu wykonano
analize ekspresji formy aktywnej 1 nieaktywnej polimerazy ADP-rybozy (poly-ADP ribose
polymerase, PARP) oraz kaspazy 3. Proteolityczne przecigcie kaspazy 3 na podjednostki
o cigzarze molekularnym 19 i 17 kDa oznacza jej aktywacj¢ a zarazem indukcj¢ zaleznej
od kaspaz programowanej $mierci komorki. Polimeraza PARP jako enzym o m.c. 116 kDa
bierze udziat w procesach naprawy DNA w komorce, jednak pod wpltywem aktywnej
kaspazy 3 ulega proteolitycznemu przeksztalceniu do formy nieaktywnej o m.c. 89 kDa.
Zaobserwowano, ze w komoérkach COLO 205 zastosowanie werapamilu (200 pM)
spowodowato po 24 godz. dziatania widoczne w analizie Western blot podwyzszenie
ekspresji aktywnej formy kaspazy 3 oraz nieaktywnej formy polimerazy PARP. Wzrost
ekspresji markerow programowanej sSmierci komorki byt statystycznie istotny (P<0,05)
w stosunku do kontroli, jesli wraz z werapamilem (200 uM) zastosowano chloroching —
inhibitor enzymow lizosomalnych, blokujacy autofagi¢ na etapie trawienia w obrebie

autofagolizosomoéow (Ryc. 40).

Analiza FACS komorek COLO 205 barwionych jodkiem propidyny (Ryc. 41)
wykazata dodatkowo, iz frakcja komodrek z pofragmentowanym DNA (frakcja subG; na

histogramie) $wiadczaca o indukcji programowanej $mierci komorki, wzrosta w stopniu
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statystycznie istotnym po 24 godz. inkubacji z werapamilem (100, 200 uM) i wynosita dla
werapamilu (100 uM) 27,59 + 6,54% (P<0,05) a dla werapamilu (200 uM) 59,60 + 6,17%
(P<0,01) badanej populacji komorek. Jednoczesne zastosowanie chlorochiny (10 uM)
nasilito cytotoksyczne dziatanie werapamilu na komérki linii COLO 205 1 wéwczas
odsetek komorek ulegajacych programowanej $§mierci komorki wynosit 37, 31 + 5,44% —
dla [Wer 100 uM (Chlq 10 uM)] (P<0,001) oraz 64 + 5,93% dla [Wer 200 uM (Chlq
10 uM)] (P<0,001). Dodatkowo w przypadku komorek poddanych dziataniu werapamilu
(100 uM) 1 chlorochiny, jednoczesne zastosowanie inhibitora aktywacji kaspaz —
Z-VAD (50 uM) obnizyto ilos¢ komorek frakcji subG; do 25,07 + 8,91% w stosunku do
komorek traktowanych werapamilem i chloroching [Wer 100 uM (Chlq 10 uM)] i nie byto
rézne w stopniu statystycznie istotnym od komorek kontrolnych (CTRL, brak traktowan).
Moze to $wiadczy¢ o indukcji zaleznej od aktywacji kaspaz apoptozy w komodrkach
COLO 205 wywotanej jednoczesnym zastosowaniem induktora autofagii — werapamilu

oraz inhibitora autofagii — chlorochiny.
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Ryc. 40

Wplyw inhibitora autofagii — chlorochiny (Chlq 10 uM) w obecno$ci wzrastajgcych stezen
inhibitora kanalow wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100, 200 upM), na ekspresje biatka
PARP oraz kaspazy 3 w komoérkach linii COLO 205, po 24 godz. inkubacji. Gérny panel
prezentuje wyniki analizy Western Blot. Przedstawione wykresy (panele dolne) ilustruja
wspotczynniki gestosci optycznej (gesto$¢ optyczna badanego bialtka /gesto$¢ optyczna aktyny
zastosowanej jako biatko odniesienia, OD). Stupki oznaczajg wartosci $rednie (+ SEM) uzyskane
z trzech doswiadczen przy wielokrotnym powtoérzeniu blotow. Gwiazdkami oznaczono istotnosci
statystyczne (¥*P<0,05;**P<0,01) obliczone dla wartosci $rednich: Chlg 10 uM + Wer 200 uM vs
CTRL (kontrola).
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Ryc. 41

Wplyw wzrastajacych stezen inhibitora kanatéw wapniowych typu L - werapamilu (Wer, 100,
200 uM) w obecnosci inhibitora autofagii — chlorochiny (Chlq 10 pM) oraz inhibitora aktywacji
kaspaz — Z-VAD (50 pM), na indukcje programowanej $mierci komorki w komorkach linii
COLO 205, po 24 godz. inkubacji. Stupki oznaczaja wartosci $srednie (£ SEM) uzyskane z trzech
doswiadczen w trzech powtdérzeniach. Gwiazdkami oznaczono istotno$ci statystyczne (*P<0,05;
*#*P<0,001) obliczone dla wartosci §rednich r6znigcych si¢ od kontroli (CTRL).

96



PODSUMOWANIE WYNIKOW

Podsumowanie wynikow

Werapamil obnizyt przezywalno$¢ (test MTT) oraz proliferacje (test z fioletem
krystalicznym) komorek COLO 205, PC-3 oraz, w mniejszym stopniu, rowniez

komorek PNT-2.

Werapamil wywotat autofagie w komorkach COLO 205, PC-3 oraz, w mniejszym
stopniu 1 dluzszym czasie dziatania, takze w komodrkach PNT-2. Indukowana
werapamilem  autofagia  zostala  potwierdzona na  podstawie  badan

ultrastrukturalnych (TEM) oraz oceny akumulacji biatka MAP LC3-IL

Obecno$¢ werapamilu nie zmienita ekspresji typowych dla autofagii bialek:

Beklinyl, Vps34, Bcl-2 w komdérkach COLO 205 i PC-3.

Wewnatrzkomorkowa pula jonoéw Ca®" (test z FURA-2) ulegla obnizeniu pod
wptywem werapamilu w komoérkach COLO 205 1 PC-3, lecz nie w komorkach
PNT-2. Wptyw nifedypiny w tych samych warunkach byt znikomy.

