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I. Wykaz skrotow:

143B — linia komdrkowa ciggta ludzkiej osteosarkomy

2-HG — D-2-hydroksyglutaran (D-2-hydroxyglutarate)

2-OGDDs - dioksygenazy zalezne od alfa-ketoglutaranu (2-oxoglutarate-dependent
dioxygenases)

5-hmC - 5-hydroksymetylocytozyna (5-hydroxymethylcytosine)

5mC — 5-metylocytozyna (5-methylcytosine)

A/A — roztwor antybiotykow (antibiotic/antimycotic)

AJCC — Amerykanski Wspolny Komitet ds. Raka (American Joint Committee on
Cancer)

AKG - alfa-ketoglutaran (alpha-ketoglutarate)

Akt — kinaza biatkowa B, inaczej PKB (protein kinase B)

ALP - alkaliczna fosfataza (alkaline phosphatase)

ANOVA - analiza wariancji (analysis of variance)

AP1 — biatko aktywujace 1 (activator protein 1)

Apaf — czynnik aktywujacy proteazy apoptotyczne (apoptotic protease activating
factor)

APS — nadsiarczan amonu (ammonium persulfate)

ATCC - Amerykanska Kolekcja Hodowli Komorkowych (American Type Culture
Collection)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (adenosine-5 -triphosphate)

Bad — biatko proapoptotyczne podrodziny BH3-only (Bcl-2 associated agonist of
cell death)

Bak — biatko proapoptotyczne podrodziny Bax (Bcl-2 antagonist/killer 1)

Bax — biatko proapoptotyczne podrodziny Bax (Bcl-2-associated X protein)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne (B-cell lymphoma 2)

Bcl-xI — biatko antyapoptotyczne (B-cell lymphoma-extra large)

BCA — metoda oznaczania ilosci biatka z zastosowaniem kwasu bicynchoninowego
(bicinchoninic acid assay for protein assessment)

bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (basic fibroblast growth factor)
Bim - aktywatorowe bialko proapoptotyczne podrodziny BH3-only (Bcl-2
interacting mediator of cell death)

BLM — gen warunkujacy zesp6t Blooma



BrdU — 5-bromo-2'-deoksyurydyna (5-bromo-2'-deoxyuridine)

Caco-2 - linia komdrkowa ludzkiego raka jelita grubego

CDC25A — gen kodujacy biatko CDC25A zwigzane z cyklem komorkowym (cell
division cycle 25 homolog A)

CDKSs — kinazy zalezne od cyklin (cyclin-dependent kinases)

c-Fos — komorkowy protoonkogen

c-Jun — jadrowy czynnik transkrypcyjny wchodzacy w sktad czynnika AP1

c-Myc — protoonkogen

CoA — koenzym A

CREB - biatko wigzace si¢ z elementem odpowiedzi na CAMP (CAMP response
element-binding protein)

CT - tomografia komputerowa (computed tomography)

DMSO - dimetylosulfotlenek (dimethyl sulfoxide)

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

E2F — rodzina czynnikéw transkrypcyjnych zaangazowanych w kontrole proliferacji
EDTA — kwas wersenowy (ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA — test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)

EMEM - podtoze hodowlane (Eagle's Minimum Essential Medium)

EMT - przejscie epitelialno-mezenchymalne (epithelial-mesenchymal transition)
ERK - kinaza biatkowa regulowana sygnatem zewnatrzkomorkowym (extracellular
signal-regulated kinases)

FADH, — zredukowana forma dinukleotydu flawinoadeninowego (reduced flavin
adenine dinucleotide)

Fas-L — ligand receptora Fas

FBS — bydleca surowica ptodowa (fetal bovine serum)

FH — hydrataza fumaranowa (fumarate hydratase)

FITC — izotiocyjanian fluoresceiny (fluorescein isothiocyanate)

FLICA — metoda oceny aktywnoS$ci kaspazy polegajaca na wigzaniu si¢ inhibitora
potaczonego z fluorochromem z centrum aktywnym kaspazy (Fluorochrome-
Labeled Inhibitor of Caspase Assay)

FOXO3a — czynnik transkrypcyjny (forkhead box-O3a)

Gy — faza spoczynku podczas cyklu komorkowego (G zero phase)

G — faza wzrostu podczas cyklu komorkowego (Growth 1)

G, — faza wzrostu podczas cyklu komorkowego (Growth 2)



HDL - lipoproteina wysokiej gestosci (high density lipoprotein)

Hep3B — ludzka linia raka watrobowokomorkowego

hFOB 1.19 — ludzka linia prawidtowych osteoblastow, transfekowana antygenem T
wirusa SV40

HGF — czynnik wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor)

HIF — czynnik transkrypcyjny indukowany hipoksja (hypoxia-inducible factor)

HOS - linia komoérkowa ciggta ludzkiej osteosarkomy

HRE - element odpowiedzi na hipoksj¢ (hypoxia responsive element)

HRP — peroksydaza chrzanowa (horseradish peroxidase)

HSF — linia komoérkowa prawidlowych fibroblastow skory ludzkiej

HT-29 — linia komdrkowa ludzkiego raka jelita grubego

ICsp — stezenie powodujace zahamowanie proliferacji komorek o 50% (50%
inhibitory concentration)

IDH — dehydrogenaza izocytrynianowa (isocitrate dehydrogenase)

IDH - gen kodujacy IDH

IGF-1/11 — insulinopodobny czynnik wzrostu I/11 (insulin-like growth factor 1/11)
IGF-RI — receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu | (insulin-like growth
factor | receptor)

JNK - kinaza biatkowa aktywowana stresem (c-Jun N-terminal kinases)

kDa — kilodalton, jednostka masy czgsteczkowe;j

KDM 2-7 — demetylazy lizynowe zawierajgce domen¢ Jumonji C (Jumonji C
domain containing lysine demethylases)

LDH - dehydrogenaza mleczanowa (lactate dehydrogenase)

LDL - lipoproteina niskiej gestosci (low density lipoprotein)

LLC - linia raka pluca Lewisa

LPS — lipopolisacharyd (lipopolysaccharide)

LRP 5/6 — ko-receptor receptora biatek Wnt (lipoprotein-related protein 5/6)

LS180 — linia komorkowa ludzkiego raka jelita grubego;

MAP — chemioterapia oparta na potaczeniu 3 lekow: metotreksatu, doksorubicyny
i cisplatyny

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenem (mitogen-activated protein
kinases)

MDM2 - bialko hamujace dziatanie (inhibitor) czynnika transkrypcyjnego p53

(mouse double minute 2)



MDM2 — gen kodujacy MDM2

MG63 — linia komoérkowa ciggla ludzkiej osteosarkomy

MMP-2 — metaloproteinaza macierzy pozakomorkowej 2 (matrix metalloproteinase-
2)

MRI - rezonans magnetyczny (magnetic resonance imaging)

MTOR - kinaza tzw. ssaczy cel rapamycyny (mammalian target of rapamycin
kinase)

MTORCL1 — kompleks kinazy mTOR 1 (mammalian target of rapamycin complex 1)
MTT —  bromek dimetylotetrazoliowy  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

NAD* — utleniona forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (oxidized
nicotinamide adenine dinucleotide)

NADH - zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (reduced
nicotinamide adenine dinucleotide)

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

ODD - zalezna od tlenu domena degradacji (oxygen-dependent degradation domain)
OS - kostniakomigsak (0Steosarcomay)

p16 — biatko o wlasciwosciach supresora nowotworowego (protein 16)

p21 Wafl/Cipl — biatko p21, produkt genu WAF1/CIP1, inhibitor kinaz zaleznych
od cyklin

p27 — biatko p27, inhibitor kinaz zaleznych od cyklin

p38 — kinaza biatkowa nalezaca do kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami
p53 — czynnik transkrypcyjny o wlasciwosciach supresora nowotworowego (protein
53)

p73 — biatko o wiasciwosciach supresora nowotworowego (protein 73)

PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (polyacrylamide gel
electrophoresis)

PBS - s6l fizjologiczna buforowana fosforanami (phosphate buffered saline)

PCNA - jadrowy antygen komorek proliferujacych (proliferating cell nuclear
antygen)

PE — fikoerytryna (phycoerythrin)

PET - pozytonowa tomografia emisyjna (positron emission tomography)

PHDs — hydroksylazy prolinowe (proline hydroxylases)

PI — jodek propidyny (propidium iodide)
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PI3K — kinaza 3 fosfatydyloinozytolu (phosphatidylinositol 3-kinase)

PKB - kinaza biatkowa B, inaczej Akt (protein kinase B)

pRb — biatko retinoblastoma (Retinoblastoma protein)

PMSF - fluorek fenylometanosulfonylu (phenylmethanesulfonyl fluoride)

PTEN - negatywny regulator szlaku sygnalowego PI3K/Akt (phosphatase and
tensin homolog)

PTEN — gen kodujacy PTEN

PVDF — fluorek poliwinylidenowy (polyvinylidene difluoride)

pPVHL - biatko von Hippel-Lindau (von Hippel-Lindau protein)

RB1 — gen supresorowy kodujacy biatko retinoblastoma

RECQ - rodzina helikaz DNA

RECQLA4 — gen kodujacy biatka helikaz z rodziny RECQ

RIPA — bufor lizujacy (radioimmunoprecipitation assay buffer)

RNA — kwas rybonukleinowy (ribonucleic acid)

RNAza - rybonukleaza (ribonuclease)

ROS - reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

S — faza syntezy DNA podczas cyklu komorkowego (Synthesis)

Saos-2 — linia komodrkowa ciggta ludzkiej osteosarkomy

SD — odchylenie standardowe (standard deviation)

SDH - dehydrogenaza bursztynianowa (succinate dehydrogenase)

SDS - siarczan dodecylu sodu (sodium dodecyl sulfate)

Smad — rodzina bialek bedacych gtdéwnymi przekaznikami sygnatu dla receptorow
TGF-B oraz spetniajacych rolg czynnikow transkrypcyjnych

TBS — wodny roztwor soli fizjologicznej zbuforowany Tris 0 pH 7,4 (tris-buffered
saline)

TBS-T — wodny roztwor soli fizjologicznej zbuforowany Tris o pH 7,4, z dodatkiem
Tween-20 (tris-buffered saline Tween-20)

TCA — cykl kwasow trikarboksylowych (tricarboxylic acid cycle)

TCF — czynnik transkrypcyjny zaangazowany w szlak sygnalizacyjny Wnt (T-cell
factor)

TEMED - NNN,N° -~ tetrametyloetylenodiamina  (N,NN' N’  —
tetramethylethylenediamine)

TET 1-3 — metylotransferazy DNA (ten-eleven translocation hydroxylases)

TGF-p — transformujgcy czynnik wzrostu (transforming growth factor j)
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TNF-a — czynnik martwicy nowotwordw (tumor necrosis factor a)

TNM — guz, wezly chionne, przerzuty; klasyfikacja nowotworéw (tumor, nodus,
metastases)

TP53 — gen kodujacy czynnik transkrypcyjny p53

Tris — trojhydroksymetyloaminometan (tris(hydroxymethyl)aminomethane)

UICC — Migdzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (Union for International Cancer
Control)

VEGF - czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor)

Vegf — gen kodujacy czynnik wzrostu s$rodbtonka naczyniowego (vascular
endothelial growth factor)

VEGFR — receptor czynnika wzrostu S$rodbtonka naczyniowego (vascular
endothelial growth factor receptor)

Whnt — biatko wydzielnicze typu Wingless (Wingless-type protein)

WRN — gen warunkujacy zespot Wernera
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I1. Wstep

1. Wprowadzenie

Nowotwory s3 gltowng przyczyng zachorowalno$ci niezakaznej oraz
$miertelnos$ci pojawiajacej si¢ na calym §wiecie, ustepujac tylko chorobom sercowo-
naczyniowym. Migsaki sg jedng z najstarszych poznanych form nowotworowych
w historii onkologii. Migsaki kos$ci to grupa bardzo rzadkich nowotworéow
u dorostych. Ich doktadna histogeneza w cz¢sci przypadkéw nie jest znana.
Klinicznie migsaki ko$ci dzieli si¢ na migsaki wrzecionowatokomorkowe, do ktorych
nalezg miegsaki kosciopochodne, wickszos¢ chrzestniakomigsakow i1 inne rzadko
wystepujace podtypy oraz na migsaki drobnokomoérkowe, zawierajace gldwnie
rodzing migsakow Ewinga. Najczegstszym nowotworem kosci z  grupy
wrzecionowatokomoérkowych jest kostniakomigsak (osteosarcoma), inaczej migsak
ko$ciopochodny.

Kostniakomigsak jest najczestszym pierwotnym nowotworem kosci
wystepujacym u dzieci 1 mlodziezy. Stanowi okoto 1% wszystkich nowotworow
u 0sob dorostych oraz 5-7% u dzieci 1 mtodziezy. Jedna z najczgsciej podawanych
predyspozycji do zachorowania na ten typ nowotworu u dzieci jest wysoki wzrost.
Leczenie przynosi korzystne efekty u okoto 60% przypadkow kostniakomigsaka,
natomiast u okoto 40% pacjentdow nowotwor ten jest silnie przerzutujacy, oporny na
chemioterapi¢, dajacy gorsze rokowanie. W zwigzku z tym poszukuje si¢ wcigz
nowych srodkow, ktore mogltyby wspomagac leczenie tego nowotworu i polepszy¢
rokowania pacjentow cierpigcych na kostniakomigsaka.

Alfa-ketoglutaran (AKG) jest metabolitem wystepujacym naturalnie
W organizmie, powstajacym w cyklu Krebsa z izocytrynianu. W zwigzku z tym AKG
pelni istotng role w metabolizmie energetycznym. Jest rowniez prekursorem
aminokwasow, dzigki czemu uczestniczy w metabolizmie biatkowym. AKG jako ko-
substrat dioksygenaz uczestniczy w regulacji stabilizacji czynnika transkrypcyjnego
indukowanego hipoksja (HIF), ktory zapoczatkowuje transkrypcje wielu genow
kodujacych biatka wspomagajace rozwoj] nowotworu. Zwigzek ten peini réwniez
istotng role w epigenetycznej modyfikacji chromatyny poprzez regulacje¢ aktywnosci
hydroksylaz TET 1-3, ktore uczestnicza w demetylacji DNA oraz demetylaz
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lizynowych KDM (zawierajacych domen¢ Jumonji), przeprowadzajacych
demetylacje histonow.

Egzogenny AKG podawany pacjentom w formie wlewow dozylnych
wykazuje szereg korzystnych wtasciwosci w organizmie, m. in. przyspiesza gojenie
si¢ ran, zapobiega urazom niedokrwiennym, wyczerpaniu biatka migsniowego,
poprawia przeptyw krwi przez nerki, a jako suplement diety uzywany przez
sportowcow zwicksza mas¢ miesni. AKG w potgczeniu z hydroksymetylofurfuralem
(zwigzkiem o wilasciwo$ciach antyoksydacyjnych) jest dostepny jako komercyjny
preparat stosowany w okresie przedoperacyjnym. Wedlug danych literaturowych,
AKG wykazuje rowniez wlasciwosci przeciwnowotworowe, jednak jak dotychczas
nie badano jego bezposredniego wplywu na kostniakomigsaka. W zwigzku
z powyzszym, W niniejszej pracy podjeto si¢ okreslenia aktywnosci
przeciwnowotworowej alfa-ketoglutaranu w modelu komoérkowym ludzkiego
kostniakomigsaka ~ oraz  poznania  mechanizmu  zwigzanegd Z  jego

przeciwnowotworowym dziataniem.

2. Kostniakomiesak (fac. Osteosarcoma)

2.1. Cechy charakterystyczne

Kostniakomigsak (OS) jest rozpoznawany od ponad dwoch stuleci 1 jest
najczestszym pierwotnym, niehematopoetycznym nowotworem uktadu kostnego
0 wysokim stopniu zto$liwosci. Uwaza si¢, ze powstaje z prymitywnych,
mezenchymalnych komorek kosciotwérczych, a jego charakterystyczna cecha
histologiczng jest produkcja osseiny (ang. osteoid) 1/lub tworzenie zmineralizowanej
kosci. Osteoid jest to organiczna, niezmineralizowana cze$¢ macierzy kostnej,
skladajaca si¢ glownie z wildkien kolagenowych typu I. W guzie moga réwniez
wystepowac inne populacje komorek, ktore podobnie jak osteoblasty wywodza sie
z pluripotencjalnych komorek mezenchymalnych. O rozpoznaniu kostniakomigsaka
decyduje wykrycie osteoidu lub obszaru kosci, ktore zostaty zsyntetyzowane przez
komorki ztosliwe (Campanaccci M., 2013; Agarwal M., 2012; Simpson S., i in.,
2017; Hameed O., i in., 2011).
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2.2. Lokalizacja i typy histologiczne

Kostniakomigsak moze wystepowaé w kazdej kosci, jednak szczegolnie
czgsto pojawia si¢ w obszarze przynasadowym szybko rosngcych kosci dlugich
konczyn. Najczgséciej atakuje dystalng kos¢ udowa (W 30% przypadkoéw), nastepnie
proksymalng kos$¢ piszczelowg (15%) 1 proksymalng ko$¢ ramieniowag (15%).
W kosciach dlugich zazwyczaj tworzy si¢ w czesci przynasadowej (90%), niekiedy
w trzonie (9%) i rzadko w nasadzie kosci. Okoto 50% przypadkow kostniakomigsaka
wystepuje w okolicy kolana. Inna, cz¢sta lokalizacja tego nowotworu jest czaszka,
szczeka 1 miednica. Odnotowano rowniez przypadki kostniakomigsaka w kosci
rzepki (Aoki M., i in., 2014; Agarwal M., 2012; Bielack S., i in., 2002; Bielack S.,
i in., 2009; Klein M. i Siegal G., 2006; Morello E., i in., 2011; Fletcher C., i in.,
2013).

Migsaki kosci sa bardzo heterogenng grupa nowotworéw. W zaleznos$ci od
miejsca wzrostu wyrdznia si¢ kostniakomigsaki wewnatrzszpikowe, rozwijajace si¢
w jamie szpikowe] oraz kostniakomigsaki powierzchniowe. Kostniakomigsaki
wewnatrzszpikowe dzieli si¢ nastepnie na: typowe wewnatrzszpikowe (inaczej
klasyczne lub konwencjonalne), teleangiektatyczne, wysokozroznicowane o0raz
drobnokomorkowe. Wsrdd kostniakomigsakow powierzchniowych wyrdznia si¢ typ
przykostny (parostealny), okostnowy (periostealny) oraz niskozréznicowany (Klein
M. i Siegal G., 2006; Gorlick R., 2009). Najbardziej powszechnym typem
histologicznym jest kostniakomigsak konwencjonalny, ktéry stanowi okoto 75%
wszystkich przypadkow tego nowotworu. Konwencjonalne kostniakomigsaki dalej sa
klasyfikowane jako typy osteoblastyczne, chondroblastyczne i fibroblastyczne. Typy
te zalezg od tego, ktore komorki dominujg w produkceji macierzy komorkowej (Fox
M. i Trotta B., 2013; Raymond A i Jaffe N., 2009; Gorlick R., 2009).

2.3. Klasyfikacja kostniakomigsaka

Obecnie do klasyfikacji migsakow kosci stosowane sa dwa systemy:
klasyfikacja Ennekinga i TNM (Durfee R., i in., 2016; Moore D. i Luu H., 2014).

Kompleksowy system klasyfikacji migsaka kos$ci jako pierwszy utworzyt
Enneking. System ten do opisu nowotworu wykorzystuje ocen¢ histologiczng

(stopien zlosliwosci — G), obecnos$¢ lub brak przerzutow odlegtych (M), a pod
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wzgledem oceny potozenia guza w obregbie anatomicznej bariery (T) rozrdznia, czy
masa jest wewnatrzprzedziatlowa, czy stala si¢ pozaprzedzialowa. W systemie
Ennekinga wyrdznia si¢ trzy rozne stadia rozwoju kostniakomigsaka. Guzy
pierwszego stadium cechujg si¢ niskim stopniem ztosliwosci 1 niewielkim ryzykiem
powstania przerzutu. Guzy drugiego stadium posiadajag wysoki stopien zlosliwosci
i wigksze prawdopodobienstwo utworzenia przerzutu. Stadia I i II s3 dodatkowo
podzielone na podkategorie A lub B, przy czym A dotyczy nowotworow
zlokalizowanych w obrebie dobrze okreslonej bariery anatomicznej (np. kosci
korowej, torebki stawowej), tzw. wewnatrzprzedzialowych, a B - nowotwordéw
wychodzacych  poza  barier¢ anatomiczng w  ktorej  powstaly, tzw.
pozaprzedziatlowych. W koncu wyrdézniamy guzy w III stadium rozwoju, ktérym
towarzyszy wystepowanie miejscowych lub odlegltych przerzutow (Enneking W.,

i in., 1980; Durfee R., i in., 2016; Moore D. i Luu H., 2014).

Tab. 1. Klasyfikacja kostniakomiesaka wg. Ennekinga [opracowanie wlasne na podstawie
Enneking W., i in., 1980]

Stadium Stopien Miejsce potozenia Przerzuty

histologiczny

1A G1 - niski stopien | T1— wewnatrzprzedzialowy | MO — brak przerzutow

ztosliwosci

IB G1 - niski stopien T2 — pozaprzedziatowy MO — brak przerzutow

ztosliwosci

A G2 - wysoki T1 — wewnatrzprzedzialowy | MO — brak przerzutow

stopien ztosliwosci

1B G2 - wysoki T2 — pozaprzedzialowy MO — brak przerzutow

stopien ztosliwosci

Il kazdy Kazde M1 — przerzuty

regionalne lub odlegte

Z kolei system klasyfikacji TNM zostal opracowany i jest utrzymywany
przez Amerykanski Wspolny Komitet ds. Raka (AJCC — American Joint Committee
on Cancer) i Migdzynarodowg Uni¢ do Walki z Rakiem (UICC — Union for
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International Cancer Control). Jest to najczesciej stosowany system klasyfikacji
nowotworow przez lekarzy na catym $wiecie. W swoich podstawowych zasadach
jest bardzo podobny do systemu Ennekinga. System TNM opiera si¢ na ocenie
rozlegtosci guza (T — tumor), zajecia weztow chlonnych (N - nodes), obecnosci
przerzutow (M — metastasis) oraz czterostopniowej ocenie histologicznej (G1-G4),
w ktorej G1 1 G2 oznacza niski stopien zto§liwosci histologicznej, natomiast G3 i G4
- wysoki stopien ztosliwosci histologicznej (Sobin L., 1 in., 2009; Moore D. 1 Luu H.,
2014; AJCC, 2010).

Tab. 2. Klasyfikacja kostniakomi¢ska wg. TNM [opracowanie wlasne na podstawie AJCC, 2010]

Stadium | Guz pierwotny | Regionalne wezty | Przerzuty | Stopien ztosliwosci

(M chtonne (N) odlegte (M) | histologicznej (G)
1A T1 NO MO G1, G2
IB T2, T3 NO MO G1, G2
A T1 NO MO G3, G4
1B T2 NO MO G3, G4
Il T3 NO MO G3, G4
IVA kazdy T NO M1la kazdy G
IVB kazdy T N1 kazdy M kazdy G
kazdy T kazdy N M1b kazdy G

Guz pierwotny (T): T1 - guz o wielko$ci <8 cm w najwickszym wymiarze, T2 - guz o wielko$ci >8
cm w najwickszym wymiarze, T3 - oddzielne ogniska nowotworowe w obrgbie pierwotnej kosci.
Regionalne wezty chtonne (N): NO - brak przerzutow do regionalnych weziow chtonnych, N1 -
obecnos¢ przerzutow do regionalnych weztdw chlonnych. Przerzuty odlegte (M): MO - brak
przerzutow odlegtych, M1 - obecno$¢ przerzutow odlegltych, Mla - przerzuty do phluc, Mlb -
przerzuty do innych narzadow odlegtych. Stopien ztosliwosci histologicznej (G): G1 - dobrze
zroznicowany nowotwor (niski stopien ztosliwosci histologicznej), G2 - posrednio zrdéznicowany
nowotwor (niski stopien ztosliwo$ci histologicznej), G3 - stabo zrdznicowany nowotwor (Wysoki
stopien zlosliwosci histologicznej), G4 - niezréznicowany nowotwor (wysoki stopien ztosliwosci

histologicznej).
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2.4. Epidemiologia, czynniki ryzyka, rokowanie

Kostniakomigsak stanowi mniej niz 1% wszystkich nowo zdiagnozowanych
nowotworow u osob dorostych i 3 - 5% u dzieci. Reprezentuje on okoto 20%
wszystkich pierwotnych nowotworow ztosliwych kosci. Po bialaczce i1 chloniaku jest
to trzecia, najczestsza pierwotna choroba nowotworowa u nastolatkow (Damron T.,
1 1in., 2007; Ottaviani G. i Jaffe N., 2010). Czestos¢ wystepowania kostniakomigsaka
we wszystkich populacjach wynosi okoto 4 - 5 na 1 milion os6b. Jest wyzsza
w okresie dojrzewania, w ktérym osiaga rocznie 8 - 11 na 1 milion os6éb w wieku 15
- 19 lat (Kamal A., i in., 2018; Ritter J. i Bielack S., 2010).

Kostniakomigsak rzadko jest diagnozowany przed ukonczeniem pigtego
roku zycia. Czestotliwos$¢ jego pojawiania si¢ wzrasta wraz z wiekiem az do okresu
dojrzewania (Savage S. i Mirabello L., 2011). Okoto 60% przypadkow tego raka
diagnozuje si¢ u pacjentow mtodszych niz 25 lat. Drugi szczyt zachorowania na OS
wystepuje po 60 roku zycia (Agarwal M., 2012; Mirabello L., i in., 2009a; Durfee R.,
i in., 2016). Mimo, ze OS wystepuje czes$ciej u mezczyzn niz u kobiet (stosunek
zapadalnosci wynosi odpowiednio 1,5:1), jednak choroba ta wystepuje u kobiet
w miodszym wieku w pordwnaniu z mezczyznami, prawdopodobnie z powodu
wczesniejszego zrywu wzrostu u kobiet. Sugeruje to, ze wzrost kosci, zmiany
hormonalne i/lub rozw6j zwigzany z dojrzewaniem moga by¢ zwigzane z etiologia
tego nowotworu. Ta =zalezno$¢ migdzy wystepowaniem kostniakomigsaka,
hormonami i wzrostem moze réwniez czeSciowo thumaczy¢ nieco wigksza ogolna
zapadalno$¢ mezczyzn na ten nowotwor w porownaniu z kobietami (Osasan S., i in.,
2016; Mirabello L., i in., 2011; Savage S. i Mirabello L., 2011; Mirabello L., i in.,
2009Db).

OS najczesciej] wystepuje w kosciach dtugich konczyn dolnych. U miodych
pacjentow zazwyczaj pojawia si¢ w miejscach szybkiego wzrostu kosci (Mirabello
L., i in., 2009a). Nowotwor ten powstaje przewaznie w obszarze przynasadowym,
sasiadujacym z ptytka wzrostu kosci dlugich, ktére sg miejscami szczegdlnie
szybkiego wzrostu w okresie dorastania mtodziezy. Sugeruje to, ze powstawanie
kostniakomigsaka w duzej mierze jest zwigzane z szybkim wzrostem kosci. Badania
wykazaty, ze OS wystgpowatl czgdciej u osoéb wysokich. Pacjenci, u ktorych
zdiagnozowano kostniakomigsaka byli wyzsi niz ich réwie$nicy w tym samym

wieku. Wystepowanie tego nowotworu w kosciach konczyn zmniejsza si¢ wraz
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z wiekiem na rzecz guzow powstajacych w szkielecie osiowym, chociaz nadal
najbardziej powszechnym miejscem jego wystgpowania pozostaja kosci dlugie
konczyn dolnych. U starszych pacjentow czynnikiem ryzyka zwigzanym z rozwojem
kostniakomigsaka jest choroba Pageta lub inna tagodna zmiana kos$ci. Choroba
Pageta jest stanem przedrakowym, poniewaz u okoto 1% pacjentoéw z ta choroba
rozwija si¢ OS (Ottaviani G. i1 Jaffe N., 2009; Savage S. i Mirabello L., 2011; Clark
J., 1in., 2008). Innym, udowodnionym czynnikiem ryzyka wystgpienia OS jest
promieniowanie jonizujgce. Kostniakomigsak moze rozwingé si¢ w wyniku
promieniowania terapeutycznego albo przypadkowego. Jednak bardzo niskie dawki
promieniowania otrzymywane przez pacjentow w czasie diagnostyki medycznej,
takiej jak zdjecia rentgenowskie lub tomograficzne, nie sg zwigzane z ryzykiem
wystapienia tego nowotworu (Savage S. i Mirabello L., 2011).

Dane epidemiologiczne wskazuja, iz wickszy odsetek zachorowan na OS
wystepuje u Afroamerykanéw niz u ludzi innej rasy. Literatura podaje takze, ze
u os6b z duza masa urodzeniowa wystepuje nieznacznie wigksze ryzyko
zachorowania na ten typ nowotworu (Ottaviani G. i Jaffe N., 2009; Chen S., i in.,
2015).

Wskazniki przezycia pacjentdow z kostniakomigsakiem znacznie si¢
poprawily wraz z wprowadzeniem chemioterapii, chociaz od tego czasu staty si¢ tez
bardziej stabilne. Obecnie 5-letnie przezycie we wszystkich grupach pacjentéw z OS
0 wysokim stopniu ztosliwosci wynosi 60 — 66%, ale zalezy w duzym stopniu od
stadium choroby w momencie rozpoznania. Stopien zaawansowania choroby jest
waznym czynnikiem rokowniczym u pacjentdow z kostniakomig¢sakiem w kazdym
wieku. Pacjenci, u ktorych wystepuja przerzuty maja znacznie nizszy 5-letni
wskaznik przezycia niz pacjenci z chorobg umiejscowiong lub regionalna.
Wspotczynnik 5-letniego przezycia u 0sob z umiejscowionym OS wynosi nawet 60 —
78%, ale drastycznie spada do 20 — 30% u pacjentow z chorobg przerzutowa.
U okolo 20% pacjentow rozwijaja si¢ przerzuty. Ponad 85% z nich wystepuje
w phucach, podczas gdy kosci sa drugim pod wzgledem czgstosci miejscem
powstawania przerzutow (Isakoff M., 1 in., 2015; Friebele J., 1 in., 2015; Bacci G.,
i in., 2006; Haddox C., i in., 2014; Smith M., i in., 2010).

Statystyki wskazuja, ze przezycie pacjentow z kostniakomigsakiem jest
dhuzsze, gdy wystepuje on w ko$ciach krotkich, a najkrotsze, gdy jest zlokalizowany
w okolicy miednicy 1 kregostupa (Savage S. 1 Mirabello L., 2011). Innymi Zle
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rokujacymi czynnikami s3: wzrost rozmiarow guza, zwigkszenie poziomu fosfatazy
alkalicznej w surowicy, umiejscowienie nowotworu w szkielecie osiowym oraz
wtorny OS (Bielack S, 1 in., 2002). Zaawansowany wiek wigze si¢ z jednej strony ze
zwiekszeniem czgstotliwosci wystepowania OS o wyzszym stopniu zto§liwosci oraz
umiejscowieniem go w szkielecie osiowym, z drugiej strony - ze zmniejszona
odpowiedzia na leczenie i gorszg tolerancja chemioterapii. W zwiazku z tym osoby
starsze majg gorsze rokowania (Grimer R, 1 in., 2003; Harting M., i in., 2010).

Pomimo agresywnej chemioterapii u o0s6b z umiejscowionym
kostniakomigsakiem, okoto 30 — 40% =z nich dos$wiadcza nawrotu choroby
(Federman N., i in., 2009; Otoukesh B., i in., 2018). U wigkszosci tych pacjentow
nawrot choroby jest spowodowany przerzutem do pluca. Nawracajaca choroba,
zardwno miejscowa jak i odlegla, zmniejsza wskaznik 5-letniego przezycia $Srednio
do 20%. Wskaznik ten moze wynosi¢ az 45% w przypadku, gdy nawrdt wystepuje
wiecej niz po dwodch latach od ustgpienia choroby, a zmiany nowotworowe mozna
operacyjnie wycigé. Kostniakomigsaki o nizszym stopniu ztosliwosci, w tym
przykostne 1 okostnowe, maja o wiele lepsze rokowanie niz typ konwencjonalny
0 wysokim stopniu zto§liwosci. Wspolczynnik 5-letniego przezycia OS okostnowego
wynosi okoto 83%, a przykostnego ok. 91%. Wynika to przede wszystkim z niskiego
odsetka tworzenia przerzutow (Isakoff M., i in., 2015; Durfee R., i in., 2016;
Otoukesh B., i in., 2018).

2.5. Etiologia kostniakomigsaka

Etiologia kostniakomigsaka nie jest znana. Chociaz wigkszos$¢ przypadkdéw
kostniakomigsaka jest wynikiem sporadycznych mutacji, uwaza si¢, ze kluczowa
zmiang w patogenezie OS jest utrata funkcji gendow supresorowych nowotworu.

Stwierdzono, ze wystgpowanie pewnych chorob genetycznych predysponuje
do rozwoju OS. Czestsze wystepowanie kostniakomigsaka obserwuje si¢ u 0sob
z rodzinnym zespotem Li-Fraumeni, dziedziczng retinoblastomg, zespolem
Rothmunda-Thomsona, Blooma lub zespotem Wernera. Geny, zwigzane z tymi
wszystkimi rodzinnymi zespotami, koduja produkty biatkowe niezbedne do
stabilizacji genomu, a ich uposledzenie moze objawia¢ si¢ wadliwym
utrzymywaniem DNA (Ottaviani G. i Jaffe N., 2009; Moore D. i Luu H., 2014;
Rickel K., i in., 2017; Martin J., i in., 2012; Mohaghegh P. i Hickson 1., 2001).
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Zespot Li-Fraumeni, dziedziczony w sposéb autosomalnie dominujacy, jest
najczestszym zespotem predysponujacym do rozwoju migsakow dziecigcych. Wigze
si¢ z mutacjag w genie TP53. Gen ten koduje gtowny czynnik transkrypcyjny p53,
regulujacy ekspresje genow zwigzanych z naprawg DNA 1 inicjujacy apoptoze
komorki, gdy jej uszkodzenie jest nieodwracalne. Utrata funkcji genu supresorowego
TP53 predysponuje pacjentow z zespotem Li-Fraumeni do rozwoju réznych
nowotworow, a u okoto 30% z nich rozwija si¢ kostniakomigsak (Beckerman R.
i Prives., 2010; Kansara M. i Thomas D., 2007; Zhang J., i in., 2015a; Bougeard G.,
i in., 2015).

Bezposrednia inaktywacja genu TP53 nie jest jednym mechanizmem, za
pomocg ktorego szlak p53 moze zostaé zaklocony. Réwniez na poziomie
potranslacyjnym moze dochodzi¢ do inaktywacji p53 w wyniku dzialania biatek
regulujacych jego funkcje. Znanym inhibitorem p53 jest biatko MDM2, ktére ma
zdolno$¢ zardwno promowania degradacji p53, jak i hamowania jego transkrypcji.
Amplifikacja genu MDM2 wystgpuje stosunkowo rzadko w pierwotnym
kostniakomigsaku, ale znacznie czgéciej pojawia si¢ w przerzutach tego nowotworu
oraz w zmianach nawrotowych (Martin J., i in., 2012).

Inng predyspozycja do rozwoju kostniakomigsaka jest brak biatka
retinoblastomy (pRb), spowodowany mutacjami w genie supresorowym nowotworu
RB1. Gen RB1 koduje biatko pRb, ktore zapobiega przejsciu komorek z fazy Gi
cyklu komoérkowego do fazy S po uszkodzeniu DNA. Biatko to wigze czynniki
transkrypcyjne z rodziny E2F, hamujac w ten sposob ich funkcje. Czynniki E2F
reguluja ekspresj¢ cyklin, ktore poprzez zwigzanie z kinazami zaleznymi od cyklin
(CDK) utatwiaja wejscie komoérek w faze S cyklu podzialowego. Brak biatka
retinoblastomy skutkuje wiec niekontrolowanymi podziatami komorek. Utrate
prawidtowej funkcji pRb obserwuje si¢ w kilku sporadycznych ludzkich
nowotworach, w tym w kostniakomigsaku. W wielu badaniach wykazano, ze utrata
funkcji RB1 jest skorelowana ze zlym rokowaniem dla pacjentow
z kostniakomigsakiem. Dodatkowo stwierdzono, ze utrata funkcji RB1 wigze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem przerzutow OS 1 slaba odpowiedzig histologiczng na
chemioterapi¢, w poréwnaniu z pacjentami bez zmian w funkcji RB1 (Manning A.
i Dyson N., 2011; Kleinerman R., i in., 2012; Lohmann D., 2010; Yu C., i in., 2009;
Ren W. i Gu G, 2017).
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Zwigkszona czesto$¢ pojawiania si¢ kostniakomigsaka wystepuje rowniez
u osob z mutacjami w genach kodujacych helikazy DNA, w tym w zespole
Rothmunda-Thomsona, Wernera i Blooma. Zesp6t Rothmunda-Thomsona jest
autosomalnie recesywnym zaburzeniem spowodowanym przez mutacj¢ w genie
RECQL4, ktoéry koduje helikaze DNA z rodziny RECQ. Wykazano, ze abberacje
genu RECQL4 s3 zwigzane z rozwojem kostniakomigsaka. Dwa inne zaburzenia
helikazy RECQ, to zespoty Blooma i Wernera, ktore réwniez predysponujg do
rozwoju OS. Oba zespoly wynikaja z niestabilnosci genomu spowodowanej
dziedziczng mutacja w genie BLM i WRN, odpowiednio dla zespotu Blooma
i zespotlu Wernera (Lu L., i in., 2014; Larizza L., i in., 2010; Mohaghegh P.
i Hickson 1., 2001; Wang L. i in., 2003; Nishijo K., i in., 2004).

2.6. Najczestsze zaburzenia molekularne wystepujace w kostniakomig¢saku

Oprocz zaburzen genetycznych spowodowanych niestabilno$cia genomu
1 utratg genow supresorowych, w kostniakomigsaku wystepuja réwniez zaburzenia
w gléwnych szlakach przekazywania sygnalu wewnatrzkomérkowego, ktore
sprzyjaja proliferacji komodrek OS 1 przerzutowaniu.

W  rozwoju kostniakomigsaka zidentyfikowano zmiany w szlaku
sygnatowym receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF-RI) (Lamplot J.,
i in., 2013; Luther G., i in., 2013; Su Y., i in., 2011). Czynniki wzrostu, IGF-I/I1, po
zwigzaniu z IGF-RI aktywuja kolejne kaskady szlakéw sygnalowych
PI3BK/Akt/mTOR i MAPK/ERK, promujacych proliferacje, migracje i przezycie
komorek. W wiekszosci pierwotnych 1 przerzutowych guzéw OS stwierdzono
zwigkszong ekspresje IGF-IR oraz IGF-1 i IGF-1l (Burrow S., i in., 1998).
Zwigkszona ekspresja IGF-I jest zwigzana z bardziej agresywnymi fenotypami 1 jest
negatywnym  czynnikiem rokowniczym, je$li  zostanie zidentyfikowana
w pierwotnych guzach (Jentzsch T., i in., 2014; MacEwen E., i in., 2004).

Przyzyciowy szlak sygnalowy PI3K/Akt/mTOR jest podstawowym
mechanizmem uczestniczagcym w progresji kostniakomigsaka oraz najczestszym,
zaburzonym szlakiem w tym nowotworze. Zaburzenie tego szlaku wywiera
plejotropowy wpltyw na wilasciwosci komoérek rakowych, regulujac m.in.
proliferacje, cykl komdrkowy, apoptoze, inwazyjnos¢, przerzutowanie, angiogeneze

oraz oporno$¢ na czynniki chemiczne. W guzach OS czesto wystepuja przede
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wszystkim mutacje w genie PTEN, ktory jest glownym negatywnym regulatorem
szlaku PI3K/Akt. Utrata aktywno$ci PTEN prowadzi do trwalej aktywacji tego
szlaku (Zhang J., i in., 2015b; Perry J., i in., 2014; Moriarity B., i in., 2015).

W nowotworach wazng role odgrywa réwniez transformujgcy czynnik
wzrostu beta (TGF-B). W zalezno$ci od rodzaju nowotworu i stadium rozwoju guza
TGF-B moze dziata¢ zaréwno jako supresor nowotworu, jak i promotor jego rozwoju
(Lamora A., i in., 2016). Wykazano, ze TGF- wspiera progresj¢ mi¢sakOw poprzez
stymulacje przerzutowania. Dzieje si¢ to czeSciowo poprzez regulacje migracji
1 inwazyjnosci komorek. W surowicy pacjentow z kostniakomigsakiem
obserwowano zwigkszony poziom TGF-B1 i TGF-f2 w poréwnaniu do zdrowych
osoOb. Ponadto zwigkszone wytwarzanie TGF-f3 byto skorelowane z OS o wysokim
stopniu ztosliwosci 1 zwigzane z obecnoscig przerzutow w phlucach (Verrecchia F.
i Rédini F., 2018; Lamora A., i in., 2014; Yang R., i in., 1998; Xu S., i in., 2014).

Wigzanie proangiogennego biatka, czynnika wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF) z jego receptorem (VEGFR) stymuluje ekspresje biatek,
takich jak metaloproteinazy i proteazy plazminowe, ktoére degraduja macierz
zewnatrzkomérkowa 1 umozliwiaja tworzenie nowych naczyn krwiono$nych.
W kostniakomigsaku, u wielu pacjentdw obserwuje si¢ zwickszong ekspresj¢ VEGF
oraz amplifikacje¢ gendéw szlaku VEGF. Amplifikacja gendw, nadekspresja biatka
oraz wysokie poziomy VEGF i VEGFR w surowicy pacjentow z OS wigza si¢
z obecnoscig przerzutow do pluc oraz uznawane sg za zly czynnik rokowniczy dla
przezycia. Pacjenci z wysokim poziomem ekspresji VEGF charakteryzujg sie
krotszym catkowitym przezyciem w porownaniu z osobami o nizszej ekspresji tego
czynnika, co sugeruje, ze ekspresja VEGF moze by¢ biomarkerem rokowniczym
u pacjentéow z OS (Chen D., i in., 2013; Yang J., i in., 2011). Ponadto stwierdzono,
ze ckspresja VEGF jest dodatnio skorelowana ze stadiami nowotworowymi
kostniakomigsaka, co wigze si¢ z wigkszym prawdopodobienstwem nawrotu choroby
1 czgstszymi przypadkami przerzutow odlegtych w grupie oséb z wysokim
poziomem VEGF w poréwnaniu z pacjentami o niskim poziomie VEGF. VEGF jest
rowniez skorelowany ze stabg odpowiedzig histologiczng na chemioterapi¢ (Abdeen
A. iin., 2009; Lammli J., i in., 2012).

Szlak sygnalowy Wnt pelni kluczowa rolg¢ w procesie réznicowania,
proliferacji i przezywalnosci komoérek (Alfranca A., i in., 2015; Adamopoulos C.,

I in., 2016). Ligandy Wnt wiazac si¢ z receptorami Frizzled i LRP5/6 pobudzaja
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kanoniczny szlak przekazywania sygnatu Wnt/-katenina, ktoéry zwigksza aktywno$¢
czynnika transkrypcyjnego TCF. Szlak ten pelni istotng rolg¢ w morfogenezie kosci
w czasie embriogenezy, w regulacji masy kosci oraz jej regeneracji (Cai Y., i in.,
2014). Badania sugeruja, ze zwickszona aktywacja szlaku Wnt przyczynia si¢ do
rozwoju OS. Zwigkszong aktywnos$¢ tego szlaku sygnatowego stwierdzono
w pierwotnych guzach od pacjentow oraz liniach komoérkowych kostniakomigsaka
(Chen C., i in., 2015). Jest to prawdopodobnie zwigzane z nadekspresjg ligandow
Wnt w komorkach OS, ktére w sposob autokrynny aktywuja wspomniany szlak
sygnatowy 1 wplywajg na proliferacj¢ komorek poprzez zwickszenie ekspresji genu
zwigzanego z cyklem komorkowym CDC25A (Vijayakumar S., i in., 2011). Ponadto
w tkankach OS stwierdza si¢ zwigkszong ekspresj¢ receptorow Wnt (Cai Y., i in.,
2014). Aktywacja szlaku Wnt-B-katenina jest roéwniez zaangazowana w proces
wczesnego przerzutowania OS oraz jego oporno$¢ na chemioterapie (Alfranca A.,
i in., 2015; Adamopoulos C., i in., 2016).

Innym szlakiem, zaangazowanym w rozwdj ko$ci jest zachowany
ewolucyjnie szlak Notch, ktory reguluje istotne procesy komorkowe, takie jak
proliferacja, réznicowanie czy angiogeneza. Aktywacja tego szlaku wydaje si¢
odgrywac¢ istotng role¢ w transformacji nowotworowej komorek kostnych oraz
progresji kostniakomigsaka. Zmiany w Notch wplywaja zwlaszcza na inwazyjno$¢
komorek OS oraz przerzutowanie (Hughes D., 2009; Adamopoulos C., i in., 2016).

Odkrycia z ostatnich lat sugeruja, ze u podioza powstawania 1 rozwoju
wielu nowotworow hematologicznych oraz guzéw litych leza mutacje w genach
kodujacych dehydrogenazg¢ izocytrynianowa (IDH), przyczyniajace si¢ do
rozregulowania komorkowej energetyki i metabolizmu (Dang L., 1 in., 2016).
Dehydrogenazy izocytrynianowe sg kluczowymi enzymami metabolicznymi, ktore
w cyklu kwasow trikarboksylowych (TCA) przeksztatcaja izocytrynian do alfa-
ketoglutaranu (AKG) w reakcji oksydacyjnej dekarboksylacji (Nakrutenko A., i in.,
1998). Rodzina IDH sktada si¢ z trzech izoenzyméw, IDH1, IDH2 oraz IDH3, przy
czym IDH2 i 3 wystepuja w mitochondriach, natomiast IDH1 — w cytoplazmie
komorki. Zmutowane enzymy IDH]1 i IDH2 przeksztalcaja AKG do onkometabolitu,
D-2-hydroksyglutaranu (2-HG), w wyniku czego w komorce obniza si¢ poziom
AKG. Ponadto, nagromadzony w komodrce 2-HG blokuje réznicowanie komorki
poprzez kompetycyjne hamowanie dioksygenaz zaleznych od AKG, ktore
uczestniczg w demetylacji histonow i DNA (Dang L., i in., 2016).
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Ryc. 1. Rola prawidlowych enzyméw IDH w komorce i znaczenie ich mutantow w rozwoju

nowotworu [Dang L., i in., 2016 — zmodyfikowany]

Somatyczne mutacje IDH1/2 wykryto w chrzestniakomigsaku, natomiast nie
zaobserwowano ich w chondroblastycznym kostniakomigsaku (Kerr D., i in., 2013).
Jednak badania przeprowadzone ostatnio wykazaly, ze rowniez w OS czgsto zdarzaja
si¢ mutacje IDH2 (Liu X., i in., 2013). Ponadto zaobserwowano, ze prawidlowe
komorki ko$ci charakteryzuja sie wyzsza ekspresja IDH1 w pordéwnaniu
z komorkami OS (Hu X., i in.,, 2014). Niska ekspresja IDH1 korelowata z OS
o wysokim stopniu ztosliwosci oraz podwyzszonym potencjalem przerzutowym.
Wyzszy 5-letni wskaznik przezycia stwierdzono w grupie o wysokiej ekspresji IDH1
w poréwnaniu z grupg o niskiej ekspresji enzymu (Hu X., i in., 2010; Liu D., i in.,
2017). Wykazano takze, ze ekspresja IDH2 byla obnizona w kostniakomigsaku
o wysokim stopniu zlosliwosci. Podobny trend dotyczyt zwigkszenia przerzutow
u pacjentow z niska ekspresjg IDH2 (Yi W., i in., 2016). Ponadto, obnizenie poziomu
IDH1 lub IDH2 wptywato pozytywnie na wzrost komorek, zwigkszato proliferacje,
przerzuty oraz inwazje komoérek OS (Hu X., i in., 2014; Yi W., i in., 2016).
Przypuszcza si¢, ze IDH1 i IDH2 moga by¢ zaréwno potencjalnymi biomarkerami

do oceny progresji nowotworu, jak 1 przewidywania ryzyka przerzutow
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w kostniakomigsaku (Hu X., i in., 2010; Hu X., i in., 2014; Yi W., i in., 2016; Liu D.,
i in., 2017).

2.7. Objawy, diagnostyka i leczenie kostniakomiesaka

U o0s6b chorujacych na kostniakomigsaka czg¢sto wystepuja niespecyficzne
dolegliwosci. Zwykle pierwszg oznaka choroby jest okresowy bol wokot miejsca
dotknigtego zmiang nowotworowa z lub bez wyczuwalnej masy. W przypadku
wystepowania OS wokoét stawu kolanowego, bdl nasilajacy si¢ przy obcigzeniu moze
objawiac si¢ jako utykanie. Bol moze by¢ zaostrzony przez aktywno$¢ ruchowa, ale
jest réwniez obecny w spoczynku lub podczas snu. Nasilenie bolu bez wyraznych
oznak infekcji lub urazu jest szczegodlnie niepokojacym objawem. Pacjenci moga
zghasza¢ takze ograniczony ruch stawoéw. Szacuje si¢, ze okolo 5 - 10% pacjentow
wykazuje patologiczne ztamanie jako pierwsza oznake choroby (Widhe B. i Widhe
T., 2000; Pan K., i in., 2010; Scully S., 1 in., 2002). Tradycyjne objawy zwigzane
z nowotworem, takie jak utrata masy ciata, zte samopoczucie oraz goraczka zwykle
wystepuja tylko w zaawansowanej chorobie i nie sg specyficznymi objawami
u dzieci (Dadia S. i Grimer R., 2007).