Analiza patch-clamp nie wykazata indukcji napigciowo-zaleznych pradow
wapniowych w komorkach COLO 205 oraz PC-3. W komorkach obecne byly
jednak liniowe prady, ktorych charakterystyka byta zalezna od jonow Ca*", lantanu

1 werapamilu.

Zastosowanie podwyzszonego stezenia glukozy w pozywkach doswiadczalnych
znosito cytotoksyczne dziatanie werapamilu (test MTT) w komorkach COLO 205.
Efekt ten byt mniej widoczny w komorkach linii PC-3.

Werapamil powodowatl wzmozong ekspresje biatek typowych dla indukcji stresu
siateczki S$rodplazmatycznej — GRP78/BiP 1 CHOP. Podwyzszona ekspresja
GRP78/BiB oraz CHOP (z wyjatkiem biatka CHOP w komorkach PC-3) nie byta
widoczna gdy werapamil byt stosowany wraz z wyzszym stezeniem glukozy
w pozywce (4 g/l). Dodatkowo, obecno$¢ werapamilu prowadzila do zmian
patologicznych w obrgbie ER w obrazie ultrastrukturalnym komoérek COLO 205
i PC-3.

Jednoczesne zastosowanie induktora autofagii — werapamilu oraz inhibitora

autofagii — chlorochiny spowodowato silniejsza ekspresj¢ biatek markerowych dla
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apoptozy — aktywnej kaspazy 3 oraz nieaktywnej formy PARP. Dodatkowo analiza
FACS wykazata zalezno$¢ indukowanej programowanej $mierci komorki od

becnosci inhibitora kaspaz — Z-VAD.
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7. Dyskusja

Cytotoksyczne wlasciwosci werapamilu w stosunku do komoérek nowotworowych
byly opisywane w literaturze juz w latach 90-tych ubieglego wieku. Po jednoczesnym
zastosowaniu hipertermii i werapamilu w badaniach in vitro (Shchepotin 1 wsp., 1997) oraz
in vivo (Shchepotin i wsp., 1997) autorzy obserwowali apoptoze w komoérkach raka jelita
grubego linii HT-29. Werapamil (100 pM) hamowatl takze proliferacje¢ i indukowat
apoptoze w komorkach raka jelita grubego linit HCT (Cao i wsp., 2005).

W przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badaniach in vitro dodanie
do pozywki hodowlanej werapamilu wywotalo w komodrkach wybranych linii
nowotworowych (gruczolakoraka okreznicy liniit COLO 205 oraz raka stercza linii PC-3)
skutki cytotoksyczne objawiajace si¢ obnizong przezywalnoscig i proliferacja (Ryc. 7 1 8).
Natomiast w przypadku wykorzystanych w badaniach nie nowotworowych komorek
stercza linii PNT-2, wplyw werapamilu na obnizenie przezywalnosci i proliferacji

komorek w tych samych warunkach do§wiadczalnych byt stabszy (Ryc. 9).

Z danych literaturowych wynika, Ze najczesciej opisywang wlasciwoscia
werapamilu, wptywajaca negatywnie na przezycie komoérek nowotworowych, jest jego
zdolno$¢ do blokowania pomp biatkowych odpowiedzialnych za reakcje opornosci
wielolekowe] (MDR, multidrug resistance). Wymieniong wtasciwos¢ wykorzystano
w badaniach in vivo wykorzystujac werapamil do wzmocnienia efektéw leczenia raka
watroby chemioterapeutykami. Werapamil byt w tym modelu do$wiadczalnym podawany
bezposrednio do tetnicy watrobowej psoéw, nie powodujac ubocznych skutkow
obwodowych w uktadzie sercowo-naczyniowym (Pingsheng 1 wsp., 2012). Wykazano
takze, ze werapamil 1 jego pochodna NMeOHI, zdolne s3 do indukowania apoptozy
poprzez usuwanie zredukowanego glutationu (GSH) w komorkach posiadajacych btonowy
transporter MRP-1 (multidrug resistance protein-1) (Trompier i wsp., 2004). W innych
badaniach wskazano na rol¢ werapamilu w hamowaniu aktywnosci glikoproteiny P (P-gp)
1 zwigkszaniu w ten sposOb skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowej (Tcherniuk
1 Oleinikov, 2015). Wykorzystane w wykonanych przeze mnie badaniach komorki linii
PC-3 oraz COLO 205 nie wykazuja jednak obecnosci biatka P-gp (Sanchez i wsp., 2009;
Ugocsai 1 wsp., 2005), cho¢ zaobserwowano podwyzszenie ekspresji biatka MRP-1 pod
wptywem zwigzkow siarki w komorkach COLO 205 (Lai 1 wsp., 2012). Brak biatka P-gp
i wynikajaca stad zdolno$¢ komorek COLO 205 do gromadzenia ksenobiotykdéw jest
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rutynowo wykorzystywana jako tzw. kontrola pozytywna w badaniach nad

przetamywaniem lekoopornosci w komoérkach nowotworowych (Spengler i wsp., 2011).