W diagnozowaniu, $ledzeniu postepéw oraz nawrotow choroby
uzytecznymi biomarkerami w surowicy s3: alkaliczna fosfataza (ALP)
1 dehydrogenaza mleczanowa (LDH). Wykazano, ze markery te dodatnio koreluja
z objetoscia guza. Pierwszym krokiem w diagnostyce jest wykonanie zdjeé
rentgenowskich zmienionej kosci 1 sasiadujacego stawu. Jesli na zwyktych zdjeciach
radiologicznych istniejg wystarczajagce dowody wskazujace na kostniakomigsaka,
w celu lepszej oceny samego guza i poszukiwania miejsc przerzutOw stosowane sg
nastepnie zaawansowane techniki obrazowania jadrowego, takie jak rezonans
magnetyczny (MRI) i tomografia komputerowa (CT). Scyntygrafia kosci jest czgsto
stosowana w potaczeniu z CT w celu identyfikacji przerzutow, a obecnos$¢ lub brak
choroby przerzutowej pozostaje jednym z najwazniejszych czynnikow
predykcyjnych wyniku pacjenta. Istnieje takze dodatkowa technika obrazowania,
jaka jest skanowanie metoda pozytonowej tomografii emisyjnej (PET). Jednak
w celu potwierdzenia rozpoznania, zawsze wymagana jest biopsja (Geller D.
i Gorlick R., 2010; Limmahakhun S., i in., 2011; Lindsey B., i in., 2017; Moore D.
i Luu H., 2014).
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W standardowym leczeniu kostniakomigsaka wykorzystuje si¢ obecnie
neoadiuwantowa chemioterapi¢, chirurgi¢, a nastgpnie pooperacyjng chemioterapi¢
adiuwantowg. Istnieje wiele réznych schematow chemioterapii OS, zawierajacych od
dwoch do siedmiu lekow (Geller D. i Gorlick R., 2010; Lindsey B., 1 in., 2017).
Cztery leki wykazujace statg aktywnos$¢ wobec OS to: cisplatyna, doksorubicyna,
metotreksat w wysokiej dawce z dodatkiem leukoworyny oraz izofosfamid
z etopozydem lub bez niego. Wielolekowa chemioterapia MAP (metotreksat,
doksorubicyna, cisplatyna) jest obecnie leczeniem pierwszego rzutu, zaliczanym do
standardowej terapii (Anninga J., i in., 2011). Przed pojawieniem si¢ chemioterapii
OS byl niemal powszechnie $miertelng choroba. Po odkryciu nowych lekéw
cytotoksycznych, zaczgto stosowaé w leczeniu kostniakomigsaka chemioterapie
wielolekowa, ktora zwigkszyta przezywalno$¢ pacjentow dotknigtych ta choroba
z 11 do 61% (Durfee R., i in., 2016). Niezaleznie od schematu chemioterapii,
chirurgiczne usunigcie wszystkich zmian chorobowych pozostaje kluczowe dla
uzyskania remisji i poprawy przezycia pacjenta. W zaleznosci od rozlegtosci zmiany,
wykonywany jest zabieg resekcji guza oszczedzajacy konczyne lub przeprowadza sie
amputacj¢ konczyny. Jesli jest to mozliwe, usuwa si¢ rowniez ewentualne przerzuty.
Resekcja obejmuje wycigcie guza z szerokim marginesem zdrowej tkanki, co ma
kluczowe znaczenie w zapobieganiu nawrotom (Bacci G., i in., 2006). Gdy nie jest
mozliwe osiagni¢cie odpowiednich margines6w, rozwazana jest amputacja konczyny
(Lindsey B., i in., 2017; Grimer R., 2005). Historycznie, amputacja byta uwazana za
niezbedng do kontrolowania miejscowej choroby. W ostatnich dziesigcioleciach
ulegto to zmianie dzigki postepowi w technikach chirurgicznych, umozliwiajacych
uratowanie chorej konczyny (Grimer R., 2005; Marulanda G., i in.,, 2008).
W leczeniu kostniakomigsaka stosowana jest rowniez radioterapia, zalecana
w przypadku nieoperacyjnych lub niecatkowicie usunietych guzoéw (Oertel S., i in.,
2010).

Chociaz chemioterapia znaczaco poprawia rokowanie u pacjentow
z nieprzerzutowym OS, osoby te czgsto sa zmuszone do zaprzestania i modyfikacji
schematéw chemioterapii z powodu lekoopornosci, toksycznosci i/lub dziatan
niepozadanych, obejmujacych na przyklad kardiotoksycznos¢, uszkodzenie nerek,
nieprawidlowa czynno$¢ watroby, zapalenie btony sluzowej jamy ustnej oraz reakcje
zoladkowo-jelitowe, takie jak nudno$ci i wymioty. Ponadto chemioterapia nie jest

w stanie skutecznie kontrolowac przerzuty i progresje guza. Dlatego konieczne jest
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opracowanie nowatorskich $§rodkow 1 alternatywnych strategii zwalczania tej
choroby nowotworowej, aby poprawi¢ rokowania u chorych z nawrotowym,
przerzutowym lub opornym na leczenie kostniakomigsakiem (Zhang Y., i in., 2018).
Obiecujagcymi  strategiami w  leczeniu  kostniakomigsaka  moze  by¢
immunomodulacja, zastosowanie inhibitorow receptorow blonowych kinaz
tyrozynowych, inhibitorow szlakow wewnatrzkomorkowych, bisfosfonianéw czy

mikroRNA (Botter S., i in., 2014; Gill J., i in., 2013).

3. Alfa-ketoglutaran

3.1. Powstawanie i rola AKG

Kwas alfa-ketoglutarowy jest organicznym zwigzkiem chemicznym,
zawierajacym dwie grupy karboksylowe i jedng ketonowa. Z tego powodu okresla
si¢ go mianem kwasu dikarboksylowego. Grupa karboksylowa tego zwigzku ma
wlasciwos$ci kwasowe, natomiast grupa ketonowa wptywa na jego reaktywnos¢. Inne
nazwy tej czasteczki to kwas 2-ketoglutarowy, 2-oksoglutaran, kwas
2-oksoglutarowy lub kwas 2-oksopentanodiowy (Filip R. i Pierzynowski S., 2007;
Krebs H. i Johnson W., 1980).

Anion kwasu alfa-ketoglutarowego, czyli alfa-ketoglutaran jest waznym
metabolitem posrednim w cyklu Krebsa (Ryc. 2). Cykl kwasow trikarboksylowych
(TCA) jest szeregiem reakcji zachodzacych w macierzy mitochondrialnej, w ktérych
utleniane sa zwiazki pochodzace z glukozy, aminokwasow i kwasow tluszczowych,
prowadzac do wytworzenia dwutlenku wegla oraz zredukowanych koenzyméw -
NADH i FADH,. Nastgpnie koenzymy te wykorzystywane sg w dostarczaniu
elektronow do tancucha oddechowego w celu wytworzenia ATP. W cyklu Krebsa,
AKG powstaje w wyniku oksydacyjnej dekarboksylacji izocytrynianu przy udziale
IDH, a nastgpnie ulega oksydacyjnej dekarboksylacji katalizowanej przez
dehydrogenaze alfa-ketoglutaranowa (Krebs H. i Johnson W., 1980).
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Ryc. 2. Cykl kwasow trikarboksylowych [opracowanie wlasne]

AKG jest kluczowa czasteczkag w metabolizmie biatek i aminokwasow,
szczegblnie glutaminy i1 glutaminianu (Wernerman J. i Hammarqvist F., 1999).
W komorkach, glutamina metabolizowana jest do alfa-ketoglutaranu dwiema
$ciezkami. Pierwszy szlak to proces zwany glutaminoliza, ktory sktada si¢ z dwoch
etapow deaminacji. Najpierw, glutamina przy udziale enzymu glutaminazy jest
przeksztalcana w glutaminian i amoniak (Cooper A. i Kuhara T., 2014). Glutaminian
jest nastepnie przeksztalcany w sposob odwracalny do AKG w wyniku dziatania
dehydrogenazy glutaminianowej w mitochondriach lub przez transaminowanie
w celu wytworzenia aminokwasow w cytozolu lub mitochondriach (DeBerardinis R.,
I in., 2007). Alfa-ketoglutaran dziata jako gléwny akceptor grup aminowych
w transaminowaniu aminokwasow. Glutaminian moze zosta¢ réwniez odwracalnie
przeksztalcony w glutaminge za pomocg syntetazy glutaminowej. W drugim szlaku
metabolizowania glutaminy, dochodzi do jej transaminowania przez transaminaze
glutaminy, co prowadzi do powstania odpowiedniego o-ketokwasu, a mianowicie

a-ketoglutaramatu. Zwigzek ten jest nastgpnie hydrolizowany przez w-amidazg,
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w wyniku czego powstaje AKG i amoniak. Dzigki temu catkowicie usuwana jest
z organizmu grupa aminowa (Cooper A. i Kuhara T., 2014; Grzesiak P., i in., 2016;
Rajendram R., i in., 2015).

W zwiazku z tym, ze AKG jest waznym produktem posrednim w cyklu
Krebsa, wystgpuje gldéwnie w komorkach (w mitochondriach i cytoplazmie).
Wykrywany jest takze w matych ilosciach (ok. 25 uM/l) w krwi (Martin M., 1 in.,
1989; Rocchiccioli F., i in., 1984; Wagner B., i in., 2010). U os6b powyzej 40 roku
zycia jego poziom w krwi stopniowo si¢ obniza (Harrison A. i Pierzynowski S.,
2008). Natomiast zwigkszenie ilosci AKG w krwi obserwowano U 0s6b aktywnych
fizycznie (Brugnara L., i in., 2012), a przy intensywnym treningu wysitkowym jego

poziom osiggat nawet 800 uM/I (Leibowitz A., i in., 2012).

3.2. Whasciwosci egzogennego AKG

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, AKG jest produktem posrednim
w biosyntezie glutaminianu i glutaminy, ktoére s3 bardzo wazne dla metabolizmu
energetycznego. Te dwa aminokwasy odgrywaja kluczowa rol¢ w wielu szlakach
metabolicznych i determinujg prawidtowe funkcjonowanie nerek, jelita, watroby,
neuronéow, komorek uktadu odpornosciowego, a takze komorek [ trzustki
(Newsholme P., i in., 2003).

AKG nie jest obecny w codziennej diecie cztowieka, natomiast od wielu lat
znajduje zastosowanie jako skladnik wielu suplementow, w ktorych wystepuje
w polaczeniu z ré6znymi aminokwasami (np. z argining, ornityng) lub jako sol
sodowa, potasowa czy wapniowa. Alfa-ketoglutaran jest dobrze rozpuszczalny
w wodzie, nie wykazuje wlasciwosci toksycznych, a jego wodne roztwory
charakteryzujg si¢ wysokg stabilnoscig (Filip R. i Pierzynowski S., 2007).
Wykazano, ze po doustnym podaniu, najbardziej intensywne wchtanianie alfa-
ketoglutaranu ma miejsce w jelicie cienkim, natomiast najwolniej jest on wchtaniany
w okreznicy. Niskie pH, obecnosé¢ jondéw Fe?* i/lub SO4% moze zwigkszaé absorpcje
AKG, ktoéry nastgpnie jest metabolizowany w enterocytach (Dabek M., i in., 2005;
Buddington R., i in., 2004). Tylko 40% AKG ulega degradacji do CO; w btonie
sluzowej jelit (Junghans P., i in. 2006). Reszta AKG moze by¢ wykorzystywana
w roznych szlakach metabolicznych, zarowno w enterocytach, jak i w tkankach

obwodowych. Okoto 20% dostarczonego AKG pojawia si¢ w krwioobiegu (Filip R.
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I Pierzynowski S., 2008). W enterocytach AKG ulega przeksztalceniu w proling,
leucyne i inne aminokwasy (Lambert B., i in.,, 2006). Alfa-ketoglutaran ulega
szybkiej degradacji, prawdopodobnic zalezne jest to od szybkiego metabolizmu
w enterocytach i watrobie (Dgbek M., i in., 2005).

Podobnie jak glutamina, AKG poprawia wzrost, rozwdj i funkcje jelit,
dziatajac jako gléwne zrédlo energii i sktadnik struktur zarowno w warunkach
fizjologicznych, jak i patologicznych (Hou Y., i in., 2010, 2011; Wu G., i in., 2011,
Dai Z., i in., 2013). Wykazano, ze dieta z 1% suplementacja AKG zwickszyta
synteze biatek w blonie Sluzowej jelita prosigt poddanych dzialaniu LPS, ztagodzita
uszkodzenie blony $luzowej oraz zwigkszyta funkcje absorpcyjng jelita cienkiego
(Hou Y., i in., 2010). Wykazano ponadto, ze AKG moze zwigksza¢ podaz ATP
1 wspomodc funkcje komorek jelitowych poprzez stymulacje fosforylacji kinazy
biatkowej aktywowanej monofosforanem adenozyny i utlenianie substratow
energetycznych (np. glukozy, aminokwaséw, kwasow tluszczowych) w blonie
Sluzowej jelit (Blachier F., i in., 2009; Burrin D. i Stoll B., 2009; Hou Y., i in.,
2011).

AKG moze zapobiega¢ katabolizmowi biatek mi¢sniowych po operacji lub
urazie, poprawiajac w ten sposob bilans azotowy (Xiao D., i in., 2016). W badaniach
klinicznych u pacjentéw septycznych, pourazowych lub chirurgicznych stwierdzono,
ze AKG poprawia przyrost masy ciata oraz bilans azotowy (Wirén M., i in., 2002; Le
Boucher J., i in., 1998). Niektore badania donoszg rowniez, ze AKG jest skutecznym
wsparciem zywieniowym w sytuacjach traumatycznych, szczego6lnie po oparzeniach.
Z tego wzgledu suplementacja AKG moze by¢ pomocna w leczeniu starszych
pacjentow po urazach i zabiegach chirurgicznych (Wu N., i in., 2016).

Ponadto, AKG moze stuzy¢ jako $rodek neutralizujagcy amoniak poprzez
wlaczenie go do glutaminianu w wyniku dziatania enzymu dehydrogenazy
glutaminianowej lub/i poprzez zmniejszenie utleniania glutaminianu i glutaminy oraz
zmniejszenie wytwarzania mocznika, powodujac w ten sposob detoksykacje
amoniaku (Xiao D., i in., 2016).

Dostarczenie AKG przy braku glutaminy zwigksza proliferacje komorek, co
wskazuje na kluczowg rolg tego zwigzku w proliferacji komorek (Salabei J., i in.,
2015).

Oproécz tego, alfa-ketoglutaran zaangazowany jest w regulacj¢ metabolizmu

lipidow. Bierze udzial w tworzeniu karnityny, dzialajacej jako nos$nik kwasow
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thuszczowych w mitochondriach, gdzie moze zachodzi¢ odpowiedni katabolizm
thuszczow (Cooper A. i Kristal B., 1997; Hwu W., i in., 2000; Roe D., i in., 2000).
Obnizenie poziomu AKG moze powodowaé wzrost poziomu acetylokoenzymu A,
a zatem kumulacj¢ poziomow profilu lipidowego (wolnych kwasow thuszczowych,
triacylogliceroli, cholesterolu i fosfolipidow). Jednak efekt ten moze zostaé
odwrocony dzigki suplementacji AKG (Velvizhi S., 1 in., 2002). Badania wykazaty,
iz podawanie AKG szczurom z indukowang hipercholesterolemig obnizyto w Krwi
poziom cholesterolu catkowitego, lipoprotein niskiej gestosci (LDL) i trojglicerydow
oraz zwigkszylo stezenie lipoprotein wysokiej gestosci (HDL). Wyniki te wskazuja,
ze AKG zmniejsza ryzyko rozwoju hipercholesterolemii, moze obnizy¢ mas¢ ciata
oraz wywiera korzystny wplyw na regulacj¢ zawartosci LDL i HDL w osoczu
(Radzki R., i in., 2009).

Alfa-ketoglutaran charakteryzuje si¢ rowniez dziataniem
immunomodulacyjnym. AKG jako homolog glutaminy ma wlasciwos$ci
wzmacniajace odpornos¢, moze utrzymywac barier¢ jelitowa, zwickszaé ilos¢
komoérek odpornosciowych oraz aktywno$¢ neutrofili 1 fagocytozy, zmniejszac
translokacj¢ bakterii in vivo (Wu N., i in., 2016).

Ponadto, AKG jest substancjg przeciwutleniajgca, ktéra wykazuje istotng
role w zmiataniu reaktywnych form tlenu (ROS) w organizmie (Mailloux R., i in.,
2009). Wiele badan wskazuje, ze AKG dziala jako zrodto energii i $rodek
przeciwutleniajacy poprawiajacy fizjologiczny metabolizm i zmiatajacy ROS w celu
ztagodzenia stresu oksydacyjnego poprzez nieenzymatyczne oksydatywne
dekarboksylowanie H,O, (Liu S., i in., 2018). Co ciekawe, AKG jest uwazany za
naturalnego antagoniste zatrucia cyjankami. Ze wzgledu na strukture chemiczng jest
on zdolny do wigzania cyjanku, w wyniku czego powstaje nietoksyczna
cyjanohydryna (Bhattacharya R., i in., 2009; Tulsawani R., i in., 2007). W badaniach
in vitro oraz w szczurzych modelach in vivo wykazano, ze AKG zmniegjsza
uszkodzenia DNA wywotane cyjankiem (Bhattacharya R., i in., 2002).

Dodatkowo, suplementacja AKG ma pozytywny wplyw na rozwoj szkieletu
I utrzymywanie homeostazy (Kowalik S., i in., 2005). Alfa-ketoglutaran wykazuje
anaboliczne dzialanie na tkanke kostng. W wyniku dziatania AKG moze zachodzi¢
zwigkszone wytwarzanie kolagenu spowodowane wyzsza synteza proliny i jej dalsza
hydroksylacja do hydroksyproliny (gtownego sktadnika kolagenu) (Harrison A., i in.,
2004; Tatara M., i in., 2012; Kristensen N., i in., 2002).
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3.3. Przeciwnowotworowe dzialanie AKG

Wedlug danych literaturowych, AKG uczestniczy w regulacji proceséw
zwigzanych z transformacja nowotworowa oraz progresja nowotworu poprzez
wplyw na funkcjonowanie enzyméw modulujagcych aktywnos$¢ czynnika
indukowanego hipoksja (HIF) oraz modyfikujagcych DNA i histony (Vatrinet R., i in.,
2017).

AKG jest jednym z ko-substratow duzej grupy enzymow, tzw. dioksygenaz
zaleznych  od  alfa-ketoglutaranu  (2-OGDDs), ktore katalizuja  reakcje
hydroksylowania roznych substratow, m.in. biatek, kwaséw nukleinowych, lipidow
czy metabolitow posrednich. W reakcjach tych, jako drugi ko-substrat
wykorzystywany jest tlen. Wymagana jest tez obecnos¢ Fe (II) jako kofaktora
(McDonough M., i in., 2010). W czasie reakcji hydroksylacji jeden z atomow tlenu
uczestniczy w oksydatywnej dekarboksylacji AKG do bursztynianu i CO,. Nastepuje
rowniez utlenienie Fe (II) do Fe (IV). Aby przywréci¢ katalityczng aktywno$¢
dioksygenazy potrzebny jest kwas askorbinowy, ktory dostarczajagc elektrony
redukuje Fe (1V) do Fe (Il) (Pan Y., i in., 2007; Flashman E., i in., 2010).

Waznymi enzymami nalezacymi do 2-OGDDs sa hydroksylazy prolinowe
(PHDs), ktore katalizujg hydroksylacje reszt proliny. PHDs regulujg m.in. aktywnos¢
czynnika transkrypcyjnego HIF, ktory odgrywa gtowng role w promowaniu
kancerogenezy poprzez przeprogramowanie metabolizmu komoérek nowotworowych,
umozliwiajace im przezycie i dostosowanie si¢ do zmienionego, bardzo stresujacego
mikrosrodowiska. Zmiany metaboliczne w komoérkach nowotworowych polegaja
m.in. na zintensyfikowaniu glikolizy, zwickszeniu syntezy glikogenu
I wykorzystaniu glutaminy (a nie glukozy) jako gléwnego substratu do syntezy
kwasow thuszczowych. To metaboliczne przeprogramowanie jest koordynowane na
poziomie transkrypcyjnym przez czynnik transkrypcyjny HIF-1, ktory rowniez
indukuje ekspresje genow regulujacych proces angiogenezy i proliferacji komorek
(Semenza G., 2013). W komorkach ssaczych istniejg dwa typy HIF (HIF-1 i HIF-2),
ktore sg heterodimerami skladajacymi sie z labilnej podjednostki o, wrazliwej na
poziom O; oraz stabilnej podjednostki . Obie podjednostki ulegaja konstytutywnej
ekspresji, ale w warunkach prawidtowego stezenia tlenu (normoksji) czas péttrwania
HIFa wynosi ok. 5 minut, natomiast poziom HIFfB jest staty. W warunkach

normoksji, reszty proliny znajdujace si¢ w zaleznej od tlenu domenie degradacji
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(ODD) HIF-1a i HIF-20. s3 hydroksylowane przez PHDs. Jak dotychczas
zidentyfikowano trzy r6zne PHDs: PHD1, PHD2 oraz PHD3. Chociaz wszystkie trzy
izoformy hydroksyluja HIF-1a in vitro, jednak in vivo gtéwna rolg w regulacji tej
podjednostki w warunkach normoksji odgrywa PHD2. Po hydroksylacji, do HIF-1a.
przylacza si¢ biatko Von Hippel Lindau (pVHL), ktore rekrutuje kompleks ligazy
ubikwityny E3. Po ubikwitylacji HIF-1a ulega szybkiej degradacji w proteasomie.
W warunkach niedoboru tlenu lub przy zmniejszonych poziomach/braku kofaktorow,
czyli AKG lub Fe*, reakcja hydroksylacji z udzialem PHDs spowalnia lub
zatrzymuje si¢, co powoduje akumulacje HIF-1a w cytoplazmie. Po translokacji do
jadra komorkowego, HIF-1a ulega dimeryzacji ze stabilng podjednostka HIF-1f,
a dimer rozpoznaje i wigze si¢ z elementami odpowiedzi na hipoksje (HRE)
w genomie (Kaelin W. i Ratcliffe P., 2008; Kaelin W., 2005; Schofield C. i Ratcliffe
P., 2005; Loboda A., i in., 2010; Vatrinet R., i in., 2017).

HIF-1 moze by¢ réwniez aktywowany przy normalnym dostgpie tlenu,
a zjawisko to jest okreslane jako pseudohipoksja. Stabilizacja podjednostki HIF-1o
wystepuje np. w przypadku, gdy w komodrce dochodzi do mutacji w genach
enzymOw cyklu Krebsa, ktoére uczestnicza w metabolizmie AKG. Sa to:
dehydrogenaza bursztynianowa (SDH), hydrataza fumaranowa (FH) oraz IDH
(Zdzisinska B., i in., 2017). W wyniku braku lub zmienionej aktywno$ci tych
enzymow, w komodrkach dochodzi do akumulacji ich substratow, tj. bursztynianu,
fumaranu lub 2-HG, ktore okreslane sg jako onkometabolity (Morin A., i in., 2014).
Wymienione zwigzki sa strukturalnymi analogami AKG, w zwiazku z czym
konkuruja z AKG o wigzanie z PHD2. Po zwigzaniu z enzymem hamuja jego
aktywnos$¢, co z kolei przyczynia si¢ do stabilizacji HIF-la 1 aktywacji gendéw
promujacych kancerogeneze (Morin A, i in., 2014; Dang L., i in., 2009; Schaap F.,
1 in., 2013; Zdzisinska B., i in., 2017). Wedlug danych literaturowych zaréwno
zmniejszenie ilosci AKG, jak 1 zwigkszenie ilosci 2-HG moze zahamowac
aktywno$¢ PHD2 i aktywowac¢ HIF-1 (Xu W., i in., 2011; Zhao S., i in., 2009).
Z drugiej strony akumulacja AKG moze mie¢ odwrotny skutek i prowadzi¢ raczej do
konstytutywnej destabilizacji HIF-1o. Badania wykazaty, ze zwigkszenie stezenia
AKG w komorce moze zahamowac aktywacje HIF-1a indukowang nagromadzeniem
bursztynianu, fumaranu czy hipoksja. Prowadzi to do odwrdcenia wzmozonej

glikolizy i $mierci komorki (Tennant D., i in., 2009; Vatrinet R., i in., 2017).
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Jak juz wspomniano AKG uczestniczy réwniez w regulacji procesow
epigenetycznych. Modyfikacje epigenetyczne, czyli zmiany bez modyfikowania
sekwencji DNA, odgrywajg istotng role w regulacji procesow takich jak
transkrypcja, naprawa czy replikacja DNA. Modyfikacje potranslacyjne sg wazne
w organizacji struktury chromatyny. Utrzymuja réwnowage pomiedzy aktywna
transkrypcyjnie chromatyng luzng (euchromatyng), a nieaktywng chromatyna
skondensowang (heterochromatyng). Do podstawowych procesow, ktére regulujg
struktur¢ i funkcj¢ chromatyny nalezy metylacia DNA oraz potranslacyjna
modyfikacja histonow, polegajaca na dotaczeniu okreslonych grup funkcyjnych do
czasteczki biatka. Histony moga m.in. ulega¢ acetylacji, metylacji, fosforylacji,
ubikwitylacji, biotynylacji czy sumoilacji. Metylacja DNA jest jedna
z najwczesniejszych modyfikacji epigenetycznych u ludzi. Jest to rodzaj modyfikacji
po replikacji, ktéra czgsto wystepuje w cytozynach sekwencji dinukleotydowej CpG
za pomocg metylotransferaz DNA, ktoére przenosza grupe metylowa
z S-adenylometioniny do pigtego wegla reszty cytozyny tworzaC 5-metylocytozyng
(5mC). Metylacja DNA jest kluczowa modyfikacja epigenetyczng genomu, ktora
bierze udzial w regulacji wielu procesow komodrkowych. Obejmujg one rozwoj
embrionalny, transkrypcje, strukture chromatyny, inaktywacj¢ chromosomu X,
imprinting genomowy i stabilno$¢ chromosoméw. Wiele r6znych enzymow, w tym
metylotransferazy i demetylazy, katalizuje dotgczanie lub odtaczanie okreslonych
reszt funkcyjnych do odpowiednich aminokwasow lub nukleotydéw (Meng H., i in.,
2015; GraffJ. i Mansuy 1., 2008; Jin Z. i Liu Y., 2018; Robertson K., 2005). Zmiany
epigenetyczne zarowno na poziomie DNA, jak i biatek histonowych sa coraz czesciej
uznawane za modyfikatory procesow nowotworzenia, poniewaz modyfikacje
w poziomie ekspresji czynnikéw regulujacych procesy epigenetyczne lub zmiany
genomiczne w tych czynnikach moga przyczynia¢ si¢ do indukcji lub podtrzymania
rozwoju réznych nowotworow (Feinberg A., i in., 2016; Dawson M. i Kouzarides T.,
2012). Wyspy CpG sg powszechnie hipermetylowane w wielu typach nowotworow
I przewaznie jest to zwigzane z gorszymi rokowaniami, zazwyczaj z powodu
wyciszenia gendw supresorowych guza (Christensen B., i in., 2009). AKG i jego
strukturalne analogi (bursztynian, fumaran i 2-HG) moga regulowaé poziom
metylacji DNA 1 histonow, poniewaz dwie klasy enzymoéw zaangazowanych
w reakcje demetylacji i hydroksylacji DNA i histonow naleza do rodziny 2-OGDDs
(Hoffmann 1., i in., 2012). Hydroksylazy TET 1-3 katalizuja demetylacjc DNA
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poprzez hydroksylacje 5-metylocytozyny (5mC) do 5-hydroksymetylocytozyny
(5-hmC), podczas gdy najwigksza rodzina demetylaz histonow, demetylazy lizynowe
zawierajagce domeng¢ Jumonji C (KDM 2-7) usuwaja grupy metylowe z prawie
wszystkich znanych miejsc metylowania w histonach i mogg takze katalizowaé
demetylacje trzech metylowanych lizyn i arginin (Ito S., i in., 2010; Adam J., i in.,
2014; Loenarz C. i Schofield C., 2011; Kaelin W. i McKnight S., 2013; Hoffmann I.,
i in., 2012). Bursztynian, fumaran i 2-HG dziataja jako konkurencyjne inhibitory
enzymoéw KDM oraz TET | mogg indukowa¢ zmiany w metylacji DNA i histonow,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do kancerogenezy (Schaap F., i in., 2013; Sciacovelli
M., iin., 2016; Xiao M., i in., 2012; Xu W., i in., 2011; Vatrinet R., i in., 2017).
Wyniki badan (nielicznych jak dotychczas) przeprowadzonych nad
przeciwnowotworowa aktywnoscia AKG sugeruja, ze zwigzek ten moze by¢
obiecujacym czynnikiem chemioterapeutycznym lub/i chemoprewencyjnym.
W jednym z najwcze$niejszych doniesien literaturowych na ten temat wykazano, ze
s6l ornitynowa AKG zwigkszata aktywno$¢ cytostatyczna makrofagow
I cytotoksycznos¢ komorek NK u szczuréw z indukowanym nowotworem (Robinson
L., iin., 1999). Z kolei badania in vitro (w komorkowym modelu raka watroby) oraz
in vivo (w modelu raka pluca Lewisa), przeprowadzone przez badaczy japonskich
wykazaly, ze egzogenny AKG wykazuje zdolno$¢ do hamowania angiogenezy
w wyniku indukowania degradacji podjednostki HIF-1o i zmniejszenia syntezy
VEGF, co przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu nowotworu (Matsumoto K., i in.,
2006; Matsumoto K., i in., 2009). Ponadto, wyniki badan przeprowadzonych przez
Briére i in. (2005) oraz MacKenzie i in. (2007) sugeruja, ze AKG moze by¢
szczeg6lnie przydatny w leczeniu nowotworow, w ktorych wystepuja mutacje
w genach enzyméw cyklu Krebsa. Wykazano np., ze egzogenny AKG zapobiegal
translokacji podjednostki HIF-1a do jadra w fibroblastach, w ktorych wystepowata
mutacja genu dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) (Briere J., i in., 2005).
Ponadto, AKG zastosowany w formie estrow przywracal aktywno$¢ PHDs
w komorkach z defektem genu SDH, co skutkowato obnizeniem poziomu HIF-1a
(MacKenzie E., i in., 2007). Wykazano rowniez, ze przywrdocenie aktywnosci PHDs
w komorkach nowotworowych, w warunkach hipoksji powoduje nie tylko
destabilizacje podjednostki HIF-la, ale indukuje réwniez zmiany funkcjonalne

w tych komodrkach w postaci zahamowania procesu glikolizy i $mierci komorek
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(Tennant i in., 2009). Przeciwnowotworowe dziatanie AKG zaobserwowano rowniez
w warunkach prawidlowego poziomu tlenu. Rzeski i in. (2012) wykazali, ze AKG
hamuje progresj¢ cyklu komorkowego i proliferacje komorek w komorkowym
modelu raka jelita grubego. Warto wspomnieé, ze preparat nazwany KARAL®
(podawany w postaci roztworu do infuzji dozylnej), zawierajacy AKG w potaczeniu
z 5-hydroksymetylofurfuralem, N-acetylo-selenometioning oraz N-acteylo-metioning
jest obecnie w fazie badan klinicznych, w ktorych wykorzystywany jest do leczenia
pacjentow z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca, nicodpowiadajacych na zadng

konwencjonalng terapi¢ (Donnarumma F., i in., 2013).
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I11. Cel pracy

Wedlug danych literaturowych w kostniakomigsaku mogg wystepowac
mutacje w genach IDH oraz odnotowuje si¢ zmniejszong ekspresje enzymu IDH
przeksztalcajacego izocytrynian do AKG. Moze to skutkowa¢ obnizonym poziomem
mobilnego AKG w komoérkach OS i rozregulowaniem ich metabolizmu. Wykazano,
ze zwigkszenie ekspresji IDH w komorkach OS in vitro i in vivo wywierato efekt
przeciwnowotworowy poprzez zahamowanie proliferacji, migracji i inwazyjnosci
komorek kostniakomigsaka. W zwigzku z powyzszym W niniejszych badaniach
zatozono, ze dostarczenie komoérkom egzogennego AKG moze wywotywac podobny
efekt. W celu potwierdzenia tej hipotezy w pracy oceniano aktywnos¢
przeciwnowotworowg AKG in vitro w modelu komorkowym ludzkiego
kostniakomigsaka. Doswiadczenia wykonywano z wykorzystaniem dwoch linii
komorkowych ludzkiego kostniakomigsaka: Saos-2 i HOS.

W pracy analizowano nastepujace aspekty badawcze:

o wplyw szerokiego zakresu stezen AKG na zywotnos¢ komorek prawidtowych
(fibroblastow skory ludzkiej oraz ludzkich osteoblastow) w celu wybrania do
dalszych badan nietoksycznych stezen zwiazku,

e wplyw AKG na proliferacje komorek nowotworowych,

e wplyw wybranych stgzen AKG na przebieg cyklu komérkowego oraz na
poziom ekspresji biatek zwigzanych z cyklem komoérkowym — cykliny D1
oraz inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl w komorkach
kostniakomiesaka,

e zdolnos¢ AKG do indukcji apoptozy w komorkach kostniakomigsaka -
wptyw na aktywacj¢ kaspaz: -8, -9, -3 oraz ekspresj¢ biatek zwigzanych
z apoptoza: Bax i Bcl-2,

e zdolno$¢ AKG do modulowania poziomu fosforylacji kinaz MAP oraz kinazy
biatkowej Akt w komoérkach linii Saos-2,

e wplyw wybranych stezen AKG na poziom produkcji VEGF oraz TGF-B
przez komorki kostniakomigsaka,

e wplyw wybranych stezeh AKG na migracje 1 inwazyjno$s¢ komorek

kostniakomigsaka.
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V. Materialy

1. Alfa ketoglutaran

Jako zrédlo AKG, w badaniach uzywano dwuwodng sél disodowa kwasu
alfa-ketoglutarowego (Na,AKG x 2H,0), zakupiong w Sigma-Aldrich. Substancje¢
rozpuszczano w odpowiednim dla danej linii komérkowej ptynie hodowlanym,
przygotowujac wyjsciowy roztwoér o stezeniu 1 M, po czym jatowiono jg poprzez
przesaczenie przez saczek o S$rednicy poréw 0,22 pum. Roztwor AKG
przygotowywano do eksperymentow za kazdym razem na $wiezo, a pozadane
stezenia zwigzku otrzymywano poprzez rozcienczenie wyjsciowego roztworu AKG

ptynem hodowlanym.

2. Plyny odzywcze do hodowli komérkowej

e podloze Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’s Nutrient Mixture F12
(DMEM/F12), Sigma-Aldrich

e podloze Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham
bez czerwieni fenolowej (DMEM/F12 w/o PhR), Sigma-Aldrich

e podloze Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM), Sigma-Aldrich

e podioze McCoy’s 5A Medium, Sigma-Aldrich

e plodowa surowica bydleca (fetal bovine serum, FBS), inaktywowana

termicznie, PAN-Biotech

3. Antybiotyki
e gentamycyna (G418, 50 mg/ml), Sigma-Aldrich
e roztwor antybiotykow (antibiotic/antimycotic, A/A) — (10 mg streptomycyny,
10000 U penicyliny i 25 pg amfoterycyny B/ml), Sigma-Aldrich

4. Linie komorkowe

» Saos-2 — linia komorkowa ciagta ludzkiego kostniakomigsaka, o numerze

katalogowym HTB-85™

, pochodzaca z amerykanskiej kolekcji linii
komoérkowych (ATCC; American Type Culture Collection Manassas, VA,

USA). Komoérki linii Saos-2 hodowano w temperaturze 37°C i atmosferze

39



z 5% przeptywem CO,, w ptynie hodowlanym McCoy’s 5A, z dodatkiem
10% FBS oraz 1 ml/100 ml ptynu roztworu A/A.

HOS - linia komorkowa ciggta ludzkiego kostniakomigsaka, o numerze
katalogowym CRL-1543™ pochodzaca z ATCC. Hodowle prowadzono
w podtozu EMEM z dodatkiem 10% FBS oraz 1 ml/100 ml ptynu roztworu
AJA, w temperaturze 37°C i atmosferze z 5% CO.,.

hFOB 1.19 — transformowana linia komoérkowa prawidtowych osteoblastow
cztowieka, pochodzaca z ATCC, o numerze katalogowym CRL-11372™,
hodowana w podtozu DMEM/F12 w/o PhR, w temperaturze 34°C
I atmosferze z 5% CO,. Ptyn wzrostowy uzupetniano dodatkiem 10% FBS,
0,3 mg/ml G418 oraz 2,5 mM L-glutaminy. Linia hFOB 1.19 jest
transfekowana antygenem T wirusa SV40.

HSF — prawidlowe fibroblasty skory ludzkiej, wyprowadzone w Zaktadzie
Wirusologii i Immunologii UMCS z fragmentéw skory ludzkiej. Komorki
hodowano w temperaturze 37°C i atmosferze z 5% CO,, w ptynie
hodowlanym DMEM/F12 z dodatkiem 10% FBS oraz 1 ml/100 ml ptynu
roztworu A/A.

5. Odczynniki

akrylamid/bisakrylamid, Sigma-Aldrich

bromek 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolylo)-2,5-difenylotetrazolowy (MTT), Sigma-
Aldrich

chlorek sodu (NaCl), POCH Gliwice

dimetylosulfotlenek (DMSO), Sigma-Aldrich

dwusiarczan amonu (APS), Fisher Scientific

etanol, POCH Gliwice

fluorek sodu (NaF), Sigma-Aldrich

fluorek fenylometanosulfonylu (PMSF), Sigma-Aldrich

glicyna, Sigma-Aldrich

H,O redestylowana (MiliQ), Zaklad Wirusologii 1 Immunologii UMCS
w Lublinie

jodek propidyny/RNAaza, BD Pharmingen

kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), Sigma-Aldrich
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kwas solny (HCI), POCH Gliwice

L-glutamina, Sigma-Aldrich

marker bialkowy do elektroforezy — Precision Plus Protein™ Dual Color
Standards, Bio-Rad

metanol, POCH

mleko odtluszczone, Rovema Gliwice
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED), Sigma-Aldrich
siarczan dodecylu sodu (SDS), Sigma-Aldrich

trizma base (Tris-HCI), Sigma-Aldrich

tween 20, ICN Biomedicals Inc.

wanadan sodu (NazVVO,), Sigma-Aldrich

B-merkaptoetanol, MP Biomedicals

0,25% roztwor trypsyny w EDTA bez czerwieni fenolowej, PAN-Biotech
0,25% roztwor trypsyny w EDTA, Sigma-Aldrich

6. Bufory i zele

bufor do cytometru BD FACS Flow, BD Biosciences
bufor do czyszczenia cytometru BD FACS Clean, BD Biosciences
bufor do elektroforezy pH 8,3 (5x stezony) (Tris-HCI - 7,5 g; glicyna do
elektroforezy — 36 g; SDS - 2,5 g; woda redestylowana - do 0,5 1)
bufor do elektrotransferu pétsuchego pH 8,1 (25 mM Tris-HCI - 5,8 g; 39
mM glicyna - 2,93 g; 20% metanol - 200 ml; woda redestylowana —do 1 1)
bufor lizujacy RIPA, Sigma-Aldrich + 0,5% mieszaniny inhibitorow proteaz,
Sigma-Aldrich
bufor probkowy do elektroforezy (4x stgezony), BioRad + 10%
B-merkaptoetanol
bufor TBS pH 7,4 (10x stezony) (2 M Tris-HCI - 25 ml; 0,75 mM NaCl -
43,8 g; woda redestylowana - do 0,5 I)
bufor TBS-T pH 7,4 (bufor TBS — 1x stezony; 0,1% Tween 20)
bufory do zeli:

v" 1 M Tris-HCI pH 6,8

v' 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
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zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS) z jonami wapnia i magnezu,
BioMaxima, Lublin

PBS bez jond6w wapnia i magnezu, BioMaxima, Lublin

zel separujacy (10%): woda dejonizowana (9,9 ml); 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
(6 ml); akrylamid/bisakrylamid 30% (7,95 ml); 10% APS (120 ul); 20% SDS
(120 pl) TEMED (12 pl)

zel zaggszczajacy: woda dejonizowana (5 ml); 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 (2,5
ml); akrylamid/bisakrylamid 30% (1,5 ml); 10% APS (40 ul); 20% SDS (50
ul); TEMED (20 pl)

7. Przeciwciala

krolicze przeciwciata poliklonalne przeciwko B-aktynie (I-rzedowe), Santa
Cruz Biotechnology
mysie przeciwciata poliklonalne przeciwko kaspazie-9 (l-rzgdowe), Santa
Cruz Biotechnology
mysie przeciwciala poliklonalne przeciwko kaspazie-8 (l-rzgdowe), Santa
Cruz Biotechnology
mysie przeciwciata monoklonalne przeciwko biatku Bcel-2 (I-rzedowe), Santa
Cruz Biotechnology
krolicze przeciwciata poliklonalne przeciwko biatku Bax (I-rzedowe), Santa

Cruz Biotechnology

8. Zestawy dostepne komercyjnie

mieszanina inhibitorow proteaz: Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-Aldrich
mieszanina inhibitorow fosfataz 2: Phosphatase Inhibitor Cocktail 2, Sigma-
Aldrich

mieszanina inhibitorow fosfataz 3: Phosphatase Inhibitor Cocktail 3, Sigma-
Aldrich

zestaw do oznaczania st¢zenia biatka: Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific

zestaw do oznaczania proliferacji komorek: Cell Proliferation ELISA BrdU

(colorimetric), Roche
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zestaw do oznaczania cytotoksyczno$ci substancji: In Vitro Toxicology Assay
Kit Lactate Dehydrogenase Based (LDH), Sigma-Aldrich
zestaw do wizualizacji reakcji immunoblottingu: Amersham ECL Western
Blotting Detection Reagents and Analysis System, GE Healthcare
zestaw do oznaczania apoptozy i nekrozy: FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit Il Part A, BD Pharmingen
zestaw do oznaczania aktywnej kaspazy-3: PE Active Caspase-3 Apoptosis
Kit, BD Pharmingen
zestaw do oznaczania aktywnej kaspazy-9: CaspaTag™ Caspase-9 In Situ
Assay Kit, Merck
zestaw do oznaczania aktywnej kaspazy-8: CaspaTag™ Caspase-8 In Situ
Assay Kit, Merck
zestaw do oznaczania inwazyjnosci: CultreCoat® 24 Well Low BME Cell
Invasion Assay, Trevigen
zestawy ELISA (Cell Signaling Technology, USA) do oznaczania: kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK) tj. ERK1/2, IJNK, p38;
kinazy biatkowej Akt (PKB); cykliny D1 oraz inhibitora kinaz zaleznych od
cyklin p21 Waf1/Cip1 w lizatach komoérkowych:

» PathScan® Phospho-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) Sandwich

ELISA Kit

» PathScan® Total p44/42 MAPK (Erk1/2) Sandwich ELISA Kit

» PathScan® Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Sandwich ELISA
Kit
PathScan® Total SAPK/IJNK Sandwich ELISA Kit
PathScan® Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Sandwich ELISA
Kit
PathScan® Phospho-Akt 1 (Ser473) Sandwich ELISA Kit
PathScan® Phospho-Akt (Thr308) Sandwich ELISA Kit
PathScan® Total Akt 1 Sandwich ELISA Kit
PathScan® Total Cyclin D1 Sandwich ELISA Kit
PathScan® Total p21 Waf1/Cipl Sandwich ELISA Kit
P38 MAPK (Total) Human ELISA Kit (Abcam, Cambridge, UK)

vV VvV

V V. V V V VY
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Zestawy ELISA do oznaczania VEGF i TGF-p w ptynach hodowlanych:
» Human VEGF-A ELISA Kit, Diaclone SAS
» TGF-B1 ELISA, DRG International

9. Sprzet laboratoryjny

amputki do zamrazania CryoTube Vials, Thermo Scientific

aparat do elektroforezy Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad

aparat do elektrotransferu potsuchego Trans-Blot® SD Cell, Bio-Rad

bank komoérek w ciektym azocie 35VHC, Taylor-Wharton

bibuta do transferu (filler blot paper), Bio-Rad

butelki hodowlane 25 cm?, 75 ¢cm?, Nunc, Thermo Scientific

cytometr przeptywowy FASC Calibur, BD Bioscientific

czytnik spektrofotometryczny EL800 Universal Microplate Reader, Bio-Tek
Instruments

czytnik spektrofotometryczny VICTOR X4, BioAnalytic, PerkinElmer
inkubator do hodowli komérkowych (z temperaturg 34°C 1 5% przeplywem
CO,) Smart Cell, Heal Force

inkubator do hodowli komérkowych (z temperaturg 37°C i 5% przeptywem
CO,) Hera Cell, Thermo Scientific

kotyska laboratoryjna KL-942, JW Electronic

komora laminarna HERA Safe, Thermo Scientific

komora Thoma, Marienfeld

koncowki do pipet automatycznych epT.I.P.S.® Standard, o pojemnosci: 0,1 -
20 pl; 2 - 200 pl; 50 - 1000 pl, Eppendorf

membrana do transferu Immobilon®-P, Merck Millipore Corporation
mikroskopy $wietlne odwroconego pola: Olympus CK30, Olympus CKX41 z
kamerg Olympus SC30, Olympus Optical Co. LTD, Tokio, Japan

pH-metr, Toledo AG, Mettler Toledo

pipetor automatyczny accu-jet® pro, Brand

pipety automatyczne Eppendorf Reference® 2: jednokanatowe o pojemnosci:
0,5-10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pul oraz osmiokanatowa o pojemnosci 30 -
300 pl, Eppendorf

pipety szklane 1, 2, 5, 10, 25 ml, Nunc, Roskilde, Denmark
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plastikowe ptytki 6, 24 i 96-dotkowe ptaskie, Nunc, Thermo Scientific
plastikowe ptytki Petriego (3,5 cm), Nunc

plastikowe ptytki Petriego (10 cm), Corning

probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 i 2 ml, Eppendorf

probowki do cytometru, polistyrenowe, 5 ml, Falcon

probowki wiréwkowe o pojemnosci: 15 ml, 50 ml, Falcon

saczki strzykawkowe Millex-GV, 0,22 um, PVDF, 33 mm, jatowe, Merck
Millipore Corporation

skrobaczka do komorek (Cell Scraper 3010), Corning Incorporated
strzykawki jalowe jednorazowego uzytku BD Discardit™ II, 2 ml; Sml,
Becton Dickinson

system do dokumentacji zeli ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad

system do otrzymywania ultraczystej wody Mili-Q, Merck Millipore
Corporation

szkto laboratoryjne: kolby, kolumny, probowki, szalki Petriego, zlewki
vortexer BR-2000, Bio-Rad

waga laboratoryjna XA 220, RADWAG

wiréwka Centrifuge 5810 R, Eppendorf

zamrazarka niskotemperaturowa 902 (-80°C), Thermo Scientific

zasilacz do elektroforezy PowerPAC 2000, Bio-Rad
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V. Metody

1. Przygotowanie hodowli komérkowych

Przechowywane w banku tkanek, w cieklym azocie, komorki linii hFOB
1.19, HSF, Saos-2 i HOS rozmrazano w temp. 34°C (linia hFOB 1.19) lub 37°C
(pozostate linie) i przenoszono do butelek plastikowych (25 cm?) z wilasciwym
podtozem wzrostowym. Nastepnie naczynia hodowlane umieszczano w inkubatorze,
w odpowiedniej dla danej linii komorkowej temperaturze. Po 24-godzinnej inkubacji
oraz przyklejeniu si¢ komoérek do dna naczynia, usuwano podtoze znad hodowli
i przeptukiwano ja roztworem PBS z jonami Ca®* i Mg”* w celu usunigcia resztek
uzytego do zamrazania DMSO. Po dodaniu §wiezego podtoza odzywczego, hodowle
umieszczano w inkubatorze i hodowano do momentu pokrycia przez komorki calego
dna naczynia, po czym pasazowano je lub wykorzystywano do przygotowania
eksperymentu. W tym celu, ptyn hodowlany usuwano, komérki ptukano PBS bez
jonéw Ca?" i Mg®", a nastepnie 0,25% roztworem trypsyny w 0,02% EDTA, po czym
umieszczano hodowle w inkubatorze do momentu odklejenia si¢ komorek od dna
naczynia. Komorki zawieszano nastgpnie we wiasciwym dla danej linii podtozu
i okreslano ich gesto§¢ wykorzystujac do tego celu komor¢ Thoma. Zawiesing
komorek o odpowiedniej gestosci sporzadzano poprzez rozcienczenie jej ptynem

wzrostowym.

2. OkreSlanie toksycznosci AKG — test LDH

Test LDH (ang. Lactate Dehydrogenase) polega na ilosciowym pomiarze
aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) — enzymu cytozolowego, ktory jest
uwalniany do podloza hodowlanego z komorek posiadajacych uszkodzona btong
komorkowsa. Test przeprowadza si¢ w nadsaczu z hodowli adherentnej, do ktorego
dodaje si¢ mieszanine reakcyjng, a reakcje enzymatyczne przebiegaja w dwoch
etapach. W pierwszym z nich, obecna w nadsgczu LDH katalizuje przeksztatcenie
mleczanu do pirogronianu, przenoszac H" z mleczanu na NAD", w wyniku czego
powstaje NADH/H". W nastepnym etapie, dzieki dziataniu diaforazy H z NADH/H"
przenoszony jest na soOl tetrazolowa, ktora ulega redukcji do purpurowego

formazanu. Natgzenie barwy nadsaczu, odzwierciedlajace ilos¢ utworzonego
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formazanu, jest wprost proporcjonalne do ilo$ci uwolnionej z komoérek LDH
i wskazuje na ilo§¢ komorek z uszkodzong blong komoérkowa. Pomiar
spektrofotometryczny absorbancji umozliwia ocen¢ wptywu badanej substancji na
zywotno$¢ komorek.