Gtowng funkcjg autofagii jest podtrzymywanie zréwnowazonego bilansu
energetycznego komorki i zapobieganie uszkodzeniom wynikajacym z ekspozycji na
czynniki indukujace stres komorkowy. Komodrki nowotworowe czesto wykorzystuja
autofagie jako mechanizm chronigcy je przed dziataniem lekow przeciwnowotworowych
iw tym celu nasilaja ten proces w sytuacjach zagrozenia np. podczas leczenia
chemioterapeutykami (Macintosh 1 Ryan, 2013). Werapamil indukowat autofagie¢
w komoérkach COLO 205, PC-3 oraz w duzo mniejszym stopniu w PNT-2, obserwowang
na poziomie ultrastrukturalnym i molekularnym (Ryc. 10 — 15, 19 — 21). W przypadku
komorek COLO 205 i PC-3 werapamil wywolywal autofagi¢ juz po 6 godz. inkubacji,
oceniong na podstawie wzglednego poziomu ekspresji biatka MAP LC3-II w komdrkach
(Ryc. 20) a takze przeksztatcenia cytozolowego biatka MAP LC3-1 w form¢ MAP LC3-II
zwigzang z blong autofagosoméw (Ryc. 19). Nagromadzenie biatka MAP LC3-II
sprzezonego z biatkiem zielonej fluorescencji, obserwowane w mikroskopie konfokalnym
w postaci §wiecgcych punktow jest typowym zjawiskiem zachodzacym podczas autofagii.
Metode t¢ wykorzystano w ocenie aktywnosci znanych modulatorow autofagii tj.
rapamycyny czy bafilomycyny A (Ramirez-Peinado 1 wsp., 2013). Innym narzgdziem
rutynowo wykorzystywanym w badaniach dotyczacych autofagii jest mikroskopia
elektronowa. Technika ta, mimo iz wymaga duzego naktadu pracy, jest ogromnie pomocna
w analizowaniu zjawisk zachodzacych w komoérce 1 przez wielu badaczy autofagii
uwazana za tzw. ,,ztoty standard” (Ozpolat 1 Benbrook, 2015). Inkubacja komoérek COLO
205 oraz PC-3 z werapamilem (6-24 godz.) wykazata w obrazie morfologii komorek
obecno$¢ typowych dla autofagii struktur — wczesnych 1 péznych wakuol autofagowych,
(Ryc. 13, 14). Podobne struktury obserwowano podczas autofagii indukowanej gtodzeniem
oraz pod wpltywem werapamilu (Orvedahl i wsp., 2011; Pajak 1 wsp., 2012). W komorkach
PNT-2 nie zaobserwowano wzmozonej ekspresji biatkka MAP LC3-II, $wiadczacej
o akumulacji autofagosomoéw nawet po 24 godz. inkubacji z werapamilem (Ryc. 21).
Autofagia w obrazie ultrastrukturalnym byta jednak widoczna po 24 godz. dziatania
czynnika 1 charakteryzowata si¢ przewaga wczesnych struktur autofagowych (Ryc. 15).
Werapamil byl juz opisywany jako czynnik indukujacy autofagic w komorkach
nowotworowych (Ahn i wsp., 2012; Meister i wsp. 2010) a takze w komorkach

normalnych (Park i wsp., 2014). Istnieja rowniez doniesienia zaliczajace werapamil do
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grupy zwiazkow amfifilowych (cationic amphiphilic drugs), ktére moga dyfundowac przez
btony do wngtrza lizosoméw i podwyzszac ich pH, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
inaktywacji  hydrolaz lizosomalnych oraz blokowania potaczenia lizosomow
z autofagosomami i na tej drodze hamowac proces autofagii (Kondratskyi i wsp., 2013). W
badaniach nad autofagia kluczowym zagadnieniem pozostaje ustalenie czy proces ten
nasila si¢, czy ulega zahamowaniu pod wptywem badanego czynnika. Z uwagi na fakt, ze
w obu sytuacjach dochodzi w komorkach do podwyzszenia liczebno$ci autofagosomow
(w pierwszym przypadku z powodu nasilenia si¢ procesu ich formowania, za§ w drugim
z powodu zatrzymania procesu fuzjowania z lizosomami), rozstrzygajace dla oceny sa
wyniki badan dynamicznych okreslanych mianem ,,przeptywu autofagalnego” (autophagy
Sflux). W przypadku komoérek COLO 205 oraz PC-3 ekspresja biatka MAP LC3-II, znanego
markera autofagosoméw, okazata si¢ wyzsza w obecnos$ci werapamilu niz w obecnosci
E64d i pepstatyny A (inhibitory proteaz lizosomalnych) (Ryc. 20), ktére powoduja
gromadzenie si¢ autofagosoméw w wyniku zahamowania autofagii na etapie degradacji
lizosomalnej. W testowanych liniach komodrkowych werapamil pelnit wigec funkcje
induktora autofagii, gdyby bowiem jego zastosowanie prowadzito do zablokowania
autofagii, ekspresja MAP LC3-II nie réznitaby si¢ od tej jaka obserwowano pod wptywem
E64d 1 pepstatyny A. Prowadzone w ten sposob badania nad aktywnos$cig procesu autofagii
opisali wcze$niej Wilkinson 1 wsp., 2011. Dodatkowo analiza ultrastrukturalna badanych
przeze mnie komodrek nowotworowych (Ryc. 13 i1 14) wykazala obecnos¢ struktur
charakterystycznych zaréwno dla wczesnych jak 1 koncowych etapdéw autofagii, co
swiadczy o pelnym 1 kompletnym przebiegu tego procesu pod wplywem dziatania

werapamilu.

W  molekularnym mechanizmie indukcji autofagii istotng role odgrywaja
kompleksy biatkowe zlozone m.in. z Bekliny 1 i Vps34, bialek bioracych udziat
w formowaniu autofagosomu (Miao 1 wsp., 2013; Ozpolat i Benbrook, 2015).
W komorkach COLO 205 i PC-3 poddanych dziataniu werapamilu, nie zaobserwowano
zmian w ekspresji Bekliny 1 1 Vps34 (Ryc. 22 1 23). Przeprowadzone badania nie
wykazaly roéwniez zmian poziomu biatka Bcl-2, ktore wedlug danych literaturowych
tworzy kompleksy z Bekling 1, hamujac w ten sposob jej funkcje (Ozpolat 1 Benbrook,
2015). Mozliwe jest jednak, iz Beklina 1, Vps34 czy Bcl-2 biorg udziat w indukowanej
werapamilem autofagii w komoérkach COLO 205 i PC-3, jednakze pozostaje to bez

wpltywu na ich ekspresje a zmiana aktywnosci biatek jest modulowana przez ich
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fosforylacje/defosforylacje lub interakcje z innymi komponentami formowanych
kompleksow biatkowych. Istnieje takze mozliwos¢, iz autofagia obserwowana w badanych
komorkach nowotworowych pod wptywem werapamilu zachodzi bez udziatu Bekliny 1,
tak jak np. w przypadku autofagii indukowanej karnozolem w potrojnie negatywnym
modelu komorkowym raka piersi (Al Dhaheri i wsp., 2014). Autorzy wymienionej pracy
sugeruja ponadto, iz niezalezno$¢ procesu autofagii od Bekliny 1 moze by¢ zwigzana ze

stymulujaca programowang $mier¢ komorki rolg autofagii (Al Dhaheri 1 wsp., 2014).

Werapamil znany jest gléwnie z redukowania wewnatrzkomorkowej puli jonow
wapnia na drodze blokowania btonowych kanatow wapniowych napigciowo-zaleznych
typu L oraz T. Obecnos¢ kanatéw wapniowych typu L wykazano w pierwotnych liniach
komoérkowych raka jelita grubego (Zawadzki 1 wsp., 2008) a takze w dostepnych
komercyjnie liniach komérkowych HT-29, Caco-2 1 T84 (Wang i wsp., 2000). Ekspresja
kanatow wapniowych typu T byla natomiast pobudzana w komorkach PC-3 pod wptywem
hormonu peptydowego — greliny (Diaz-Lezama i wsp., 2010). Ponadto naplyw jondéw Ca*"
do wnetrza komorek PC-3, obserwowany po zastosowaniu agonisty kanatoéw wapniowych
BayK 8644, mogt by¢ spowodowany pobudzaniem kanaléw typu T lub wapniowych
kanatéw aktywowanych pojemnosciowo (Lai 1 wsp., 2013). W komorkach raka prostaty
nie obserwowano natomiast napigciowo-zaleznych kanatow wapniowych typu L

(Shapovalov 1 wsp., 2013).

W przeprowadzonych w ramach dysertacji badaniach, nifedypina — swoisty
inhibitor kanalow wapniowych typu L, zastosowana w identycznych stezeniach molarnych
co werapamil, nie obnizata przezywalnosci komorek linii COLO 205, PC-3 1 PNT-2
(Ryc. 25) a proliferacj¢ komorek uposledzata jedynie zastosowana w najwyzszym
badanym stezeniu (Nif 200 uM) w 48 godz. doswiadczenia w komorkach PC-3 (Ryc. 26).
Nifedypina zastosowana razem z werapamilem, wzmocnila rowniez jego cytotoksyczne
skutki w komoérkach PC-3 (Ryc. 28). Dodatkowo nifedypina w statystycznie istotnym
stopniu (P<0,05) obnizyla wewnatrzkomorkowe stezenie jonéw wapnia w komorkach
COLO 205, pomimo ze nie miala wplywu na jego stezenie w komorkach PC-3 ani
w komoérkach PNT-2 (Ryc. 29). Werapamil obnizat z kolei znaczaco stezenie Ca**
w komorkach linii nowotworowych (P<0,001), pozostajac bez wplywu na pule Ca®’
w referencyjnych komoérkach linii PNT-2 (P>0,05). Uzyskane wyniki $wiadczy¢ moga
o tym, ze cytotoksyczno§¢ werapamilu moze wynikac¢ z innych wlasciwosci tego zwiagzku

niz hamowanie naptywu jondéw wapnia do komorek. Zawadzki i wsp. (2008) opisali
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apoptoze¢ komoérek w hodowli pierwotnej komorek raka jelita grubego indukowang przez
BayK 8644. W przedstawionych przez autorOw niniejszej pracy wynikach badan
preinkubacja z werapamilem chronita komoérki przed naptywem jonow wapnia

1 wywotaniem apoptozy przez BayK 8644.

Poniewaz zastosowanie zwigzkow nalezacych do grupy inhibitoréw
napigciowozaleznych kanaldéw wapniowych — werapamilu 1 niefedypiny, mialo
zroznicowany wplyw na poziom wapnia w cytoplazmie badanych komorek, istnieje
przypuszczenie, iz werapamil moduluje dostepno$¢ jonéw Ca>” dla komoérek poprzez
regulacje aktywnos$ci innych kanaléw wapniowych niz zalezne od napigcia kanaty
wapniowe typu L i T. Badania wykonane technikg patch—clamp nie wykazaty obecnosci
napieciowo-zaleznych kanalow wapniowych w komorkach COLO 205 1 PC-3.
W badanych komorkach nowotworowych obserwowano natomiast zalezny od wapnia prad
liniowy, ktory moze $wiadczy¢ o obecno$ci innych niz napigciowo-zalezne, kanatow
przepuszczalnych dla Ca* (Ryc. 30-32). Cecha charakterystyczna obserwowanego pradu
jest zalezno$¢ potencjalu odwrocenia od obecnosci wapnia W  roztworze
zewnatrzkomoérkowym (Ryc. 32 1 33). Wydaje sie, ze zmiana potencjatu odwrdcenia moze
wynika¢ z takich zjawisk jak gromadzenie jonéw czy zmiana przewodnictwa kanalu.
Zmian¢ przewodnictwa obserwowano np. dla niektorych kanaléw TRP (Chung i wsp.,
2005, Munns 1 wsp., 2015), takze takich, jakie sa obecne w komoérkach PC-3 (np. kanaty
TRPV3, Firlej i wsp., 2011) i takich ktore posiadaja liniowg charakterystyke I/V (Chung
1wsp., 2005). Przesunigcie potencjalu odwrdcenia obserwowano takze w obecnosci
werapamilu zar6wno podczas rejestracji pradow w komodrkach COLO 205 jak 1 PC-3
(Ryc. 34). Z uwagi na fakt, iz komorki nowotworowe PC-3 posiadajg rézne kanaly TRP
(Shapovalov 1 wsp., 2013), nie mozna wykluczy¢, ze czgs$¢ rejestrowanych pradow jest
wynikiem aktywnosci tych kanatéw. Pochodzenie i geneza obserwowanych w komdrkach
COLO 205 1 PC-3 pradoéw zaleznych od wapnia powinny by¢ jednak zweryfikowane przy
zastosowaniu specyficznych modulatoréw kanatow TRP np. 2APB (Colton 1 Zhu, 2007).
Taka weryfikacja jest zasadna z uwagi na fakt, iz zastosowany w do$wiadczeniach na
komodrkach COLO 205 i PC-3 lantan nie jest specyficznym inhibitorem kanatéw TRP.
W badaniach wykonywanych technikg patch-clamp, lantan moze by¢ stosowany zaréwno
jako inhibitor kanaléw wapniowych (TRP oraz napigciowo-zaleznych) jak 1 pradow
przeciekowych, nieselektywnych dla wapnia (Boone i wsp., 2014). Nie mozna wigc