Toksyczno$¢ AKG oceniano wzgledem prawidtowych komorek dwoch linii,
HSF i hFOB 1.19. Przygotowang zawiesing komoérek danej linii (we wilasciwym
podlozu wzrostowym, z dodatkiem 10 % FBS) o gestosci 1 x 10° kom./ml rozlewano
po 100 ul do 96-dotkowych ptytek z ptaskim dnem i inkubowano przez 24 godziny
w standardowych dla kazdej linii warunkach. Nastgpnie podloze wzrostowe
usuwano, a do dotkéw dodawano kolejne rozcienczenia AKG (2,5, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 200 mM) w podtozu z dodatkiem 1% (w przypadku linii hFOB 1.19) lub 2%
(HSF) FBS, w ilosci 100 upl/dotek. Na ptytce przygotowywano roéwniez kontrole
zywotno$ci komorek, w postaci dotkéw z hodowla, do ktérych dodawano sam ptyn
hodowlany z dodatkiem 2% lub 1% FBS. W ten sposéb sporzadzong ptytke
inkubowano przez 24 godziny w temperaturze wtasciwej dla danej linii komorkowej,
a nastgpnie z kazdego dotka zbierano ptyn hodowlany i przenoszono go na $wiezg
ptytke 96-dotkowa. Test przeprowadzano z wykorzystaniem komercyjnego zestawu
In Vitro Toxicology Assay Kit Lactate Dehydrogenase Based, wedtug instrukcji
producenta. Nastepnie w czytniku spektrofotometrycznym EL800 Universal

Microplate Reader mierzono absorbancje przy dlugosci fali A =450 nm.

3. Okreslanie zywotnosci/proliferacji komorek
3.1 Test MTT

Metoda ta czesto uzywana jest do oceny zywotnosci i proliferacji komorek
poddanych dziataniu roéznych substancji. Jej zasada opiera si¢ na redukcji
rozpuszczalnej w wodzie, z06ttej soli tetrazolowej (MTT; bromek-3[4,5-
dwumetylotiazylo-2-yl]-2,5-dwufenylotetrazolu) do purpurowego formazanu przez
enzym mitochondrialny, dehydrogenaze bursztynianowa, aktywng jedynie
w komorkach metabolicznie czynnych (zywych). W wyniku reakcji, w komorkach
gromadza si¢ nierozpuszczalne w wodzie krysztaly formazanu, ktére nastgpnie
rozpuszcza si¢ stosujac detergenty (np. SDS) niszczace blone komodrkowa

1 rozpuszczajace barwnik. Intensywnos$¢ zabarwienia uwolnionego formazanu
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mierzona jest spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 570 nm i jest wprost
proporcjonalna do ilosci zywych, aktywnych metabolicznie komorek.

Zawiesing komorek linii Saos-2 lub HOS (we wlasciwym podtozu
wzrostowym, z dodatkiem 10 % FBS) o gestosci 4 x 10* kom./ml rozlewano po
100 pl do 96-dotkowych ptytek z ptaskim dnem i inkubowano przez 24 godziny
w standardowych dla obydwu linii warunkach. Nastepnie podtoze znad hodowli
usuwano, a do dotkéw dodawano po 100 pl roztworu AKG w podtozu wzrostowym
(z 10% FBS) o stezeniu: 2,5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 oraz 200 mM. Jeden szereg
dotkow w ptytce, do ktorego nie rozlewano zawiesiny komorek, wypetniano jedynie
ptynem hodowlanym (po 100 ul/dotek), aby przygotowa¢ blank. Przygotowywano
rowniez rzad dotkow stanowigcych kontrole proliferacji komorek, do ktorych
dodawano podioze wzrostowe (z 10% FBS) bez dodatku AKG. W ten sposob
sporzadzong ptytke inkubowano przez 96 godzin w temperaturze 37°C, po czym do
kazdego dotka dodawano po 20 pl roztworu MTT (o koncowym stezeniu 5 mg/ml
w PBS z jonami Ca*" i Mg®") i ponownie wstawiano plytke¢ do inkubatora. Po
3-godzinnej inkubacji, do kazdego dotka dodawano po 100 pl 10% roztworu SDS
w 0,01 N HCI o pH 7,5. Ptytke po raz kolejny umieszczono w inkubatorze i po 24
godzinach dokonywano pomiaru absorbancji w czytniku spektrofotometrycznym
EL800 Universal Microplate Reader przy dtugosci fali A = 570 nm.

3.2. Test BrdU

Test ten stuzy do oceny proliferacji komorek przy pomocy analogu tyminy -
5-bromo-2-deoksyurydyny (BrdU), dodawanej do podtoza hodowlanego. W czasie
podzialow komorek, BrdU wbudowuje si¢ do nowo syntetyzowanej nici DNA. Po
utrwaleniu komorek i1 permeabilizacji btony komorkowej, BrdU wykrywa si¢ przy
uzyciu przeciwcial monoklonalnych znakowanych aktywnym enzymem, np.
peroksydaza chrzanowa (HRP). Przeciwciala te przylaczaja si¢ do miejsc
z wbudowang BrdU, natomiast sprz¢zony z nimi enzym przeksztalca dodawany
bezbarwny substrat (TMB-tetrametylbenzydyng) w produkt o niebieskiej barwie,
ktéry po zatrzymaniu reakcji (np. stabym roztworem kwasu siarkowego) przybiera
barwe z06itg. Natezenie zabarwienia jest wprost proporcjonalne do poziomu syntezy

DNA w dzielacych si¢ komoérkach.
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Doswiadczenie przygotowywano w analogiczny sposoéb do opisanego
w metodzie MTT. Po 48 godzinach inkubacji komorek linii Saos-2 lub HOS
z odpowiednimi rozcienczeniami AKG, wykonywano oznaczenie przy pomocy
zestawu Cell Proliferation ELISA BrdU, zgodnie z instrukcja producenta. Nastepnie
mierzono absorbancje¢ w czytniku spektrofotometrycznym EL800 Universal

Microplate Reader przy dtugosci fali A = 450 nm.

4. Analiza cyklu komoérkowego

Aby zbada¢ wptyw AKG na przebieg cyklu komorkowego zastosowano
barwienie (utrwalonych wczeéniej) komorek jodkiem propidyny (PI) z RNAza
(PI/RNase Staining Buffer, Roche). W metodzie tej, PI wnika do komorki przez
uszkodzone blony i ma zdolno$¢ wbudowywania si¢ do dwuniciowego DNA dajac
sygnat fluorescencyjny przy odpowiednim wzbudzeniu. PI moze rdéwniez
wbudowywac¢ si¢ do dwuniciowego RNA, dlatego komorki traktuje si¢ RNAza
(strawienie RNA). Ilo§¢ przylaczonego w komodrce PI koreluje z iloscia DNA,
a zatem pozwalala na ocen¢ iloSciowa komorek znajdujacych sie w poszczegdlnych
fazach cyklu komérkowego.

Do ptytek 6-dotkowych rozlewano po 2 ml zawiesiny komorek linii Saos-2
lub HOS (w odpowiednim poditozu wzrostowym, z dodatkiem 10 % FBS) o gestosci
5 x 10° kom./ml i inkubowano przez 24 godziny w standardowych warunkach. Po
tym czasie, podtoze znad hodowli usuwano 1 zastgpowano je kolejnymi
rozcienczeniami AKG (w podtozu z dodatkiem 10% FBS), w ilosci 2 ml/dotek.
W eksperymencie uzywano AKG w stezeniach: 10, 25 1 50 mM, ktére wybrano
W oparciu o wyniki testu toksycznosci dla komorek prawidtlowych (nietoksyczne
stezenia). Na plytce sporzadzano rowniez kontrole komorek, do ktorej dodawano
podtoze (z dodatkiem 10% FBS) bez dodatku AKG. Nastegpnie plytke inkubowano
przez 48 godzin w temperaturze 37°C. Po tym czasie ptyn znad hodowli usuwano,
komorki przemywano PBS bez jonéw Ca?* i Mg i do kazdego dotka dodawano po
1 ml EDTA (5 mM w PBS bez jonow Ca?* i Mg®"), aby odklei¢ komorki od dna
ptytki. Zawiesing komorek zbierano do probowek wiréwkowych, odwirowywano
(1500 obrotow/min., 5 min.), osad utrwalano w lodowatym 70% etanolu
I umieszczano w temperaturze -20°C. Po 24 godzinach komorki odwirowywano,

usuwano etanol i osad przeptukiwano stosujac PBS bez jondéw Ca® i Mg”.
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Nastgpnie do osadu komoérek dodawano 750 upl mieszaniny PI z RNAza
1 inkubowano przez 10 minut w ciemnosci, po czym wykonywano oznaczenia przy

uzyciu cytometru przeptywowego FACS Calibur (BD Biosciences).

5. Ocena apoptozy i nekrozy

W celu zbadania zdolnosci AKG do indukcji apoptozy i/lub nekrozy
w komorkach kostniakomigsaka zastosowano barwienie aneksyng V znakowang
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) oraz PIl. Aneksyna V-FITC ma zdolno$é¢
wigzania si¢ z fosfatydyloseryng (sktadnikiem blony komodrkowej), ktora we
wczesnej fazie apoptozy przenoszona jest ze strony cytozolowej na zewnatrz
komorki. Z kolei PI wnika przez poluzniong blonge martwych komorek i barwi DNA.
Dzigki jednoczesnemu barwieniu aneksyng V-FITC i PI mozliwe jest rozréznienie
komorek zywych, wczesno- i péznoapoptotycznych oraz nekrotycznych w czasie
analizy cytometrycznej. Komorki nekrotyczne wigza jedynie PI. Z kolei komorki
bedace we wczesnym stadium apoptozy absorbuja tylko aneksyne V, poniewaz ich
btona komodrkowa jest nieprzepuszczalna dla PI. W $rodkowej i poznej fazie
apoptozy btona komorkowa jest rozszczelniona, a wigc komorki wigza zaréwno
aneksyne V jak i PI. Natomiast komorki zywe nie absorbujg aneksyny V, jak rowniez
nie wnika do nich PI.

Do ptytek 6-dotkowych rozlewano po 2 ml zawiesiny komorek danej linii
kostniakomigsaka (w odpowiednim podtozu wzrostowym, z dodatkiem 10 % FBS)
o gestosci 3,5 x 10° kom./ml i inkubowano przez 24 godziny w standardowych
warunkach. Nastepnie podltoze znad hodowli usuwano 1 dodawano kolejne
rozcienczenia AKG (5, 10, 25 i 50 mM) w ptynie hodowlanym z dodatkiem 2% FBS,
w ilo$ci 3 ml/dotek. Na plytce sporzadzano réwniez kontrol¢ komorek, do ktorej
dodawano jedynie podloze z dodatkiem 2% FBS. W czgsci eksperymentow, przed
dodaniem AKG hodowle traktowano przez 1 godzing specyficznym inhibitorem JNK
(SP600125) w stezeniu 5 pM. Plytke inkubowano przez 72 godziny
w standardowych warunkach. Po inkubacji, plyn znad hodowli zbierano do
proboéwek wirdéwkowych, komorki w dotkach przemywano najpierw PBS bez jonow
Ca?* i Mg?*, a nastepnie 0,25% roztworem trypsyny w EDTA. Obydwa roztwory
uzyte do przemywania komorek (tj. PBS 1 trypsyng w EDTA), a takze odklejone od

dna naczynia komoérki zbierano do probéwek, odwirowywano (1500 obrotéw/min.,

50



5 min.), a otrzymany osad komoérek przeznaczano do oznaczania apoptozy/nekrozy
przy pomocy komercyjnie dostgpnego zestawu FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit II Part A. Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z instrukcja

producenta, wykorzystujac cytometr przeptywowy FACS Calibur (BD Biosciences).

6. Ocena aktywacji kaspazy-3 przy uzyciu cytometrii przeplywowej

Kaspaza-3 jest kluczowa proteaza aktywowang we wczesnych etapach
apoptozy i podobnie jak inne kaspazy jest syntetyzowana jako nieaktywny pro-
enzym o masie 32 kDa. W czasie apoptozy nieaktywna kaspaza-3 ulega
przetworzeniu (w wyniku autoproteolizy i/lub cigcia przez inne proteazy) do form
sktadajacych si¢ z duzych (17 — 22 kDa) i matych (10 - 12 kDa) podjednostek, ktore
asocjujg tworzac aktywny enzym. Aktywna kaspaza-3 (tzw. efektorowa), bedaca
markerem komorek apoptotycznych, stanowi heterodimer ztozony z podjednostek
0 masie 17 i 12 kDa (Parrish A., i in., 2013; Degterev A., i in., 2003; Kang H., i in.,
2008).

W celu okres$lenia zdolnosci AKG do aktywacji kaspazy-3 uzyto
komercyjnie dostepny zestaw PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit, ktory zawiera
krolicze przeciwciata znakowane fluorochromem (fikoerytryna, PE), rozpoznajace
tylko aktywng posta¢ kaspazy-3 w badanych komorkach.

Doswiadczenie przygotowywano w sposOb analogiczny do opisanego
w metodzie oceny apoptozy barwieniem aneksyng V-FITC i Pl. W eksperymencie
uzywano nastepujace stezenia AKG: 10, 25 1 50 mM. Osad komorek przeznaczony
do oznaczania aktywnej kaspazy-3 traktowano buforem permeabilizujacym
i utrwalajagcym komorki (wodny roztwor paraformaldehydu i saponin), dotaczonym
do zestawu PE Active Caspase-3 Apoptosis Kit, a nastepnie dodawano przeciwciata,
postepujac wedtug instrukcji producenta. Ilos¢ komorek z aktywna kaspaza-3
oceniano wykorzystujac cytometr przeptywowy FACS Calibur (BD Biosciences).

7. Ocena aktywacji kaspazy-8 i -9 za pomoca cytometrii

przeplywowej

Kaspaza-8 (inicjatorowa) jest proteaza cysteinowa, ktéra ulega aktywacji

w wyniku pobudzenia receptoréw $mierci, w zwigzku z czym odgrywa gléwna role
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w inicjowaniu apoptozy poprzez szlak zewnatrzkomoérkowy (Parrish A, i in., 2013;
Degterev A., i in., 2003). Natomiast kaspaza-9 (inicjatorowa) jest aktywowana
w wyniku dziatania r6znych bodzcoéw (chemioterapeutykow, czynnikow stresowych,
naswietlania) i pelni gltdéwng role w inicjowaniu apoptozy poprzez szlak
wewnatrzpochodny/mitochondrialny (Parrish A., i in., 2013; Degterev A., i in.,
2003).

Aby okresli¢ zdolnos¢ AKG do aktywacji kaspazy-8 i -9 wykorzystano
komercyjnie dostepne zestawy: CaspaTag'™ Caspase-8 In Situ Assay Kit oraz
CaspaTag™ Caspase-9 In Situ Assay Kit, opierajace si¢ na zastosowaniu
znakowanego karboksyfluoresceing inhibitora peptydowego odpowiednio kaspazy-8
I -9, ktory wigze si¢ wylacznie z aktywnym enzymem (FLICA). Inhibitory tych
kaspaz sa nietoksyczne 1 maja zdolno$¢ przenikania przez bton¢ komoérkowa. Po
wniknigciu do komoérek wiazg si¢ z reszta cysteinowa w duzej podjednostce
aktywnej kaspazy i hamuja aktywno$¢ catego enzymu. Zwigzany inhibitor jest
zatrzymywany wewnatrz komorki, natomiast niezwigzany reagent dyfunduje na
zewnatrz komorki 1 jest odptukiwany. Zielona fluorescencja pozwala bezposrednio
okresli¢ ilo$¢ komorek z aktywna kaspaza-8 lub -9.

Doswiadczenie przygotowywano w sposob analogiczny do opisanego
w metodzie oceny apoptozy barwieniem ancksyng V-FITC i Pl. W eksperymencie
uzywano stezenia: 10, 25 1 50 mM AKG. Po przygotowaniu osadu komorek,
oznaczenie wykonano przy pomocy wyze] podanych komercyjnych zestawow,
przestrzegajac instrukcji producenta. Do pomiaru ilosci komorek wykorzystano

cytometr przeptywowy FACS Calibur (BD Biosciences).

8. Metoda Western blotting

Metode t¢ wykorzystano do oceny zdolnosci AKG do aktywacji kaspazy-8
I -9 oraz wplywu AKG na eckspresj¢ bialek Bax 1 Bcl-2, zwigzanych
z wewnatrzpochodnym szlakiem apoptozy.

Western blotting jest wieloetapowsg metoda, wykorzystujaca przeciwciala
monoklonalne do detekcji biatek w lizatach komorkowych (immunodetekcja).
Pierwszy etap to otrzymanie lizatdw komorkowych, ktére nastepnie poddaje sie
rozdzialowi elektroforetycznemu w Zelu poliakrylamidowym. Po rozdzieleniu biatek

w zelu, w nastgpnym etapie wykonywany jest ich transfer na membrany

52



z polifluorku winylidenu (PVDF). Nastepniec membrany inkubowane s3
z przeciwcialami I-rzgdowymi, skierowanymi przeciwko poszukiwanemu biatku
i ll-rzedowymi, ktore sprzezone sg z enzymem umozliwiajgcym wizualizacje
prazkow metodg chemiluminescencji (np. peroksydaza chrzanowa - HRP). W ten
sposob okreslane sg zmiany w poziomie biatka pod wptywem substancji badanej,
badz tez wykrywane jest konkretne biatko w probce.

W celu przygotowania lizatow, zawiesing komoérek w podtozu wzrostowym
z 10% FBS, o gestosci 3 x 10° kom./ml rozlewano po 2 ml do plytek 6-dotkowych
1 inkubowano w standardowych warunkach. Po 24 godzinach podtoze znad hodowli
usuwano i zastgpowano je $wiezym, z dodatkiem 2% FBS i bez dodatku AKG —
kontrola komorek lub dodawano AKG w stezeniach: 10, 25 1 50 mM. Hodowle
inkubowano przez 72 godziny w standardowych warunkach, a nastepnie
przeprowadzano liz¢ komorek. Po usunigciu podloza, przeplukaniu hodowli
roztworem PBS bez jonow Ca?* i Mg®* i odklejeniu komérek od dna naczynia za
pomoca 0,25% roztworu trypsyny w EDTA, zawieszano je w roztworze PBS bez
jonow Ca®" i Mg2+, zbierano do probowek typu Eppendorf i odwirowywano (1500
obrotow/min., 5 min.). Do osadu dodawano po 100 pl buforu lizujacego RIPA
z dodatkiem 0,5% koktajlu inhibitoré6w proteaz, inkubowano przez 45 min. w lodzie
1 odwirowywano (14000 obrotoéw/min., 10 min., 4 °C). Supernatanty zbierano
i oznaczano w nich stezenie biatka stosujac komercyjny zestaw Pierce BCA Protein
Assay Kit. Nastepnie do supernatantow dodawano 4x st¢zony bufor probkowy
(w odpowiedniej ilosci, tak by kazda probka zawierala rowng ilo$¢ biatka),
ogrzewano je w temperaturze 98°C przez 5 min. i przechowywano w temperaturze -
20°C.

We wlasciwej czeSci doswiadczenia przeprowadzano elekroforeze SDS-
PAGE 1 transfer bialeck na membrang (immunobloting). W uprzednio
przygotowanych zelach poliakrylamidowych o stezeniu akrylamidu/bisakrylamidu
10%, przeprowadzano elektroforez¢ w warunkach denaturujagcych (SDS
1 B-merkaptoetanol). Ilos¢ biatka w nanoszonym na zel lizacie wynosita 40 pg.
Zastosowano takze barwiony marker biatkowy w ilosci 5 pl. Elektroforeze w zelu
zageszczajacym prowadzono pod napieciem 90 V, nastepnie podwyzszono je do
120 V po przejsciu probek z zelu =zaggszczajacego w  separujacy. Po
elektroforetycznym rozdziale biatek, zele ptukano przez 15 min. w buforze do

elektrotransferu potsuchego. Nastepnie aktywowano membrany PVDF poprzez
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zanurzenie w metanolu i przeprowadzano elektrotransfer potsuchy rozdzielonych
biatek pod napigciem 17 V przez 30 min. Po skonficzeniu transferu membrany
umieszczano na 30 min. w 10% roztworze odtluszczonego mleka w buforze TBS-T,
aby zablokowa¢ miejsca mogace niespecyficznie wigzac¢ biatko. W kolejnym etapie,
membrany inkubowano przez ok. 12 godzin w temperaturze 4°C z przeciwciatami
I-rzgdowymi skierowanymi przeciwko kaspazie-8, -9, biatku Bax lub Bcl-2, stosujac
rozcienczenia 1:500 w buforze TBS-T. Po inkubacji, membrany przeptukiwano
trzykrotnie buforem TBS-T i inkubowano przez 60 min. w temperaturze pokojowej
z przeciwciatami Il-rzedowymi (rozcienczonymi 1:2000 w buforze TBS-T),
sprz¢zonymi z HRP. Po tym etapie rowniez trzykrotnie przeplukiwano membrany
w buforze TBS-T i za pomocg zestawu Amersham ECL Western Blotting Detection
Reagents and Analysis System przeprowadzano wizualizacj¢ prazkow, wedlug
instrukcji producenta. Zdjgcia oraz analizg gestosci optycznej prazkow wykonywano
w systemie do dokumentacji zeli ChemiDocTMXRS+ firmy Bio-Rad przy uzyciu
programu Image Lab. Jako kontrole réwnej ilosci biatka w probkach
wykorzystywano wizualizacje poziomu B-aktyny (biatka referencyjnego) z uzyciem
poliklonalnych przeciwciat I-rzgdowych przeciwko temu biatku (rozcienczonych
1:2000 w buforze TBS-T). Dane densytometryczne prazkéw otrzymanych dla

analizowanych biatek poddawano normalizacji wzgledem B-aktyny.

Q. Metoda iImmunoenzymatyczna (ang. enzyme-linked

immunosorbent assay — ELISA)

ELISA jest metoda stuzaca do ilo§ciowego identyfikowania réznego rodzaju
antygenow w badanych probkach. Zasada dzialania tej metody opiera si¢ na
wykorzystaniu nosnikow, ktore optaszczone s3 I-rzedowymi przeciwciatami,
skierowanymi przeciwko wykrywanemu biatku. Po dodaniu probki, biatka
unieruchamiane sa na nos$niku. W kolejnym etapie dodawane sa Il-rzedowe
przeciwciala znakowane enzymem, np. HRP, ktdre maja mozliwo$¢ przeksztatcania
bezbarwnego substratu w barwny produkt. W wyniku dodania substratu dla enzymu
i inkubacji, nastepuje = zmiana  zabarwienia  roztworu. Metodami
spektrofotometrycznymi mozna zmierzy¢ jego gestos¢ optyczna. Stezenie produktu

jest wprost proporcjonalne do ilo$ci badanego biatka w probce.
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Metod¢ ELISA wykorzystano do oceny zdolnosci AKG do aktywowania
kinaz MAP oraz kinazy biatkowej Akt, a takze jego wptywu na ekspresj¢ biatek
zwigzanych z cyklem komérkowym — cykliny D1 1 inhibitora kinaz zaleznych od
cyklin p21 Waf1/Cipl. Ponadto metode¢ t¢ wykorzystano do okreslenia wpltywu AKG
na poziom produkcji czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF)

1 transformujacego czynnika wzrostu (TGF-f) przez komorki kostniakomigsaka.

9.1. Oznaczanie wewngtrzkomorkowego poziomu bialek

Ilo$ciowe oznaczenia wewnagtrzkomorkowego poziomu: ERK1/2, INK, p38,
Akt (catkowitego i fosforylowanych kinaz), a takze cykliny D1 i biatka p2l
Waf1/Cipl w komorkach kostniakomigsaka wykonywano przy uzyciu gotowych
zestawOw, wymienionych w rozdziale IV, podpunkt 8.

Zawiesing komorek kostniakomigsaka o gestosci 1 x 10° kom./ml w podtozu
z dodatkiem 10% FBS rozlewano po 10 ml do plastikowych ptytek o §rednicy 10 cm.
Po 24 godzinach inkubacji w standardowych warunkach, podtoze znad hodowli
usuwano i zastegpowano je kolejnymi rozcienczeniami AKG (w podtozu z dodatkiem
2% FBS), w ilo$ci 10 ml na ptytke. W eksperymentach uzywano stezenia: 10, 251 50
mM AKG. Sporzadzano réwniez plytki kontrolne, do ktérych dodawano podioze
(z dodatkiem 2% FBS) bez dodatku AKG. W czes$ci eksperymentow, przed
dodaniem AKG hodowle traktowano przez 1 godzing specyficznym inhibitorem JNK
(SP600125) w stezeniu 10 uM. Nastepnie ptytki, w zaleznosci od doswiadczenia,
inkubowano przez 6, 24 lub 48 godzin w standardowych warunkach. Po okreslonym
czasie inkubacji, komorki poddawano lizie. W tym celu, po usunigciu podioza
komorki przeptukiwano zimnym roztworem PBS bez jonéw Ca®* i Mg?*, dodawano
po 0,5 ml na ptytke wczesniej przygotowanego 1x stezonego buforu do lizy (woda
dejonizowana, 10x stezony bufor do lizy, 100x stezony PMSF, 200x stezona
mieszanina inhibitoréw proteaz, 1000x st¢zZona mieszanina inhibitoréw fosfataz 2
1 1000x stezona mieszanina inhibitoréw fosfataz 3) i trzymano plytki w lodzie przez
ok. 5 minut. Nast¢pnie, za pomocg skrobaczki (Cell Scraper 3010) zeskrobywano
komorki z powierzchni ptytki, przenoszono je do proboéwek typu Eppendorf,
trzymano w lodzie przez ok. 45 min. i odwirowywano (4°C, 14000 obrotow/minute,
10 min). Supernatanty zbierano do nowych probéwek typu Eppendorf,

worteksowano, porcjowano i przechowywano w temperaturze -80°C do momentu
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wykonywania oznaczen. Bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia w kazdej
prébce mierzono stezenie biatka stosujac gotowy zestaw Pierce BCA Protein Assay
Kit, a nastepnie probki rozcienczano buforem (dolaczonym do zestawu) w taki
sposob, aby w 100 pl byla jednakowa ilo$¢ biatka. Oznaczenia wykonywano za
pomoca komercyjnie dostepnych zestawodw (rozdziat IV, podpunkt 8), przestrzegajac
zalecen producenta. Absorbancj¢ mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali

A =450 nm, w czytniku EL800 Universal Microplate Reader.