wykluczy¢, iz prady obserwowane w komoérkach COLO 205 i PC-3 majg sktadowa
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pochodzaca z przeciekowego pradu zlacza komodrka-pipeta. Prady takie sa blokowane
przez lantan, sg przewodnie dla jonéw Cs i NMDG oraz sg blokowane przez werapamil
(Boone i wsp., 2014). Autorzy wymienionej pracy sugerujg jednak, ze rozszczelnienia
potaczen pomiedzy pipeta a komoérka nie umozliwiajg dyfuzji jondw wapnia. Cho¢ prady
obserwowane w komorkach COLO 205 i PC-3 byly zalezne od obecno$ci jonéw wapnia,
ustalenie udzialu komponent wapniowej i1 przeciekowej w rejestrowanych pradach

wymaga dalszych badan.

Do nieswoistych farmakologicznych wtasciwosci werapamilu nalezy jego
zdolno$¢ do hamowania dokomoérkowego transportu glukozy. W prezentowanych
badaniach, podwyzszenie st¢zenia glukozy z 1g/l do 2 lub 4g/l w pozywce znosilo
cytotoksyczno$¢ werapamilu (Ryc. 35), co moze $wiadczyé o zaleznym od glukozy
mechanizmie cytotoksyczno$ci werapamilu dla komérek COLO 205 i1 PC-3. Glukoza
podwyzszyla przezywalno$¢ komorek nowotworowych, a werapamil w wyzszym
z zastosowanych stezen (200 uM) efekt ten znosit i odwrotnie, kiedy werapamil uzyty
w stezeniu 100 pM obnizyt przezywalnos¢ komorek w warunkach nasladujacych stan
normoglikemii (1 g/l), podwojenie stezenia glukozy do 2 g/l przywrocito obnizong przez
werapamil przezywalno$¢ komorek (Ryc. 35). Wykonano dodatkowe badania z uzyciem
floretyny, ktéra hamuje aktywnos$¢ transporteréw glukozy SGLTI1, SGLT2 i GLUT?2.
Wiadomo, iz mRNA transportera GLUT?2 jest obecne w komérkach COLO 205 na niskim
poziomie (Yang 1 wsp., 2009). Z kolei w nowotworach stercza, w tym takze w komorkach
linii PC-3 opisano wzmozong ekspresj¢ kotransportera SGLT1 (Blessing 1 wsp., 2012).
W przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badaniach, w przeciwienstwie do
werapamilu (200 pM), ktéry znaczagco hamowat przezycie komorek, floretyna nawet
w stezeniu 200 uM nie miala istotnego wptywu na przezycie komorek COLO 205 1 PC-3
(Ryc. 36). Jednoczesne uzycie floretyny i werapamilu w statystycznie istotnym stopniu
(P<0.01) obnizylo jednak przezywalno$¢ badanych komoérek nowotworowych (Ryc. 36).
Z zebranych obserwacji wynika, ze SGLT1, SGLT2 1 GLUT2 nie odgrywajg istotnej roli
w przezyciu komorek badanych linii nowotworowych w warunkach kontrolnych (brak
werapamilu w pozywce), natomiast poglebienie przez floretyne cytotoksyczno$ci
werapamilu moze wskazywaé na synergizm dziatania wymienionych substancji. Moze to
sugerowaé, 1z werapamil oddzialuje na inne niz floretyna transportery glukozy, jak
roOwniez, ze to wlasnie transportery regulowane przez werapamil sg kluczowe dla przezycia

komorek COLO 205 i1 PC-3. Przytoczone wyniki badan potwierdzaja wczesniejsze
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obserwacje innych autorow (Strigun i wsp., 2011), ktorzy wykazali, iz werapamil obnizat
wychwytywanie glukozy przez mysie komoérki HL-1. Ponadto wg. wymienionych autorow
zastosowanie werapamilu  w doswiadczeniach na komoérkach nowotworowych
spowodowato znaczace zmiany w aktywnosci gltownych szlakéw metabolicznych
komoérek. Pomimo, ze wydajnos¢ cyklu kwasow trojkarboksylowych w komorkach
nowotworowych poddanych dzialaniu werapamilu nie ulegla znaczacej zmianie
w stosunku do komorek kontrolnych, pod jego wplywem zaobserwowano obnizong
wydajnos$¢ procesu glikolizy oraz zmniejszong produkcje kwasu mlekowego, co moze
wyjasni¢ genez¢ potencjalnie przeciwnowotworowego dziatania werapamilu (Strigun
iwsp., 2011). W fibroblastach linii L929 posiadajacych transporter glukozy GLUTI
odpowiedzialny za dokomorkowy transport glukozy na poziomie podstawowym oraz
w warunkach zwiekszonego na nig zapotrzebowania np. podczas stresu wywolanego
glodzeniem komorek, zastosowanie w pozywce werapamilu spowodowato obnizenie
dokomoérkowego transportu 2-DG. Wykazano ponadto, ze cytotoksyczne skutki dzialania
werapamilu na komoérki w pozywce o normalnej zawartosci glukozy jak 1 od niej wolnej
(stres glodzenia) nie byly zalezne od sygnalu wapniowego (Louters i wsp., 2010).
Wiadomo, ze zaréwno komoérki COLO 205 jak 1 PC-3 posiadajg transporter GLUT1
(Tagnebratt 1 wsp., 2013), potwierdzita to rowniez analiza Western blot catokomoérkowych

lizatow COLO 205 1 PC-3 (Ryc. 37).

Zmiany w wewnatrzkomorkowym rozmieszczeniu jondw wapnia oraz
ograniczona dostepnos¢ glukozy moga razem prowadzi¢ do zaburzen procesu formowania
1 dojrzewania biatek, a to z kolei moze wywotywac stres siateczki §rdédplazmatycznej
(Kania i wsp., 2015). Stres ER objawia si¢ wowczas m.in. zwigkszong ekspresja biatek
opiekunczych (czaperonéw) obecnych w siateczce endoplazmatycznej tj. GRP78/BiP
atakze czynnika transkrypcyjnego CHOP, ktory odgrywa jedna z podstawowych rol
w indukcji apoptozy (Zhang i wsp., 2013). Ekspresja wymienionych i innych biatek
o podstawowym znaczeniu dla przezycia zostata przesledzona w komodrkach wybranych
linii poddanych dzialaniu werapamilu. Wyniki poétilosciowej analizy ekspresji biatek
decydujacych o aktywnos$ci metabolicznej, nat¢zeniu autofagii i apoptozy ukazuja ztoZzony
charakter zalezno$ci zachodzacych pomiedzy nimi. W oparciu o wyniki badan Western
blot zebranych z doswiadczen nad wptywem glukozy (1 g/l v. 4 g/) i werapamilu (100
uM, 200 uM) na ekspresje biatek GRP78/BiP 1 CHOP mozna stwierdzi¢, ze werapamil
podwyzszal znaczaco ekspresj¢ obydwu bialek w komodrkach linii COLO 205 i PC-3
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(Ryc. 38 1 39). Glukoza w wyzszym stezeniu (4 g/1) zapobiegata zaleznemu od werapamilu
(200 uM) podwyzszeniu ekspresji GRP78/BiP i CHOP w komorkach liniit COLO 205
(Ryc. 38). Glukoza (4 g/l) hamowata takze w sposob statystycznie istotny wzmozong przez
werapamil (200 uM) ekspresje biatka GRP78/BiP w komorkach linii PC-3 (Ryc. 39), efekt
ten nie byl jednak widoczny w przypadku biatka CHOP, ktorego ekspresja w komorkach
PC-3 byta podwyzszona pod wplywem werapamilu (200 uM) niezaleznie od stezenia
glukozy w pozywce (Ryc. 39). W podsumowaniu przytoczonych wynikow mozna
stwierdzié, ze werapamil wykazuje silne dziatanie pobudzajace ekspresje markerow stresu
siateczki §rodplazmatycznej (GRP78/BiP) i apoptozy (CHOP) w komorkach badanych linii
komoérkowych. Z uwagi na hamujacy wptyw glukozy w wyzszym z zastosowanych stezen
(4 g/1) na zalezng od werapamilu ekspresj¢ wymienionych bialek GRP78/BiP i CHOP
zasadne wydaje si¢ przypuszczenie, ze werapamil indukowat stres siateczki z nastgpczym

przekierowaniem komorek na tor apoptozy.

Podejrzenie o aktywacje programowanej $mierci komodrki pod wplywem
werapamilu potwierdzaja wyniki analizy Western blot ukierunkowanej na biatka
markerowe dla zaleznej od aktywacji kaspaz apoptozy w komorkach COLO 205.
Werapamil w stopniu zaleznym od stezenia (100, 200 uM) ale przede wszystkim
w stezeniu 200 uM aktywowal kaspaze¢ 3 i eliminowal aktywna PARP (Ryc. 40). Po
dodaniu inhibitora autofagii chlorochiny poziom ekspresji wymienionych markerow
apoptozy wzrdst w stopniu statystycznie istotnym (Ryc. 40). Ponadto analiza FACS
potwierdzita zdolno$¢ werapamilu do indukowania programowanej $mierci komorki
(podwyzszenie frakcji subG; komorek COLO 205 na histogramie), ktora nasilata si¢ pod
wpltywem jednoczesnego zastosowania werapamilu i1 chlorochiny (Ryc. 41). Dodatkowo
komorki COLO 205 inkubowane z werapamilem (100 uM) i chloroching byty wrazliwe na
dziatanie inhibitora kaspaz — Z-VAD, co §wiadczy o indukcji apoptozy w tych komoérkach

(Ryc. 41).

Analiza przezywalnosci 1 zdolnos$ci do syntetyzowania DNA (mitogeneza), obraz
ultrastruktury komorek, analiza FACS, analiza ekspresji MAP LC3-II i dokumentacja
immunoblotingu sugerujg roéwniez, ze werapamil indukowal stres siateczki w nastgpstwie
ograniczenia komoérkom dostepu do glukozy prawdopodobnie na drodze kompetycji
o transporter glukozy inny niz SGLT1, SGLT2 1 GLUT2 Iub modulujac

wewnatrzkomorkowy metabolizm glukozy. Potwierdzeniem tej sugestii jest fakt, ze wiele
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z cytotoksycznych skutkow dzialania werapamilu mialo charakter odwracalny i zanikato

pod wplywem podwyzszonego st¢zenia glukozy w pozywce.

Odnoszac si¢ do danych literaturowych nalezy wspomnie¢, ze Meister i wsp.
(2010) opisali stres ER pod wplywem dzialania werapamilu (70 uM, 16 h) oraz inhibitora
proteasomu — bortezomibu w komorkach szpiczaka mnogiego linii JK-6L. Stres siateczki
prowadzil w tym przypadku do nagromadzenia reaktywnych form tlenu oraz indukcji
procesu przypominajacego autofagi¢ (autophagy-like process) objawiajacego si¢
intensywnym formowaniem autofagosomow. Ponadto w obrazie ultrastrukturalnym
badanych komoérek widoczna byla siateczka §rodplazmatyczna o poszerzonych kanatach,
co wedtug autorow moze potwierdza¢ indukcje stresu ER z towarzyszaca reakcja UPR.
Dodatkowo w wynikach immunoblotingu widoczna byla takze zwigkszona ekspresja
biatka CHOP. Stres siateczki $rédplazmatycznej byt takze obserwowany po zastosowaniu
werapamilu oraz substancji aktywnej z indyjskiego drzewa garcinii (gambogic acid),
ktorych wspdlne dziatanie podwyzszato ekspresje CHOP oraz obnizalo ekspresje
GRP78/BiP. Z kolei Park 1 wsp. (2014) podkreslaja role werapamilu w redukcji stresu

siateczki §rodplazmatycznej i indukcji autofagii w komorkach watroby myszy otylych.