9.2. Okreslanie ilo$ci cytokin w ptynie hodowlanym

llos¢ VEGF oraz TGF-B oznaczano przy uzyciu gotowych zestawow,
wymienionych w rozdziale 1V, podpunkt 8.

Zawiesing komorek kostniakomiesaka (Saos-2 i HOS) o gestosci 3,3 x 10°
kom./ml w podtozu z dodatkiem 10% FBS rozlewano po 1 ml/dotek w ptytce
24-dotkowej. Po 24 godzinach inkubacji w standardowych warunkach, podtoze znad
hodowli usuwano i do dotkow dodawano kolejne rozcienczenia AKG (5, 10, 251 50
mM) w podtozu z dodatkiem 2% FBS, w ilosci 1 ml/dotek. Dotki kontrolne
zawieraty jedynie podloze z dodatkiem 2% FBS. Plytke inkubowano przez 72
godziny w standardowych warunkach. Po tym czasie, z kazdego dotka zbierano
podloze znad hodowli, odwirowywano je przez 10 min. przy predkosci 1500
obrotow/minute, supernatant porcjowano i1 do czasu wykonania testu ELISA
przechowywano w temp. -80 °C. Oznaczanie ilosci cytokin przeprowadzano
przestrzegajac  zaleceh  producenta. Absorbancja  zostala  zmierzona
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali A = 450 nm, w czytniku EL800 Universal
Microplate Reader. Ilo§¢ VEGF i TGF-B w probach odczytywano z przygotowanej
dla kazdego biatka krzywej wzorcowe;.

10. Okreslanie stopnia migracji komérek metoda rysy (scratch

assay)

Test zarastania rysy wykorzystywany jest w celu oceny wptywu badanej
substancji na migracje komorek adherentnych. Rysa wykonywana jest
w monowarstwie komorek, ktore nastgpnie inkubowane sg w plynie hodowlanym

z dodatkiem badanej substancji lub bez dodatku (kontrola). W trakcie inkubacji
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komorki migruja na obszar rysy i stopniowo ja zarastaja, natomiast pordwnanie
szeroko$ci rysy w kontroli z szeroko$cig rysy w hodowli traktowanej badang
substancja pozwala na oceng¢ stopnia zahamowania migracji komorek.

Zawiesine komorek kostniakomiesaka o gestosci 3 x 10° kom./ml (Saos-2)
lub 2,5 x 10° kom./ml (HOS) w podilozu z dodatkiem 10% FBS rozlewano do
plastikowych ptytek Petriego o $rednicy 3,5 cm, w ilosci 2 ml/ptytk¢. Po 48-
godzinnej inkubacji w standardowych warunkach oraz utworzeniu przez komorki
monowarstwy, podioze usuwano, hodowle przeptukiwano 2 ml roztworu PBS
z jonami Ca®* i Mg®*, a nastepnie w warstwie komoérek robiono ryse przy pomocy
plastikowej koncowki do pipety automatycznej (2 — 200 ul). W celu usunigcia
oderwanych od powierzchni ptytki komorek, przeplukiwano ja dwukrotnie
roztworem PBS z jonami Ca’* i Mg”*. Nastepnie do plytek rozlewano po 2 ml
podtoza hodowlanego z 2% FBS bez dodatku (kontrola) lub z dodatkiem AKG
w stezeniu: 5, 10, 25 1 50 mM. Jedng hodowle kontrolng (kontrola szerokosci rysy),
bezposrednio po wykonaniu w niej rysy ogladano w mikroskopie kontrastowo-
fazowym odwroconego pola Olympus CKX41 1 przyzyciowo wykonywano
dokumentacje zdjeciowa (powickszenie 40X) za pomocg programu analySIS Image
Processing. Pozostate ptytki inkubowano przez 24 godziny w standardowych
warunkach, po czym réwniez wykonywano dokumentacj¢ zdjeciowa.

Zahamowanie migracji komorek kostniakomigsaka przez AKG okreslano
mierzac szeroko$¢ rysy w hodowli kontrolnej oraz w hodowlach z dodatkiem
okreslonych stezen AKG, a nastgpnie obliczajac wielokrotno$¢ zahamowania

migracji w porownaniu z kontrolg na podstawie wzoru:
wielokrotno$¢ zahamowania migracji = s/k

gdzie:
S — srednia szerokos¢ rysy w hodowli z odpowiednim st¢zeniem AKG
k — $rednia szeroko$¢ rysy w hodowli kontrolnej
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11. Okreslanie inwazyjnosci komorek

Wptyw AKG na aktywno$¢ inwazyjng komorek kostniakomigsaka badano
metoda wykorzystujacg migracje komorek przez membrane pokrytg macierzg btony
podstawnej (Matrigelem). W metodzie tej wykorzystuje si¢ inserty o $rednicy poréw
8 um pokryte Matrigelem, ktore umieszcza si¢ w dotkach ptytki 24-dotkowej w taki
sposob, ze rozdzielaja dotek na dwie komory. Do goérnej komory wprowadza si¢
zawiesing komorek z dodatkiem badanej substancji, natomiast do dolnej — ptyn
hodowlany z dodatkiem chemoatraktanta. Komorki, aby mogly przemiesci¢ si¢ na
drugg stron¢ insertu, muszg najpierw strawi¢ Matrigel. Po okreslonym czasie
inkubacji, na podstawie ilosci komorek, ktore zdotaly strawi¢ macierz
i przemigrowa¢ w $Srodowisku zawierajacym badany zwigzek mozna ocenié¢ jego
wplyw na inwazyjnos¢.

Do okre$lania inwazyjno$ci wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw
CultreCoat® 24 Well Low BME Cell Invasion Assay (rozdziat IV, podpunkt 8).
Zawiesing komorek linii Saos-2 lub HOS o gestosci 1 x 10° kom./ml w odpowiednim
ptynie hodowlanym z dodatkiem 1% FBS oraz odpowiedniego st¢zenia AKG (5, 10,
25, 50 mM) wlewano do gdérnej komory dotka w ptytce 24-dotkowej, zawierajacego
odpowiednio przygotowany insert. Do dolnej komory dodawano ptyn hodowlany
z dodatkiem 10% FBS jako chemoatraktanta. Po 24 godzinach inkubacji
w standardowych warunkach, insert wyjmowano z dotka, usuwano z niego ptyn
hodowlany i przeplukiwano cieplym buforem do plukania. Nastgpnie umieszczano
insert w nowym dotku ptytki 24-dotkowej (przystosowanej do pomiaru
fluorescencji), a do dolnej komory wlewano roztwor do dysocjacji komorek
z dodatkiem barwnika fluorescencyjnego, kalceiny AM. Po 60 minutach inkubacji
w standardowych warunkach (37°C, 5% CO,), delikatnie potrzasano plytka, aby
usung¢ komorki z dolnej czg¢$ci membrany, insert wyjmowano z dotka i dokonywano
pomiaru fluorescencji przy uzyciu czytnika spektrofotometrycznego VICTOR X4,
przy dhugosci fali wzbudzenia 485 nm i emisji 520 nm. Ilo§¢ komorek, ktoére
przemiescily si¢ przez membrang byla proporcjonalna do intensywnoS$ci

fluorescenciji.
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12. Analiza statystyczna

Analize statystyczng wynikow wykonano przy wuzyciu programu
GraphPadPrism 5.0. Wyniki badan zostaly przedstawione jako warto$ci $rednie
z kilku (co najmniej trzech) niezaleznych eksperymentow + SD (odchylenie
standardowe). Istotnos¢ statystyczna migdzy kontrolg a badanymi probami wykazano
za pomocg jednoczynnikowego testu ANOVA z testem post-hoc Dunnett’a lub
testem post-hoc Tukey’a, uznajgc wartosci p < 0,05 za istotne statystycznie.

ICs0, tj. stezenie AKG powodujace zahamowanie proliferacji komorek
0 50% w pordéwnaniu z kontrolg, wyznaczono z wykorzystaniem analizy regresji

nieliniowej przy uzyciu programu GaphPadPrism 5.0.
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V1. Wyniki

1. Wplyw AKG na zywotno$¢ komorek prawidlowych

W pierwszym etapic badan oceniano toksyczno$¢ AKG (2,5 — 200 mM)
wzgledem komorek prawidlowych linii HSF i hFOB 1.19 przy pomocy testu LDH.

Po 24-godzinnej inkubacji zaobserwowano, ze AKG w stezeniach od 2,5 do
100 mM nie wptywat na zywotno$¢ komorek linii HSF (Wykres 1A), natomiast
w zakresie stezen 2,5 — 50 mM nie byl rowniez toksyczny dla komorek linii hFOB
1.19 (Wykres 1B). Statystycznie istotny spadek zywotnosci, ujawniajacy si¢
zwigkszonym wyptywem LDH, zaobserwowano w przypadku linii HSF przy
stezeniu 200 mM AKG, a w przypadku linii hFOB 1.19 przy st¢zeniach 75, 100
1 200 mM. Wyniki te wskazaly, ze AKG cechuje si¢ bardzo niska toksyczno$cia
w stosunku do fibroblastow skory dorostego cztowieka (HSF), natomiast jest

bardziej toksyczny wobec osteoblastow ludzkich (hFOB 1.19).
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Wykres 1. Wpltyw AKG na zywotno$¢ komoérek linii HSF (A) i hFOB 1.19 (B) po 24 godzinach
inkubacji. Zywotno$¢ komérek okreslano testem LDH. Wyniki przedstawiono jako % ilo$ci
uwolnionej LDH w stosunku do kontroli (Srednia = SD z trzech niezaleznych eksperymentow,
po 4 powtorzenia w kazdym eksperymencie). Roznica istotnie statystyczna w poréwnaniu

z kontrola przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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2. AKG hamuje proliferacje komérek kostniakomi¢saka

Aby oceni¢ aktywno$¢ przeciwnowotworowa AKG wobec komorek
kostniakomigsaka, zbadano najpierw (przy uzyciu testu MTT) jego wplyw na
proliferacje komorek linii Saos-2 i HOS w czasie 96-godzinnej inkubacji. Wyniki
wykazaty, ze AKG dodany do podloza wzrostowego hamowat proliferacje komorek
obu linii kostniakomigsaka proporcjonalnie do zastosowanego stezenia. Najnizsze
stezenie AKG, ktore hamowalo w sposob istotny statystycznie proliferacje komorek
Saos-2 wynosito 2,5 mM (Wykres 2A), natomiast w przypadku linii HOS byto to
stezenie 5 mM (Wykres 2B). W stezeniu 100 mM AKG zhamowal proliferacje
komorek linii Saos-2 o ok. 74%, za$ linii HOS o 83%, natomiast stezenie 200 mM

prawie calkowicie zahamowato proliferacj¢ komorek obu linii kostniakomigsaka.
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Wykres 2. Wplyw AKG na aktywnos¢ proliferacyjna komorek linii Saos-2 (A) i HOS (B) po 96-
godzinnej inkubacji. Stopien proliferacji komoérek okreslono testem MTT. Wyniki
przedstawiono jako % kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw, po
8 powtorzen w kazdym eksperymencie). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrola

przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

W celu potwierdzenia aktywnosci antyproliferacyjnej AKG wobec komoérek
kostniakomigsaka, przeprowadzono pomiar syntezy DNA przy zastosowaniu testu
BrdU. Wykazano, ze 48-godzinna inkubacja z AKG powodowata proporcjonalne do
stezenia zmniejszenie wbudowywania BrdU do DNA dzielagcych si¢ komorek obu

linii kostniakomigsaka (Wykres 3A oraz Wykres 3B). W hodowli Saos-2
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statystycznie istotne zahamowanie syntezy DNA wystgpowato przy stezeniu 5 mM
AKG (oraz wyzszych) (Wykres 3A), natomiast w przypadku linii HOS, w obecno$ci
wyzszego stezenia zwigzku, tj. 10 mM (Wykres 3B). 1Cso dla obydwu linii byto na
takim samym poziomie, wynosito 35,41 + 0,17 i 35,37 + 0,19 odpowiednio dla linii
Saos-2 i HOS.
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Wykres 3. Wplyw AKG na proliferacje komorek linii Saos-2 (A) i HOS (B) po 48-godzinnej
inkubacji. Stopien proliferacji komorek okreslono testem BrdU. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw, po 8 powtérzen w kazdym
eksperymencie). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg przy p < 0,05 (¥),
p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

3. AKG hamuje cykl komorkowy w komorkach Saos-2 i HOS

w fazie G;

Zatrzymanie podzialow komorkowych moze by¢ wynikiem zaburzen
w przebiegu cyklu komorkowego lub/i indukcjg apoptozy i1 nekrozy w komorkach
(Pucci B., i in., 2000). Z tego wzgledu w nastepnym etapie badan okreslono wptyw
AKG na przebieg cyklu komorkowego w hodowlach komoérek Saos-2 i HOS po 48
godzinach inkubacji. W badaniach uzyto stezenia AKG, ktore byty nietoksyczne dla
komorek prawidtowych, tj. 10, 25 1 50 mM.

Analiza cytometryczna wykazala, ze AKG we wszystkich badanych
stezeniach powodowal niewielkie, ale istotne statystycznie zwigkszenie ilo$ci

komoérek w fazie Gi, przy jednoczesnym zmniejszeniu ilosci komorek w fazie
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S i G, cyklu komorkowego, zarowno w hodowli Saos-2 (Ryc. 3, Wykres 4) jak
I HOS (Ryc. 4, Wykres 5).
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Ryc. 3. Wplyw AKG na przebieg cyklu komérkowego w hodowli Saos-2. Po 48-godzinnej
inkubacji z AKG, utrwalone komérki barwiono jodkiem propidyny i poddawano analizie
cytometrycznej. Rycina przedstawia reprezentatywne histogramy DNA 2z cytometru

przeplywowego prezentujace rozmieszczenie komorek w poszczegélnych fazach cyklu wraz

z analiza iloSciowa.
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Wykres 4. Wplyw AKG na przebieg cyklu komorkowego w hodowli Saos-2 po 48 godz.
inkubacji — analiza statystyczna procentowej ilosci komorek w poszczegolnych fazach cyklu
(Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéow). *** - réznica istotnie statystyczna

w poréwnaniu z kontrola przy p <0,001, test one-way ANOVA, post test Tukey’a.
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Ryc. 4. Wplyw AKG na przebieg cyklu komérkowego w hodowli HOS. Po 48-godzinnej
inkubacji z AKG, utrwalone komérki barwiono jodkiem propidyny i poddawano analizie
cytometrycznej. Rycina przedstawia reprezentatywne histogramy DNA z cytometru
przeplywowego prezentujace rozmieszczenie komorek w poszczegélnych fazach cyklu wraz

z analizg iloSciowa.
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Wykres 5. Wplyw AKG na przebieg cyklu komorkowego w hodowli HOS po 48 godz. inkubacji
— analiza statystyczna procentowej iloSci komorek w poszczegolnych fazach cyklu (Srednia + SD
z trzech niezaleznych eksperymentéw). *** - réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu

z kontrola przy p <0,001, test one-way ANOVA, post test Tukey’a.

4. Wplyw AKG na ekspresj¢ bialek zwiazanych z cyklem

komorkowym

W zwiazku z tym, iz AKG powodowatl zatrzymanie cyklu komorkowego
w fazie G;, postanowiono zbada¢ wplyw badanej substancji na ekspresj¢ bialek

odpowiedzialnych za przejscie z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego, tj. cykliny

64



D1 oraz inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Waf1/Cipl (Pucci B., i in., 2000;
Alao J., 2007). W badaniach okreslono (metodg ELISA) wptyw AKG na ekspresje¢
cykliny D1 (po 24 i 48 godzinach inkubacji) oraz biatka p21 Waf1/Cipl (po 6 i 24
godzinach inkubacji) w komorkach linii Saos-2 i HOS.

4.1. Wplyw AKG na ekspresje cykliny D1 w komérkach linii Saos-2 i HOS

Badania wykazaty, ze komorki linii Saos-2 zawieraja niewielkie, chociaz
wykrywalne testem ELISA ilosci cykliny D1 (przy ilosci biatka 60 pg/100 ul
absorbancja w kontroli komorek wynosita zaledwie 0,115 + 0,01). Po 24 godzinach
inkubacji nie zaobserwowano wplywu AKG na ekspresj¢ badanej cykliny
w komorkach Saos-2 (Wykres 6A). Istotne statystycznie obnizenie ekspresji cykliny
D1 zaobserwowano po 48 godzinach inkubacji komorek tej linii z AKG w stezeniu
50 mM. Badany zwigzek w stezeniu 50 mM obnizyl ekspresje cykliny D1 o 9,1%
w poréwnaniu z kontrola (Wykres 6B).
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Wykres 6. Wplyw AKG na ekspresje cykliny D1 w komorkach linii Saos-2 po 24 (A) i 48 (B)
godz. inkubacji. Wyniki przedstawiono jake % kontroli (Srednia = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg przy p < 0,001 (***) —

test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

65



W przeciwienstwie do Saos-2, linia HOS charakteryzowata si¢ wysokim
poziomem ekspresji cykliny D1. O ile absorbancja mierzona w kontroli komorek
Saos-2 przy ilosci biatka 60 pg/100 pl wynosita 0,115 + 0,01, to w komdrkach HOS
przy dwukrotnie nizszym poziomie biatka, tj. 30 ug/100 pl wynosita az 2,191 + 0,05.

AKG w stezeniu 10 mM nie wplywal na ekspresj¢ badanej cykliny
w komoérkach HOS (Wykres 7A 1 B). Po 24 godz. inkubacji, AKG w stezeniu 25 mM
obnizyt ekspresje cykliny DI o 9%, natomiast w stezeniu 50 mM — o okoto 33%
(Wykres 7A). Po 48 godz. inkubacji, istotne statystycznie obnizenie ekspresji cykliny
D1 w komorkach HOS (0 ok. 18%) wystepowato jedynie przy stgzeniu AKG
réwnym 50 mM (Wykres 7B).
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Wykres 7. Wplyw AKG na ekspresje cykliny D1 w komérkach linii HOS po 24 (A) i 48 (B) godz.
inkubacji. Wyniki przedstawiono jako % Kkontroli (Srednia = SD z trzech niezaleznych
eksperymentow). Roznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg przy p <0,05 (%),

p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

4.2. Wplyw AKG na ekspresje¢ inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21
Waf1/Cip1 w komérkach linii Saos-2 i HOS

Test ELISA wykazal, Ze w linii komdrkowej Saos-2, AKG w sposob istotny
statystycznie w poroOwnaniu z kontrolg i proporcjonalnie do zastosowanego stgzenia
zwigkszat ekspresje inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl zaré6wno po
6, jak i po 24 godzinach inkubacji (Wykres 8A i B). Ponadto zaobserwowano
zalezny od czasu inkubacji wzrost ekspresji biatka p21 pod wplywem AKG. O ile
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AKG w stezeniu 10 mM nie wptywat na ekspresje p21 po 6 godzinach (Wykres 8A),
to 24-godzinna inkubacja z tym samym stezeniem zwigzku skutkowala wzrostem
ekspresji p21 o ok. 19% (Wykres 8B). AKG w st¢zeniu 25 mM zwigkszyl ekspresje
p21 0 39% po 24 godz. inkubacji. W stezeniu 50 mM, AKG zwickszyt ekspresje p21
0 42% oraz 57%, odpowiednio po 6 i 24 godzinach inkubacji.
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Wykres 8. Wplyw AKG na ekpresje inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl
w komorkach linii Saos-2 po 6 (A) i 24 (B) godz. inkubacji. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw). Réznica istotnie statystyczna
w poréwnaniu z Kontrola przy p <0,05 (*), p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test

Dunnett’a.

Rowniez w linii komorkowej HOS, po 6 godzinach inkubacji komorek
z AKG o stgzeniu 25 1 50 mM zaobserwowano istotny statystycznie i proporcjonalny
do stezenia wzrost ekspresji biatka p21 Wafl/Cipl0 odpowiednio o0 17% i 57%
w porownaniu z kontrolg (Wykres 9A). Jednak po dtuzszym czasie inkubacji
komorek tej linii z AKG, tj. po 24 godzinach, zaobserwowano istotne statystycznie
poréwnaniu z kontrola i proporcjonalne do st¢zenia zwigzku obnizenie poziomu

omawianego biatka (Wykres 9B).
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Wykres 9. Wplyw AKG na ekpresje¢ inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl
w komorkach linii HOS po 6 (A) i 24 (B) godz. inkubacji. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw). Roznica istotnie statystyczna
w poréwnaniu z kontrola przy p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) — test one-way ANOVA,

post test Dunnett’a.

5. AKG indukuje S$mier¢ komorek kostniakomi¢saka poprzez

apoptoze

Zdolnos¢ AKG do indukcji apoptozy lub/i nekrozy w komorkach
kostniakomigsaka oceniono stosujac barwienie komorek odpowiednio aneksyng V-
FITC 1 jodkiem propidyny oraz analize¢ cytometryczng. W doswiadczeniach
zastosowano AKG w stezeniach: 5, 10, 25 1 50 mM.

Po 72 godzinach inkubacji, AKG proporcjonalnie do zastosowanego
stezenia indukowat apoptoze zarowno w komorkach linii Saos-2 (Ryc. 5, Wykres
10), jak i HOS (Ryc. 6, Wykres 11), przy czym praktycznie nie indukowatl procesu
nekrozy. Statystycznie istotny wzrost apoptozy w komoérkach kostniakomigsaka obu
linii komérkowych obserwowano nawet przy najnizszym stezeniu AKG, tj. 5 mM.
W przypadku linii Saos-2 procentowa ilo§¢ komorek apoptotycznych w hodowli
kontrolnej wynosita 0,5 + 0,01%, natomiast pod wptywem AKG w stezeniach 5, 10,
25 i1 50 mM zwigkszyta si¢ odpowiednio do 7,5 + 0,29%, 8,2 + 0,28%, 9,6 + 0,22%
oraz 12,1 + 0,22% (Wykres 10). Podobnie w hodowli HOS, AKG w st¢zeniach 5, 10,
25 1 50 mM spowodowat wzrost ilosci komodrek apoptotycznych z 1 £ 0,16%
w kontroli do odpowiednio: 5 + 0,58%, 5,8 + 0,16%, 8,3 + 0,30% oraz 12 + 0,28%
(Wykres 11).
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Ryc. 5. Wplyw AKG na indukcje apoptozy i nekrozy w komoérkach linii Saos-2 -
reprezentatywne wykresy z cytometru przeplywowego (dot ploty). Po 72 godz. inkubacji z AKG
komorki barwiono aneksyna V (An)-FITC/PI i wykonywano analize cytometryczng. Kwadrat
LL przedstawia zywe komérki (An"/PI"), LR — komérki z wezesng apoptoza (An'/PI), UR —
komoérki z p6zna apoptoza (An'/P1"), UL — komérki nekrotyczne (An/P1").
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Wykres 10. Wplyw AKG na indukcje apoptozy i nekrozy w komérkach linii Saes-2 po 72 godz.
inkubacji. Analiza iloSciowa procentowej zawartosci komodrek apoptotycznych (wczesna
apoptoza + pézna apoptoza) i nekrotycznych w hodowlach komérkowych linii Saos-2
kontrolnych i poddanych dzialaniu wzrastajacych stezen AKG. Wyniki przedstawiono jako
% komoérek w hodowli (Srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentow). Roznica istotnie

statystyczna w poréwnaniu z kontrola przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test
Tukey’a.
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Ryc. 6. Wplyw AKG na indukcje apoptozy i nekrozy w komoérkach linii HOS - reprezentatywne
wykresy z cytometru przeplywowego (dot ploty). Po 72 godz. inkubacji z AKG komdrki
barwiono aneksyna V (An)-FITC/PI i wykonywano analiz¢ cytometryczna. Kwadrat LL
przedstawia zywe komérki (An/PI), LR — komérki z wczesna apoptoza (An'/Pl), UR —
komérki z p6Zng apoptoza (An'/P1”), UL — komérki nekrotyczne (An/PI").
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Wykres 11. Wplyw AKG na indukcje¢ apoptozy i nekrozy w komérkach linii HOS po 72 godz.
inkubacji. Analiza iloSciowa procentowej zawartosci komorek apoptotycznych (wczesna
apoptoza + p6zna apoptoza) i nekrotycznych w hodowlach komérkowych linii HOS kontrolnych
i poddanych dzialaniu wzrastajacych stezen AKG. Wyniki przedstawiono jako % komorek
w hodowli (Srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentéw). Réznica istotnie statystyczna

w poréwnaniu z kontrola przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Tukey’a.
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6. Wplyw AKG na aktywacje kaspaz

Aktywacja kaspaz jest kluczowym procesem w kaskadzie sygnatu
apoptotycznego, decydujagcym o przebiegu i egzekucji programowanej $mierci
(Mcllwain D., i in., 2013; Salvesen G., 2002). Markerem $mierci apoptotycznej
komorek jest aktywacja m.in. efektorowej kaspazy-3. Dlatego w kolejnym etapie
badan oceniono zdolno$¢ AKG do aktywacji tej kaspazy w komorkach obu linii

kostniakomigsaka.