W komorkach COLO 205 oraz PC-3 zmiany patologiczne w obrgbie siateczki
srodplazmatycznej widoczne w morfologii komorek traktowanych werapamilem mogg
$wiadczy¢ o indukcji stresu ER, co nie bylo widoczne w komoérkach PNT-2 pod wptywem
werapamilu (Ryc. 16-18). Ponadto w badanych komoérkach pod wplywem werapamilu
zaobserwowano zwigkszenie ekspresji GRP78/BiP 1 CHOP. Aby potwierdzi¢ role
werapamilu w indukcji stresu siateczki nalezaloby zastosowac inhibitor stresu ER
1 wykaza¢ obnizenie ekspresji biatka GRP78/BiP. Fenylomaslan sodu (4 PBA) znany jest
jako ,,chemiczny czaperon”, ulatwiajacy naprawe zle uformowanych bialek w S$wietle
siateczki, a jego zastosowanie hamuje stres siateczki (Ishimura i wsp., 2014). W przypadku
komoérek COLO 205 1 PC-3 jednoczesne zastosowanie werapamilu oraz 4 PBA (0,5 — 10
mM) okazato si¢ cytotoksyczne (dane nieprzedstawione). Wskazane byloby zatem
wykorzystanie w badaniach innego inhibitora stresu siateczki (np. salubrinalu). W celu
ustalenia roli klasteryny w indukowanej werapamilem autofagii nalezaloby natomiast
sprawdzi¢ czy biatko to kolokalizuje z biatkiem MAP LC3-II w blonie autofagosomow,

tak jak to miato miejsce podczas autofagii w komoérkach raka stercza (Zhang 1 wsp., 2014).

Chlorochina oraz jej pochodna — hydroksychlorochina sg pierwszymi inhibitorami

autofagii zarejestrowanymi 1 stosowanymi Ww terapiach przeciwnowotworowych
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(Sui i wsp., 2013). W wielu prébach leczenia nowotworéw chlorochina jest stosowana
w potaczeniu z klasyczng chemioterapig z wykorzystaniem cis-platyny czy bortezomibu
a takze z radioterapig czy immunoterapig (Sui 1 wsp., 2013, Ozpolat i Benbrook 2015).
Rosenfeldt 1 wsp. (2013) wykazali w badaniach na humanizowanym mysim modelu raka
trzustki (PDAC), ze rola autofagii zalezy od mutacji w genie p53. U myszy posiadajacych
onkogenng wersj¢ biatka k-Ras, delecja Atg5 lub Atg7 zahamowata rozwo6j nowotworu.
Jednak gdy badane myszy oprécz mutacji w genie K-Ras dodatkowo pozbawiono na
drodze transgenezy funkcjonalnego biatka p53, delecja gendw autofagii, a takze chemiczne
blokowanie autofagii przez zastosowanie hydroksychlorochiny, przyspieszyto rozwdj

nowotworu (Rosenfeldt i wsp., 2013).

W  przedstawionych w pracy badaniach wykazano, iz wysokie stezenie
werapamilu (200 pM) wywolywato cytotoksyczne skutki w komoérkach COLO 205 1 PC-3.
Jednoczesne zastosowanie werapamilu oraz chlorochiny w komorkach COLO 205
pozwolilo na zmniejszenie dawki werapamilu (100 uM zamiast 200 uM) w celu indukcji
programowanej $mierci komorki. Przeprowadzone doswiadczenia pozwalajg okresli¢
miejsce 1 rolg autofagii w programowanej $mierci komorek indukowanej werapamilem.
Wzmozona autofagia w komorkach COLO 205 wywolana przez werapamil pelnita
w ograniczonym stopniu funkcje ochronng przed programowang $miercig komorki, a jej

zahamowanie przez chloroching przyspieszylo $mier¢ komorek.

Istnieja liczne doniesienia na temat molekularnych mechanizméw indukcji
autofagii oraz roli autofagii w modulowaniu programowanej $mierci komorki. Wiadomo,
ze autofagia nasila si¢ m.in. w konsekwencji zaburzen gospodarki jonowej oraz zaburzen
metabolizmu, co moze prowadzi¢ do uposledzenia mechanizmoéw odpowiedzi na stres
siateczki. Btonowe kanaty wapniowe oraz transportery glukozy moga petni¢ wazng role w
utrzymaniu  stalo$ci  §rodowiska  wewnetrznego  komorki, w  tym  siateczki
srodplazmatycznej m.in. poprzez regulacje aktywnosci biatek ER: kalneksyny,
kalretikuliny, kalsekwestryny a takze kontrole N-glikozylacji biatek (Ogier-Denis i wsp.,
2000). Modulatory kanatow wapniowych 1 dostgpnosci glukozy moga znalez¢
zastosowanie jako potencjalne czynniki usprawniajace  eliminacj¢  komorek
nowotworowych. Wykazano, iz 2-DG, syntetyczny analog glukozy indukujacy autofagie
poprzez blokowanie glikolizy, stosowany wraz z antymycyng A lub metformina,
indukowal programowang $mier¢ komorki w wielu typach nowotworow. Ponadto

terapeutyczne zastosowanie 2-DG w polaczeniu ze standardowymi schematami leczenia

108



DYSKUSJA

(docetaksel, radioterapia), jest aktualnie testowane klinicznie w kierunku leczenia glejaka,
raka pluc oraz piersi (Zhang i wsp., 2014). Trwaja takze badania nad terapeutycznym
wykorzystaniem aktywacji autofagii m.in. za posrednictwem indukcji stresu siateczki
(sorafenib), czy aktywacji kinazy AMPK (atorwastatyna) (Sui i wsp., 2013). Modulowanie
autofagii wydaje si¢ by¢ skutecznym narz¢dziem eliminacji komdrek nowotworowych,
cho¢ rola indukcji autofagii w przezyciu komoérek nowotworowych jest ztozona i, zaleznie
od typu nowotworu oraz stadium jego rozwoju, moze prowadzi¢ zar6wno do zmniejszenia
jak 1 zwigkszenia wrazliwosci na chemioterapeutyki i indukcji programowanej $mierci
komoérki. W mysim modelu niedrobnokomorkowego raka ptuca (non-small cell lung
cancer) zaobserwowano, ze delecja genu Atg7, koniecznego do inicjacji autofagii, nie
miata wplywu na rozw6j nowotworu spowodowanego aktywacja onkogenu K-Ras 1 delecja
genu TP53. W guzach w zaawansowanym stadium rozwoju delecja Atg7 zahamowata
dalszy wzrost nowotworow 1 prowadzila do programowanej $mierci komorek
nowotworowych zanim doszto do zniszczenia zdrowej tkanki (Karsli-Uzunbas i wsp.,

2014).