6.1. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-3

Analiza cytometryczna wykazata, ze AKG proporcjonalnie do st¢zenia
aktywowatl kaspazg-3 zardwno w komorkach linii Saos-2 (Ryc. 7, Wykres 12), jak
I HOS (Ryc. 8, Wykres 13). Po 72 godzinach inkubacji komorek Saos-2 z AKG
w stezeniu 10 mM, ilo§¢ komorek z aktywna kaspaza zwigkszyla si¢ prawie
5-krotnie w poréwnaniu z kontrolg (z 3,5 = 0,51% do 17,4 = 0,87%), przy stezeniu
10 mM AKG - ponad 6,5-krotnie (z 3,5 + 0,51% do 22,8 + 1,1%), natomiast przy
stezeniu 50 mM — 9-krotnie (z 3,5 + 0,51% do 31,5 £ 0,78%) (Wykres 12).
W przypadku linii HOS obserwowano nieco mniejsza zdolnos¢ AKG do
aktywowania kaspazy-3. Po 72 godz. inkubacji komorek tej linii z AKG w stgzeniu
10 mM, ilos¢ komorek z aktywna kaspazg zwickszyta si¢ 2,8-krotnie w pordwnaniu
z kontrolg (z 1,3 + 0,18%. do 3,7 = 0,25%), przy st¢zeniu 10 mM AKG — prawie
4.,4-krotnie (z 1,3 + 0,18%. do 5,7 = 0,34%), natomiast przy stezeniu 50 mM —
6,3-krotnie (z 1,3 £ 0,18%. do 8,2 £ 0,17%) (Wykres 13).
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Ryc. 7. Wplyw AKG na aktywacje¢ kaspazy-3 w komoérkach linii Saos-2. Po 72 godz. inkubacji
z AKG komérki traktowano przeciwcialami przeciwko aktywnej kaspazie-3 (znakowanymi PE)
i poddawano analizie cytometrycznej. Rycina przedstawia reprezentatywne wykresy

z cytometru przeplywowego (histogramy) prezentujace ilos¢ komérek z aktywna kaspaza-3.
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Wykres 12. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-3 w komorkach linii Saos-2 po 72 godz.
inkubacji — analiza statystyczna. Wyniki przedstawiono jako % komoérek z aktywna kaspaza-3
(Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw). Réznica istotnie statystyczna

w porownaniu z kontrola przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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Ryc. 8. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-3 w komérkach linii HOS. Po 72 godz. inkubacji
z AKG, komoérki traktowano przeciwcialami przeciwko aktywnej kaspazie-3 (znakowanymi PE)
i poddawano analizie cytometrycznej. Rycina przedstawia reprezentatywne wykresy

z cytometru przeplywowego (histogramy) prezentujace ilos¢ komérek z aktywna kaspaza-3.
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Wykres 13. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-3 w komérkach linii HOS po 72 godz. inkubacji
— analiza statystyczna. Wyniki przedstawiono jako % komorek z aktywna kaspaza-3 (Srednia
+ SD z trzech niezaleznych eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu

z kontrola przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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6.2. Ocena zdolnosci AKG do aktywowania apoptozy droga zewnatrz-

i wewnatrzpochodna

Aby okresli¢, jakim szlakiem AKG indukuje apoptoz¢ w komorkach
kostniakomigsaka, zewnatrz- czy wewnatrzpochodnym, w kolejnym etapie badan
oceniano zdolno$¢ AKG do aktywacji kaspazy-8 oraz -9.

Poréownujac wptyw AKG na poziom indukowanej w komodrkach apoptozy,
zahamowanie cyklu komorkowego oraz aktywacje kaspazy-3 zaobserwowano, ze
linia Saos-2 byta nieco bardziej wrazliwa na dziatanie AKG. W zwigzku z tym,

w dalszych badaniach mechanizméw dziatania AKG wykorzystywano lini¢ Saos-2.

6.2.1. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-8

Zdolnos¢ AKG do aktywacji kaspazy-8 oceniano po 72-godzinnej inkubacji
hodowli Saos-2 z badang substancjg przy uzyciu metody Western blotting oraz
analizy cytometrycznej ilo$ci komorek z aktywng kaspaza.

Analiza Western blotting wykazata, ze AKG (10, 25 1 50 mM) aktywowat
kaspaze-8, chociaz nie zaobserwowano zaleznego od st¢zenia zwigkszenia ilo$ci
aktywnej formy kaspazy (Ryc. 9). Analiza cytometryczna potwierdzita zdolnosc¢
AKG do aktywowania kaspazy-8, jednak w niewielkim zakresie. Zaobserwowano
proporcjonalny do zastosowanego stezenia AKG, niewielki wzrost iloSci komorek
Saos-2 z aktywna kaspaza-8 (Wykres 14, Ryc. 10). Najwyzsze stezenie AKG
(50 mM) spowodowato zwigkszenie ilosci komorek z aktywna kaspaza-8 jedynie do
5,9 £ 0,27%, podczas gdy w hodowli kontrolnej ilo$¢ ta wynosita 1,4 + 0,20%
(ok. 4-krotny wzrost w poréwnaniu z kontrolg) (Wykres 14).
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Wykres 14. Wplyw AKG na aktywacje
kaspazy-8 w komoérkach linii Saos-2 po 72
godz. inkubacji - analiza statystyczna
wynikéw z cytometru przeplywowego.

Wyniki przedstawiono jako % komérek
z aktywna kaspaza-8 (Srednia £ SD z trzech
Réznica

niezaleznych eksperymentow).

istotnie  statystyczna w  porownaniu

z kontrola przy p < 0,001 (***) — test one-

way ANOVA, post test Dunnett’a.
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Ryc. 10. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-8 w komérkach linii Saos-2. Po 72 godz. inkubacji

z AKG, komérki traktowano znakowanym Kkarboksyfluoresceing

poddawano analizie cytometrycznej.

Rycina przedstawia

inhibitorem enzymu

reprezentatywne wykresy

z cytometru przeplywowego (histogramy) prezentujace ilo§¢ komorek z aktywna kaspaza-8.
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6.2.2. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-9

Podobnie jak w przypadku kaspazy-8, zdolno$¢ AKG do aktywacji kaspazy-
9 oceniano po 72-godzinnej inkubacji hodowli Saos-2 z badang substancja przy
uzyciu metody Western blotting oraz analizy cytometrycznej ilo$ci komorek
z aktywng kaspaza.

Analiza Western blotting wykazata, ze AKG (10, 25 i 50 mM) aktywowat
kaspazg-9 w sposob proporcjonalny do zastosowanego stezenia zwigzku (Ryc. 11).
Rowniez analiza cytometryczna potwierdzita zdolno$¢ AKG do aktywowania
kaspazy-9. Zaobserwowano proporcjonalny do zastosowanego stezenia AKG wzrost
ilosci komorek Saos-2 z aktywng kaspaza-9 (Wykres 15, Ryc. 12) w poréwnaniu
z kontrolg. O ile w hodowli kontrolnej ilo§¢ komorek z aktywna kaspaza-9 wynosita
4,5 + 0,47%, to w obecnosci AKG w stezeniu 10 mM zwigkszyta si¢ do 12,5
+ 0,52% (ok. 2,7-krotny wzrost), przy st¢zeniu 25 mM — do 18,4 + 0,40% (4-krotny
wzrost), za$ przy stezeniu 50 mM — do 29,5 £ 1,0% (ponad 6,5-krotny wzrost)
(Wykres 15).
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Ryc. 11. Reprezentatywny immunoblot Wykres 15. Wplyw AKG na aktywacje
przedstawiajacy poziom kaspazy-9 kaspazy-9 w komorkach linii Saos-2 po 72
w lizatach komérkowych z linii Saos-2 po godz. inkubacji - analiza statystyczna
72 godzinach inkubacji z AKG. wynikéw z cytometru przeplywowego.

Wyniki przedstawiono jako % komorek
z aktywna kaspaza-9 (Srednia + SD z trzech
niezaleznych  eksperymentéw). Roéznica
istotnie  statystyczna w  poréwnaniu
z kontrola przy p < 0,001 (***) — test one-
way ANOVA, post test Dunnett’a.
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Ryc. 12. Wplyw AKG na aktywacje kaspazy-9 w komérkach linii Saos-2. Po 72 godz. inkubacji
z AKG, komérki traktowano znakowanym Kkarboksyfluoresceing inhibitorem enzymu
i poddawano analizie cytometrycznej. Rycina przedstawia reprezentatywne wykresy

z cytometru przeplywowego (histogramy) prezentujace ilos¢ komérek z aktywna kaspaza-9.

1. Wplyw  AKG na ekspresje bialek  zwiazanych

z wewnatrzpochodnym szlakiem apoptozy

Istotnym mechanizmem regulujacym apoptoze komorki jest proporcja
migdzy poziomem biatek dziatajacych pro- i antyapoptotycznie (Opferman J.
I Kothari A., 2018; Brunelle J. i Letai A., 2009). Wyniki badan opisane w rozdziale
6.2. wskazaty, ze AKG indukuje apoptozg w komorkach kostniakomigsaka gltéwnie
przez szlak wewnatrzpochodny. W szlaku tym przepuszczalno$¢ blon
mitochondrialnych jest kontrolowana przez rodzine biatek Bcl-2, wsrdd ktorych
znajdujg si¢ zard6wno biatka o dziataniu pro-, jak i antyapoptotycznym. Jednym
z najwazniejszych biatek aktywujacych apoptoze jest Bax, natomiast gléwnym
biatkiem hamujgcym ten proces jest Bel-2 (Brunelle J. i Letai A., 2009). W zwigzku
z powyzszym w kolejnym etapie badan okreslono wplyw AKG na ekspresje obu
bialek przy pomocy metody Western blott.

Analiza densytometryczna pragzkoéw wykazata, ze AKG moduluje poziom
Bax i Bcl-2 w komoérkach Saos-2 (Ryc. 13, Wykres 16). Po 72 godzinach inkubacji
komorek kostniakomigsaka z AKG w stezeniu 10 mM obserwowano niewielki
wzrost poziomu Bax (o ok. 6 + 0,72%), natomiast poziom Bcl-2 nie zmienit sig.
Potraktowanie komorek Saos-2 AKG w stezeniu 25 mM skutkowato zwigkszeniem
poziomu Bax o ok. 24 + 0,90% oraz niewielkim obnizeniem poziomu Bcl-2

(o ok. 7 = 2,65%). Natomiast po inkubacji komoérek z AKG w stezeniu 50 mM
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poziom Bax zwigkszyt si¢ o ok. 35 + 1,0%, a poziom Bcl-2 wyraznie si¢ obnizyl
(o ok. 35 £ 2,97%). Tym samym badanie to wykazato, ze pod wplywem
wzrastajgcych stezen AKG w komorkach Saos-2 dochodzi do zaburzenia proporcji

mi¢dzy Bax a Bcl-2 i zaczyna przewaza¢ sygnal promujacy apoptoze.

AKG [mM]

0 10 25 50

- i
Bax 20,5 kDa — s o o

Bcl-2 26 kDa — — — —

B-aktyna 45 kDa S T -

Ryc. 13. Reprezentatywne immunobloty przedstawiajace poziom bialka Bax oraz Bcl-2
w lizatach komérkowych z linii Saos-2 po 72 godzinach inkubacji z AKG. Kontrol¢ endogenna

stanowila p-aktyna.
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Wykres 16. Wplyw AKG na poziom bialka Bax (A) oraz bialka Bel-2 (B) w komorkach linii
Saos-2 po 72 godzinach inkubacji. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (Srednia + SD
Z trzech niezaleznych powtorzen). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z Kontrola przy

p < 0,05 (*), p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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8. Wplyw AKG na aktywacje kinaz bialkowych aktywowanych
mitogenami (MAPK)

Kinazy bialkowe aktywowane mitogenami (MAPK) odpowiadaja za
regulacje wielu komérkowych procesow, w tym proliferacje, réznicowanie, wzrost
komorek czy zatrzymanie cyklu komoérkowego. Maja one rowniez zasadnicze
znaczenie w regulacji procesu apoptozy (Cargnello M. i Roux P., 2011). W zwigzku
z powyzszym nastgpnym etapem badan byla ocena dziatania AKG na poziom
fosforylacji (aktywacji) kinaz MAP, tj. ERK1/2, JNK i p38 w komorkach
kostniakomigsaka linii Saos-2 przy uzyciu metody ELISA. Zbadano takze catkowity
poziom tych kinaz w komoérkach kontrolnych i traktowanych AKG.

8.1. AKG obniza poziom fosforylacji kinazy ERK1/2

Inkubacja komorek Saos-2 z AKG (10, 25 1 50 mM) skutkowata obnizeniem
poziomu fosforylacji ERK1/2, proporcjonalnie do zastosowanego st¢zenia zwigzku.
Efekt ten byt widoczny zarowno po 6, jak i po 24 godzinach inkubacji (Wykres 17A
i B). Po 6 godzinach inkubacji, AKG zastosowany w st¢zeniach: 10, 25 i 50 mM
obnizyt statystycznie istotnie aktywacje kinazy ERK1/2 w poréwnaniu z kontrola,
odpowiednio o ok. 23 + 4,04%, 27 + 4,00% i 43 + 3,06%, natomiast po 24 godzinach
inkubacji odpowiednio o 27 £ 8,00%, 35 = 4,50% 1 41 £+ 2,00 %.
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Wykres 17. Wplyw AKG na aktywacje kinazy ERK1/2 w komérkach linii Saos-2 po 6 godzinach
(A) i 24 godzinach (B) inkubacji. Stosunek ilosci p-ERK1/2 do t-ERK1/2 w kontroli przyjeto
jako 100%. Wyniki przedstawiono jako % Kkontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych
eksperymentow). Roznica istotnie statystyczna w porownaniu z kontrola przy p <0,001 (¥**) —

test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

8.2. AKG aktywuje kinaz¢ INK

Badania wykazaty, ze AKG zwigkszal fosforylacj¢ kinazy JNK
w komorkach linii Saos-2 proporcjonalnie do zastosowanego stgzenia, zar6wno po 0,
jak i po 24 godzinach inkubacji (Wykres 18A i B). Po 6 godzinach inkubacji, AKG
zastosowany w stezeniach 10, 25 1 50 mM, istotnie zwigkszyl poziom
ufosforylowanej kinazy JNK w porownaniu z kontrolg, odpowiednio o ok. 18
+ 0,75%, 40 £ 3,05% i 70 £+ 1,52%, natomiast po 24 godzinach inkubacji
odpowiednio o 28 + 2,00%, 43 + 6,26% 1 113 = 2,00%.
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Wykres 18. Wplyw AKG na aktywacje¢ kinazy JNK w komorkach linii Saos-2 po 6 godzinach
(A) i 24 godzinach (B) inkubacji. Stosunek ilosci p-JNK do t-JNK w kontroli przyjeto jako
100%. Wyniki przedstawiono jako % Kkontroli (Srednia = SD 2z trzech niezaleznych
eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg przy p < 0,001 (***) —

test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

8.3. Wplyw AKG na fosforylacje kinazy p-38

Eksperymenty ujawnity, iz AKG zastosowany w st¢zeniach 10, 25 1 50 mM
nie wptywat na fosforylacje kinazy p-38 w komorkach linii Saos-2, zaré6wno po 6,

jak i po 24 godzinach inkubacji (Wykres 19A i B).
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Wykres 19. Wplyw AKG na aktywacje kinazy p-38 w komorkach linii Saos-2 po 6 godzinach
(A) i 24 godzinach (B) inkubacji. Stosunek ilosci p-p38 do t-p38 w kontroli przyjeto jako 100%.
Wyniki przedstawiono jako % kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentéw).
Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrola przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001
(***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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9. Wplyw AKG na aktywacje kinazy bialkowej Akt

Serynowo-treoninowa kinaza Akt (PKB) jest kluczowa kinazg przyzyciowa,
odpowiadajaca za fosforylacje wielu biatek regulujacych podstawowe procesy
komorkowe, takie jak proliferacja, apoptoza czy migracja (Porta C., i in., 2014).
Kinaza ta do pelnej aktywacji wymaga fosforylacji przynajmniej dwoch reszt:
treoniny w pozycji 308 oraz seryny 473 (Zhang J., i in., 2015D).

W kolejnym etapie badan okreslono wplyw 6-, 24- i 48-godzinnej inkubacji
hodowli Saos-2 z AKG (10, 25 i 50 mM) na fosforylacj¢ reszty seryny 473 (Akt

Serd73) oraz reszty treoniny 308 (Akt™%

), przy uzyciu testu ELISA. Zbadano takze
catkowity poziom tej kinazy w komorkach kontrolnych i traktowanych AKG.

Wykazano, ze AKG obnizal poziom aktywacji kinazy Akt w komorkach
kostniakomigsaka poprzez zahamowanie gltéwnie fosforylacji reszty seryny 473
(Wykres 20 A, B i C) i w mniejszym stopniu przez zahamowanie fosforylacji reszty
treoniny 308 (Wykres 21 A, B i C). Inkubacja komoérek Saos-2 z AKG w stezeniu
10 mM spowodowala statystycznie istotne zahamowanie fosforylacji Akt>**”® o0 8,5
+ 4,34%, 5 + 1,62% oraz 7 + 2,03%, odpowiednio po 6, 24 i 48 godzinach. AKG
zastosowany w stezeniu 25 mM obnizyl poziom fosforylacji Akt 022 + 4,80%,
24 £2,89% i 17 + 2,78%, natomiast w stezeniu 50 mM — 0 34 + 3,01%, 42 + 2,66%
oraz 41,5 + 1,17%, odpowiednio po 6, 24 i 48 godzinach. W przypadku Akt™3%,
niewielkie, chociaz statystycznie istotne zahamowanie fosforylacji pod wplywem
AKG zastosowanym we wszystkich badanych stezeniach obserwowano jedynie po
6 i 24 godzinach inkubacji (Wykres 21 A i B), natomiast po 48 godzinach, jedynie
najwyzsze stezenie AKG, tj. 50 mM, spowodowato niewielkie obnizenie fosforylacji
tej kinazy (Wykres 21C). Najbardziej efektywnie dziatajace stezenie AKG, tj. 50
mM, obnizyto fosforylacje Akt™% o 17 + 0,90% oraz 23,5 + 0,92%, odpowiednio
po 6 i 24 godzinach.
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Wykres 20. Wplyw AKG na fosforylacje reszty seryny 473 kinazy Akt w komérkach linii Saos-2
po 6 (A), 24 (B) i 48 (C) godzinach inkubacji. Stosunek ilosci p-Akt> ™" do t-Akt w kontroli
przyjeto jako 100%. Wyniki przedstawiono jako % Kkontroli (Srednia + SD z trzech niezaleznych
eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrola przy p < 0,05 (*),

p <0,01 (**), p < 0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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Wykres 21. Wplyw AKG na fosforylacje reszty treoniny 308 kinazy Akt w komérkach linii
Saos-2 po 6 (A), 24 (B) i 48 (C) godzinach inkubacji. Stosunek ilosci p-Akt™™%® do t-Akt
w kontroli przyjeto jako 100%. Wyniki przedstawiono jako % kontroli (§rednia + SD z trzech
niezaleznych eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrola przy

p <0,05 (*), p < 0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

10. AKG indukuje apoptoze w komorkach linii Saos-2 poprzez
aktywacje JNK

JNK jest kinazg aktywowang czynnikami stresowymi, a szlak
sygnalizacyjny z udzialem tej kinazy reguluje m.in. apoptoze (Dhanasekaran D.
I Reddy E., 2008).

Ze wzgledu na to, ze AKG aktywowal JNK w komorkach linii Saos-2,
w kolejnym etapie badan uzyto selektywny inhibitor tej kinazy (SP600125), aby

zbada¢ czy JNK byla zaangazowana w indukowanie apoptozy przez AKG.
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W eksperymentach tych hodowle komorek Saos-2 preinkubowano przez
1 godzing z SP600125, po czym dodawano AKG w st¢zeniu 50 mM i inkubowano
przez kolejne 24 godziny (w przypadku oznaczania poziomu fosforylacji JNK) lub
przez 72 godziny (w przypadku okres§lania apoptozy).

Zaobserwowano, ze zastosowanie selektywnego inhibitora JNK przed
dodaniem AKG catkowicie zahamowato aktywacje kinazy JNK indukowang przez
ten zwigzek (Wykres 22) oraz cz¢$ciowo obnizyto poziom indukowanej przez AKG
apoptozy w komoérkach Saos-2 (Ryc. 14, Wykres 23). W hodowli Saos-2 traktowanej
AKG stwierdzono wystgpowanie ok. 22 + 0,31% komorek apoptotycznych,
natomiast dodanie inhibitora JNK zmniejszyto ich ilos¢ do 13 + 0,65%. Wyniki tych

eksperymentow wykazaty, ze kinaza JNK byla zaangazowana w indukowanie

apoptozy przez AKG.
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Wykres 22. Wplyw selektywnego inhibitora JNK (SP600125, 10 uM) na poziom indukowanej
przez AKG (50 mM) aktywacji kinazy w komdérkach Saoes-2 po 24 godzinach inkubacji.
Stosunek ilosci p-JNK do t-JNK w kontroli przyjeto jako 100%. Wyniki przedstawiono jako
% kontroli (Srednia £ SD z trzech niezaleznych eksperymentow). Roznica istotnie statystyczna

w poréwnaniu z kontrola przy p < 0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Tukey’a.
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Ryc. 14. Wplyw selektywnego inhibitora JNK (SP600125, 5 uM) na poziom indukowanej przez

AKG (50 mM) apoptozy w hodowli komérkowej Saos-2 - reprezentatywne wykresy z cytometru

przeplywowego (dot ploty). Po 72 godz. inkubacji, komérki barwiono aneksyna V (An)-FITC/PI

i wykonywano analize cytometryczna. Kwadrat LL przedstawia zywe komorki (An/PI’), LR —

komérki z wczesna apoptoza (An'/Pl), UR — komérki z pézna apoptoza (An'/PI"), UL —

komérki nekrotyczne (An/P1").
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Wykres 23. Wplyw selektywnego inhibitora JNK (SP600125, 5 pM) na poziom indukowanej
przez AKG (50 mM) apoptozy w hodowli komérkowej Saos-2 po 72 godzinach inkubaciji.
Wyniki przedstawiono jako % komorek apoptotycznych (Srednia + SD z trzech niezaleznych
eksperymentow). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg przy p < 0,001 (¥**) —

test one-way ANOVA, post test Tukey’a.

11. Wplyw AKG na wytwarzanie TGF-B przez komorki

kostniakomigsaka linii Saos-2 i HOS

TGF-B (transformujacy czynnik wzrostu beta) jest parakrynnym oraz
autokrynnym czynnikiem mitogennym dla komorek kostniakomigsaka (Verrecchia
F. 1 Rédini F., 2018; Navid F., i in., 2000). Aby oceni¢ zdolnos¢ AKG do
modulowania wytwarzania tego czynnika, metodg ELISA okre§lano poziom TGF-3
w ptynie znad hodowli Saos-2 oraz HOS po 72 godzinach inkubacji z AKG (5, 10,
25, 50 mM).

Zaobserwowano, ze komorki kostniakomigsaka wytwarzaja spontanicznie
znaczng 1ilo$¢ tej cytokiny, przy czym komorki Saos-2 wytwarzaly prawie
dwukrotnie wigcej TGF-B niz komérki HOS. Poziom TGF-f3 wytwarzanego przez
hodowle kontrolng Saos-2 wynosit 5570 + 27,85 pg/ml, natomiast komorki kontrolne
HOS produkowaty 2851 + 55,70 pg/ml cytokiny. AKG w stezeniu 10, 25 oraz 50
mM obnizyl wytwarzanie TGF-B zaréwno przez komoérki Saos-2, jak i HOS,
proporcjonalnie do zastosowanego stezenia (Wykres 24 A i B). Na przyktad,
w przypadku hodowli Saos-2, AKG w stezeniu 50 mM zmniejszyt ilos¢ cytokiny
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w poroéwnaniu z kontrolg o 28,8 + 1,87% (do 3966 pg/ml) (Wykres 24A), natomiast
w komorkach HOS o0 42,8 + 2,9% (do 1632 pg/ml) (Wykres 24B).
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Wykres 24. Wplyw AKG na wytwarzanie TGF-B przez komorki kostniakomigsaka linii Saos-2
(A) i HOS (B) po 72 godz. inkubacji. Wyniki przedstawiono jako poziom TGF-p w pg/ml.
(Srednia £ SD z czterech niezaleznych eksperymentéw). Réznica istotnie statystyczna
w poréwnaniu z kontrolg przy p < 0,05 (*), p < 0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test

Dunnett’a.