Uposledzenie procesu autofagii moze by¢ takze korzystne podczas stosowania
radioterapii. Delecja Atg5, uwrazliwita na przyklad komorki mysich 1 ludzkich linii
nowotworowych (niedrobnokomorkowy rak ptluca, rak jelita grubego) na indukcje
programowanej $mierci komorki i ograniczyla wzrost nowotwordw in vivo u myszy
z cigzkim ztozonym zespolem niedoboru odpornosci (SCID) pod wplywem radioterapii
(Ko 1 wsp., 2014). Efekt ten nie byl jednak obserwowany u immunokompetentnych myszy,
gdzie delecja Atg5 obnizyla skuteczno$¢ radioterapii, co $wiadczy o zaleznej od
sprawnosci ukltadu immunologicznego roli autofagii w indukowaniu programowanej
$mierci komorki (Ko 1 wsp., 2014). Powyzsze przyktady jak i wyniki badan przedstawione
w tej rozprawie moga by¢ przydatne w dalszym przewidywaniu scenariuszy leczenia
przeciwnowotworowego. Autofagia wydaje si¢ by¢ kluczowym elementem odpowiedzi
komorek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutykow, dlatego istotne jest poznanie
molekularnych mechanizméw prowadzacych do jej aktywacji a takze ustalenie roli
autofagii w indukcji programowanej $mierci komoérki. Blokowanie kanatow wapniowych
jak 1 ograniczanie dokomorkowego transportu glukozy czy indukcja stresu siateczki
srodplazmatyczne] moga by¢ skutecznymi strategiami stuzacymi do eliminacji komorek
nowotworowych, pod warunkiem wszakze, Zze nie uszkadza si¢ przy tym komorek

prawidlowych.  Wykorzystanie =~ w  terapiach  przeciwnowotworowych  znanych

109



DYSKUSJA

i stosowanych w leczeniu innych chordb lekéw moze by¢ wazne z punktu widzenia
ekonomicznego (chlorochina i hydroksychlorochina sa zarejestrowanymi lekami
stosowanymi w leczeniu malarii). Réwnie istotne wydaje si¢ by¢ poszukiwanie
homologéw werapamilu, ktore pozwolityby uzyska¢ ten sam skutek np. w nizszej dawce
terapeutycznej i pozwolityby wykorzysta¢ modulowanie procesu autofagii w badaniach

translacyjnych.
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Whioski

Ludzkie komorki gruczolakoraka okr¢znicy COLO 205 i raka stercza PC-3 sa
wrazliwsze od normalnych komoérek nabtonkowych stercza linii PNT-2 na indukcj¢

autofagii wywotang przez werapamil.

Autofagii indukowanej przez werapamil towarzyszyto zmniejszenie cytozolowego
poziomu jonéw Ca*" w komoérkach linii COLO 205 i PC-3, ale nie linii PNT-2
imogto mie¢ zwigzek =z hamowaniem przez werapamil aktywnosci

napieciowo-niezaleznych kanatéw wapniowych.

Wywotana werapamilem autofagia jest nastepstwem zmniejszenia dostgpu glukozy
dla komérek i prawdopodobnie wynika z uposledzania dokomoérkowego transportu
glukozy na drodze hamowania aktywnosci transporteréw glukozy innych niz

GLUT2, SGLT1 czy SGLT2.

Werapamil powoduje stres siateczki $rodplazmatycznej na drodze zaleznej od

blokowania dostepu glukozy.

Molekularny mechanizm indukowanej werapamilem autofagii obejmuje $ciezki

sygnatowe angazujace MAP LC3-1I, GRP78/BiP i CHOP.

Indukowana werapamilem autofagia petni funkcje ochronng w komorkach
COLO 205, przy czym jej pdzniejsze zahamowanie z uzyciem inhibitorow

metabolicznych wywotuje w komodrkach apoptozg.
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9. Perspektywy

Wyniki uzyskane z badan in vitro nad wptywem werapamilu na ludzkie komorki
nowotworowe gruczolakoraka okreznicy linii COLO 205 i1 raka stercza PC-3 oraz
normalne komorki nablonkowe stercza linii PNT-2 wskazujg na zasadniczg role jaka
autofagia pelni w przezyciu komoérek nowotworowych. Do nowych nieswoistych
wlasciwosci werapamilu mozna zaliczy¢ jego zdolno$¢ do indukowania autofagii,
wazniejsza jest jednak obserwacja, ze po zahamowaniu wywolanej przez werapamil
autofagii komoérki nowotworowe w sposob bardziej efektywny przekierowywane sg na tor
apoptozy. Nasuwa si¢ przypuszczenie, ze w komoérkach nowotworowych dobrze
rozwini¢te mechanizmy antyapoptozy mozna oming¢ zmuszajac komorki najpierw do
uruchomienia procesu autofagii, ktora ma je uratowac np. przed skutkami stresu siateczki
$rédplazmatycznej, po czym pozniejsze jej (autofagii) zahamowanie prowadzi do
torowania alternatywnej $ciezki apoptozy zaleznej od autofagii. Konieczne sg dalsze
badania zmierzajace do wyjasnienia, czy strategiec wywolywania autofagii z nastepczym jej

zahamowaniem skutkujacym apoptoza uda si¢ w przyszto$ci wykorzysta¢ w onkologii.
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