12. Wplyw AKG na wytwarzanie VEGF przez Kkomoérki
kostniakomigsaka linii Saos-2 i HOS

Szlak sygnalowy aktywowany przez czynnik wzrostu S$rodblonka
naczyniowego (VEGF) jest jednym z kluczowych regulatorow angiogenezy, procesu
niezbednego do wzrostu 1 przerzutowania nowotworu. W  komorkach
kostniakomigsaka stwierdza si¢ zwigkszong ekspresje tej cytokiny, ktora koreluje
dodatnio ze ztym rokowaniem (Bajpai J., i in., 2009; Ohba T., i in., 2014).

Stad tez w nastepnym etapie okreslono wptyw AKG (5, 10, 25, 50 mM) na
poziom VEGF wytwarzanego przez komorki linii Saos-2 i HOS po 72 godzinach
inkubacji.

Wyniki badan wykazaty, ze komoérki obu linii kostniakomigsaka wytwarzaja
spontanicznie znaczng ilos¢ VEGF, przy czym komorki Saos-2 wytwarzaty 15 razy
wiecej tej cytokiny niz komoérki HOS (Wykres 25A i B). Poziom VEGF
wytwarzanego przez hodowle kontrolng Saos-2 wynosit 29670 + 0,35 pg/ml,
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natomiast komorki kontrolne HOS produkowaty 1985 + 14,40 pg/ml cytokiny. AKG
obnizyt poziom VEGF w komorkach linii Saos-2 i HOS proporcjonalnie do uzytego
stezenia. W przypadku linii Saos-2, istotne statystycznie obnizenie produkcji VEGF
w porownaniu z kontrolg obserwowano po dodaniu AKG w stezeniu 10, 25 i 50 mM,;
jego poziom zmniejszyt si¢ z 29670 + 0,35 pg/ml w kontroli do odpowiednio: 27038
+ 257,3 pg/ml, 24656 + 912,1 pg/ml oraz 18231 + 942,5 pg/ml (Wykres 25A).
Natomiast w przypadku linii HOS, wszystkie st¢zenia AKG, tj. 5, 10, 25 i 50 mM
zahamowaly w sposob istotny statystycznie w porownaniu z kontrolg wytwarzanie
VEGF. Poziom cytokiny obnizyt si¢ z 1985 + 14,40 pg/ml w kontroli do 1578
+ 22,05 pg/ml, 1327 £+ 18,04 pg/ml, 524,6 + 46,28 pg/ml oraz 12,26 + 1,25 pg/ml,
pod wptywem odpowiednio 5, 10, 25 oraz 50 mM AKG (Wykres 25B).
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Wykres 25. Wplyw AKG na wytwarzanie VEGF przez komoérki kostniakomigsaka linii Saos-2
(A) i HOS (B) po 72 godz. inkubacji. Wyniki przedstawiono jako poziom VEGF w pg/ml
(Srednia £ SD z czterech niezaleznych eksperymentéw). Réznica istotnie statystyczna
w porownaniu z kontrola przy p < 0,05 (¥), p <0,01 (*¥), p < 0,001 (***) — test one-way ANOVA,

post test Dunnett’a.

89



13. Wplyw AKG na zdolnoSci migracyjne komdrek

kostniakomiegsaka

Z racji tego, ze kostniakomigsak zaliczany jest do nowotwordéw silnie
przerzutujacych, w kolejnym etapie badan oceniono wptyw AKG (5, 10, 25, 50 mM)
na zdolno$ci migracyjne komorek linii Saos-2 i HOS metoda zarastania rysy. Po
24 godzinach inkubacji wykonano przyzyciowo dokumentacje zdjeciowa hodowli
komoérkowych linii Saos-2 (Ryc. 15 A-F) i HOS (Ryc. 16 A-F), zmierzono
szerokosci rysy i obliczono wielokrotno$¢ zahamowania migracji (Wykres 26).

Zaobserwowano, ze AKG w calym zastosowanym zakresie stezen,
w sposOb istotny statystycznie w poréwnaniu z kontrolg znacznie zahamowat
migracj¢ komorek kostniakomigsaka obydwu linii (Wykres 26 A i B).

W najnizszym badanym st¢zeniu, tj. 5 mM zahamowal migracje komorek
Saos-2 i HOS ok. 1,3-krotnie w poréwnaniu z kontrola. Przy st¢zeniu 10 mM AKG
obserwowano prawie 1,7-krotne zahamowanie migracji komorek Saos-2 i 1,6-krotne
— komorek HOS. Zdolnosci migracyjne komorek Saos-2 oraz HOS zostaly
zahamowane ponad dwukrotnie w czasie inkubacji tych komorek z AKG w stezeniu
25 mM. Natomiast w stezeniu 50 mM, AKG zahamowal migracje komorek Saos-2

2,3-krotnie, za§ koméorek HOS — 2,5-krotnie (Wykres 26 A i B).
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Ryc. 15. Wplyw AKG na zdolno$ci migracyjne komdrek linii Saos-2 po 24 godz. inkubacji. Test
zarastania rysy (scratch assay) — reprezentatywne zdjecia mikroskopowe hodowli (powigkszenie
40x). A — kontrola rysy (bezposrednio po wykonaniu rysy), B - kontrola migracji komérek
(0 MM AKG), C -5 mM AKG, D - 10 mM AKG, E - 25 mM AKG, F - 50 mM AKG
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Ryc. 16. Wplyw AKG na zdolnosci migracyjne komorek linii HOS po 24 godz. inkubacji. Test
zarastania rysy (scratch assay) — reprezentatywne zdjecia mikroskopowe hodowli (powigkszenie
40x). A — kontrola rysy (bezposrednio po wykonaniu rysy), B - kontrola migracji komérek
(0 MM AKG), C -5 mM AKG, D - 10 mM AKG, E - 25 mM AKG, F - 50 mM AKG.
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Wykres 26. Wplyw AKG na zdolno$ci migracyjne komoérek kostniakomig¢saka linii Saos-2 (A)
i HOS (B) po 24 godzinach inkubacji. Wyniki przedstawiono jako wielokrotno$¢ zahamowania
migracji w stosunku do kontroli (Srednia + SD z trzech niezaleznych eksperymentéw, po cztery
pomiary w kazdym eksperymencie). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrolg

przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.

14. Wplyw AKG na inwazyjno$é komorek kostniakomiesaka

Wysoka zdolno$¢ do przerzutowania kostniakomigsaka jest zwigzana z duza
inwazyjnoscig jego komorek (Ando K., i in., 2012). W zwigzku z powyzszym,
w ostatnim etapie badan okreslono wptyw AKG (5, 10, 25, 50 mM) na zdolnos$ci
inwazyjne komorek linii Saos-2 1 HOS w ciggu 24 godzin inkubacji.

Zaobserwowano, ze AKG proporcjonalnie do uzytego ste¢zenia hamowat
inwazyjno$¢ komorek linii Saos-2 i HOS w sposob istotny statystycznie
w porownaniu z kontrolg (Wykres 27 A i B). W przypadku linii Saos-2, AKG
w stezeniu 5 mM zahamowat inwazyjnos$¢ komorek o ok. 14 + 0,87% w porownaniu
z kontrolg, przy 10 mM — o0 23 £+ 1,97%, przy 25 mM o 36,5 + 1,28%, natomiast przy
50 mM — 0 43 + 1,37% (Wykres 27A). Nieco silniejszy anty-inwazyjny wptyw AKG
zaobserwowano wobec komorek linii HOS. Kolejne stezenia AKG, tj. 5, 10, 251 50
mM zmniejszyly liczbe migrujacych komoérek w poréwnaniu z kontrola odpowiednio

017 +2,71%, 29,5 + 2,19%, 45 + 2,31% oraz 60,5 £ 3,53% (Wykres 27B).
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Wykres 27. Wplyw AKG na inwazyjno$¢ komorek linii Saos-2 (A) i HOS (B) po 24 godz.

inkubacji. Ilo§¢ komérek w kontroli, ktére migrowaly przez membrane¢ okreslono jako 100%.

Wyniki przedstawiono jako % migrujacych komérek w stosunku do kontroli (Srednia + SD

z trzech niezaleznych eksperyment6w). Réznica istotnie statystyczna w poréwnaniu z kontrola

przy p <0,001 (***) — test one-way ANOVA, post test Dunnett’a.
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VII. Omowienie wynikow i dyskusja

Kostniakomigsak jest najczestszym pierwotnym nowotworem ukladu
kostnego o wysokim stopniu zto§liwosci. OS stanowi mniej niz 1% wszystkich nowo
zdiagnozowanych nowotwordéw u osob dorostych i 3-5% u dzieci. Po biataczkach
I chloniakach, jest to najczgstsza pierwotna choroba nowotworowa u nastolatkow.
Okoto 60% przypadkow tego raka wystgpuje u pacjentow miodszych niz 25 lat
(wstep, rozdziat 2.1. i 2.4.). Cz¢sto$¢ wystepowania OS we wszystkich populacjach
wynosi okoto 4 - 5 na 1 milion 0sob. Jest wyzsza w okresie dojrzewania, bowiem
u mtodziezy w wieku 15 — 19 lat nowotwor ten stwierdza si¢ u 8 - 11 na milion os6b
rocznie (Kamal A., i in., 2018; Ritter J. i Bielack S., 2010).

Obecnie 5-letnie przezycie we wszystkich grupach pacjentow z OS
0 wysokim stopniu ztosliwosci wynosi 60 — 66%, ale zalezy w duzym stopniu od
stadium choroby w momencie rozpoznania. Wspotczynnik 5-letniego przezycia
u 0s0b z umiejscowionym OS wynosi nawet 60 — 78%, ale drastycznie spada do 20 —
30% u pacjentow z choroba przerzutowa. U okoto 20% pacjentow rozwijaja si¢
przerzuty (wstep, rozdziat 2.4.). W zwigzku z tym poszukuje si¢ wcigz nowych
srodkow, ktore moglyby zwickszy¢ szanse przezycia pacjentdw z tym nowotworem.

W kostniakomigsaku zidentyfikowano wiele zaburzen genetycznych
(np. mutacje w genach TP53 i RB1) oraz nieprawidtowos$ci molekularnych
w glownych szlakach przekazywania sygnatu (szlak IGF-RI, PI3K/Akt/mTOR, Whnt,
Notch). Jedng z ostatnio odkrytych nieprawidtowosci, ktora wydaje si¢ by¢ istotna
W progresji tego nowotworu, sg zaburzenia w ekspresji IDHI 1 IDH2, tj. enzymow,
ktore przeksztatcaja izocytrynian do AKG. IDH uwaza si¢ za nowy supresor rozwoju
nowotworu w réznych rodzajach raka, m.in. w glejaku, czerniaku czy raku pecherza
moczowego (Memon A., i in., 2005; Cancer Genome Atlas Research Network, 2015;
Ikota H., 1 in., 2015; Lian C., i in., 2012). Oprocz mutacji w genach IDH2, ktore
wykryto w wielu przypadkach OS, w zmianach nowotworowych pobranych od
pacjentow z OS stwierdza si¢ czesto zmniejszong ekspresje IDH1 dzikiego typu
(Hu X., i in., 2010; Liu D., i in., 2017). Jak wykazano, tego typu zaburzenia w IDH
moga skutkowa¢ zmniejszeniem wewnatrzkomoérkowego poziomu AKG oraz/lub
powstawaniem onkometabolitu, 2-HG, co obniza lub hamuje aktywno$¢ enzymow
zaleznych od AKG (OGDDs). Wsrod tych enzymoéw znajdujg sie m.in. PHDs, ktore
regulujg aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego HIF-1, bedacego kluczowym
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czynnikiem zwigzanym z promowaniem procesu nOwWOtworzenia oraz enzymy
uczestniczace w epigenetycznej modyfikacji chromatyny (KDM i TET) (Morin A.,
i in., 2014; Dang L., i in., 2009; Schaap F., i in., 2013).

W ostatnio przeprowadzonych badaniach wykazano, ze zwickszenie
ekspresji IDHI w komodrkach OS in vitro wywierato efekt przeciwnowotworowy
(Hu X., i in., 2014). Ponadto, w badaniach na mysim modelu raka piersi oraz
ludzkich liniach raka piersi wykazano, ze zastosowanie farmakologicznego inhibitora
(AA6) dehydrogenazy alfa-ketoglutaranowej, tj. enzymu przeksztatcajacego AKG do
bursztynylo-CoA, skutkowato akumulacja wewnatrzkomorkowego AKG i wywierato
dziatanie przeciwnowotworowe (Atlante S., i in., 2018). Wyniki powyzszych badan
sugeruja, ze zwigkszenie poziomu wewnatrzkomorkowego AKG moze mie¢ efekt
przeciwnowotworowy. Poziom AKG w komorkach mozna réwniez zwigkszy¢
poprzez suplementacj¢ egzogennym AKG, poniewaz wykazuje on zdolno$¢
swobodnej dyfuzji do komorek, chociaz ze wzgledu na hydrofilowy charakter jego
przenikalnos$¢ przez btone komoérkows jest stosunkowo staba (Aussel C., i in., 1996;
Tennant D., i in., 2009). Aktywno$¢ przeciwnowotworowa egzogennego AKG
potwierdzono zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo wobec raka
ptaskonabtonkowego, nerki, okreznicy, watroby, ptuca, jelita grubego oraz czerniaka
(Matsumoto K., i in., 2006; Matsumoto K., i in., 2009; MacKenzie E., i in., 2007;
Tennant D., i in., 2009; Rzeski W., i in., 2012). Jednak jak dotychczas, nie badano
jego dziatania wobec OS.

W niniejszej pracy, oceniano potencjat przeciwnowotworowy AKG wobec
komorek ludzkiego kostniakomigsaka wykorzystujac w tym celu dwie linie ciagle
tego nowotworu — Saos-2 1 HOS. Zakres badan obejmowat okreslenie wptywu AKG
na proliferacj¢ komorek oraz przebieg cyklu komorkowego. Ponadto oceniano
zdolnos¢ AKG do indukcji apoptozy 1 nekrozy w komorkach OS, a takze jego wptyw
na migracj¢ 1 inwazyjnos¢ komorek kostniakomigsaka. Badano takze mechanizmy
molekularne zwigzane z regulacja przez AKG cyklu komoérkowego oraz jego
proapoptotyczng aktywnos$cig. Dodatkowo oceniono jego wplyw na poziom
produkcji czynnika wzrostowego dla komorek OS, tj. TGF-f oraz proangiogennej
cytokiny - VEGF.

Wstepny etap badan obejmowal okreslenie wptywu szerokiego zakresu
stezen AKG na zywotno$¢ prawidtlowych komorek ludzkich - fibroblastow skory
ludzkiej (linii HSF) oraz ludzkich osteoblastow (linii hFOB 1.19), w celu wybrania
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do kolejnych etapow badan nietoksycznych stezeh zwigzku dla komoérek
prawidlowych. Cytotoksycznos¢ AKG oceniano na podstawie ilo$ci uwalnianej
z komorek do pltynu hodowlanego dehydrogenazy mleczanowej (metoda LDH).
AKG wykazywat niewielka toksycznos¢ wobec komorek prawidiowych. Obnizat
zywotno$¢ osteoblastow w stezeniach > 75 mM, natomiast fibroblastow skory —
w stezeniu 200 mM. Zaobserwowana w powyzszych badanich niewielka
toksyczno$s¢ AKG wobec komorek prawidlowych jest korzystng witasciwoscia
zwigzku z punktu widzenia ewentualnego jej wykorzystania w leczeniu OS,
poniewaz pozwala na zastosowanie duzych dawek zwigzku bez dodatkowego,
niekorzystnego wptywu na prawidtowe komorki kosciotworcze czy inne zdrowe
komorki otaczajace zmieniong tkankg. Ponadto, dane literaturowe potwierdzaja
bezpieczenstwo stosowania AKG in vivo u ludzi. Wykazano, ze AKG stosowany
U pacjentdw z roznymi schorzeniami jako suplement zywieniowy, w dawkach 6 - 10
g/dzien nie wywotywat skutkow ubocznych (Filip R., i in., 2007; Karsegard V., i in.,
2004).

Jedng z charakterystycznych cech komodrek nowotworowych jest ich
wysoka zdolno$¢ do proliferacji (Hanahan D. i Weinberg R., 2011). Z tego wzgledu,
W pierwszym etapie oceny dzialania AKG wobec OS okreslono jego wplyw na
proliferacje komoérek obu linii kostniakomigsaka wykorzystujac dwie metody: MTT
(badajaca aktywnos$¢ dehydrogenazy bursztynianowej w mitochondriach komorek)
1 BrdU (oceniajaca poziom syntezy DNA w dzielacych si¢ komorkach).
Zaobserwowano, ze AKG proporcjonalnie do zastosowanego st¢zenia hamowat
proliferacje komorek obu linii OS. W tescie MTT, AKG juz w stezeniu 2,5 mM
zahamowat w sposob istotny statystycznie proliferacje komorek Saos-2, natomiast do
wywotania analogicznego efektu w komodrkach HOS potrzebne bylo dwukrotnie
wieksze stezenie badanego zwigzku, tj. 5 mM. Antyproliferacyjne dzialanie AKG
potwierdzono dodatkowo metodg BrdU, a porownanie wartosci ICso wyliczonych dla
obydwu linii (ICso = 35,41 + 0,17 dla linii Saos-2 oraz ICsy = 35,37 + 0,19 dla linii
HOS) wykazato, ze zwiazek ten w poréwnywalnym stopniu hamuje podziaty
komoérek obu linii kostniakomigsaka. Wyniki niniejszych badan sg zgodne
z badaniami zespotu Rzeskiego i in. (2012), ktorzy wykazali antyproliferacyjng
aktywno$¢ AKG w stosunku do komorek trzech linii raka jelita grubego (Caco-2,
HT-29 oraz LS180). Réwniez w przypadku tego nowotworu, najnizsze stezenie

AKG, ktore zahamowalo podzialy komoérek wynosito 5 mM, natomiast ICsg
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oznaczone w te$cie BrdU wynosito od 55,3 mM do 67.8 mM, w zaleznosci od
rodzaju linii komérkowej raka jelita grubego (Rzeski., i in., 2012).

Rozw¢] nowotworu jest zwigzany z zaburzeniami w regulacji cyklu
komorkowego (Meeran S. i Katiyar S., 2008), stad tez zahamowanie przebiegu cyklu
komodrkowego jest czgsto uwazane za kluczowy mechanizm przeciwnowotworowego
dziatania badanych substancji. Cykl komorkowy sklada si¢ z interfazy, ktorg
stanowig fazy Gy S i G, oraz mitozy. W fazie G; komoérka przygotowuje si¢ do
podziatu poprzez wzrost, ale moze przejs¢ rowniez w faze Go - faze spoczynku.
Podczas fazy S zachodzi replikacja DNA i kazdy chromosom jest duplikowany,
natomiast w fazie G, syntetyzowane sa materiaty potrzebne do mitozy, takie jak
RNA i biatka (Wenzel E. i Singh A., 2018). Aby okresli¢, czy antyproliferacyjne
dziatanie AKG wobec komodrek OS bylo spowodowane jego zdolnoscig do
regulowania przebiegu cyklu komoérkowego, w kolejnym etapie badan okreslono
wplyw zwigzku (wybranych stgzen) na wspomniany proces biologiczny metoda
cytometrii przeplywowej. Wykazano, ze AKG zatrzymuje cykl komorkowy w fazie
Gi1 w obu liniach komoérkowych OS. Otrzymane wyniki staty si¢ podstawa do
zanalizowania wptywu AKG na poziom ekspresji biatek zwigzanych z cyklem
komorkowym — cykliny D1 oraz inhibitora kinaz zaleznych od cyklin (CDK), biatka
p21 Wafl/Cipl.

Cyklina D1 jest waznym regulatorem postepu cyklu komodrkowego, tj. jego
przejscia z fazy Gi do S, a jej nadekspresja zwigzana jest z rozwojem 1 progresja
roznych rodzajow nowotwordéw, m.in. raka piersi, ptuca czy pgcherza moczowego
(Alao J., 2007). Poziom cykliny D1 w komorkach prawidtowych zaczyna zwigkszaé
si¢ we wezesnym etapie fazy Gi i utrzymuje si¢ az do granicy fazy G1/S, po czym
gwatownie spada. Cyklina ta aktywuje kinazy cyklinozalezne, CDK4 oraz CDKG6.
Aktywne kompleksy cykliny D1 z CDK4 oraz CDK6 fosforylujg biatko RB, co
umozliwia dysocjacje czynnikow transkrypcyjnych E2F z kompleksu z pRB. Dzigki
temu mozliwe jest przejscie do fazy S cyklu komérkowego (Qie S. i Diehl J., 2016).
Nadekspresja cykliny D1 prowadzi do zaburzenia aktywnosci CDKs, szybkiego
wzrostu komoérek w warunkach ograniczonej sygnalizacji mitogennej, omijania
kluczowych punktow kontrolnych podzialdéw komorek i1 ostatecznie do wzrostu
nowotworu (Qie S. i Diehl J., 2016). Z kolei biatko p21 Wafl/Cipl jest negatywnym
regulatorem przebiegu cyklu komoérkowego, zatrzymujacym cykl komorkowy
w fazie G;. Bialko to wigzac si¢ z kompleksem cyklina D/CDK4/6 hamuje
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aktywnos¢ CDKSs i fosforylacje pRB, co prowadzi do zahamowania replikacji DNA.
Ponadto, p21 moze bezposrednio hamowa¢ replikacje DNA poprzez odziatywanie
z PCNA (jadrowym antygenem komorek proliferujacych) i hamowanie jego
interakcji z polimerazag DNA 6 oraz innymi bialkami zaangazowanymi w synteze
DNA (Abbas T. i Dutta A., 2009; Cayrol C., i in., 1998). Ten hamujacy efekt p21
Wafl/Cipl dziala w komoérce jako mechanizm nadzoru w celu utrzymania
integralnos$ci genomu (Meeran S. i Katiyar S., 2008).

W niniejszych badaniach zaobserwowano zdolno$¢ AKG do modulowania
ekspresji zarowno cykliny D1, jak i p21 w komoérkach OS. W komorkach linii Saos-2
odnotowano niskg ekspresj¢ cykliny D1 i tylko niewielkie obnizenie jej poziomu pod
wplywem AKG. Natomiast AKG efektywnie zwigkszyt poziom p21 Wafl/Cipl
w komorkach tej linii. Gtownym czynnikiem transkrypcyjnym regulujacym ekspresje
p21 jest biatko p53, chociaz p21 moze ulega¢ ekspresji niezaleznie od p53 (Macleod
K., 1 in,, 1995). W linii komoérkowej Saos-2 wystepuje mutacja genu kodujacego
biatko p53 i nie wykrywa si¢ tego biatka w komorkach (Masuda H., i in., 1987).
Z tego wzgledu mozemy przypuszczaé, ze AKG indukowal zwigkszenie ekspres;ji
p21 Wafl/Cipl w sposob niezalezny od p53. Wyniki niniejsze sg zgodne
z badaniami Rzeskiego i in. (2012), w ktorych AKG indukowal ekspresje p21
Wafl/Cipl w komorkach raka jelita grubego linii HT29 w sposob niezalezny od p53
(Rzeski 1 in., 2012). Ponadto, uzyskane wyniki sugeruja, ze gtdwnym mechanizmem,
odpowiedzialnym za zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G3 w komorkach
Saos-2 pod wplywem AKG bylo zwigkszenie ekspresji biatka p21 Wafl/Cipl,
chociaz nie mozna wykluczy¢ jego wptywu na inne biatka regulatorowe fazy Gj.

Z kolei w komorkach liniit HOS obserwowano wysoki poziom ekspresji
cykliny D1 i znaczne obnizenie poziomu tego biatka pod wptywem AKG. Natomiast
AKG znacznie stabiej wplywal na poziom p21 Wafl/Cipl w komorkach tej linii.
Zwigkszenie ekspresji p21 pod wplywem AKG w komoérkach linii HOS
wystepowato tylko po krétkim czasie inkubacji (6 godzin), natomiast po dtuzszym
czasie (24 i 48 godzin) jego poziom w komodrkach obnizyt si¢. Uzyskane wyniki
sugeruja, ze zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G; w komoérkach HOS bylo
spowodowane glownie obnizeniem przez AKG poziomu cykliny DI1. Rowniez
badania innych autor6w przeprowadzone w modelu komorkowym raka jelita
grubego wykazaty, ze AKG hamuje cykl komérkowy w fazie G; poprzez obnizenie

poziomu cykliny D1 (Rzeski., i in., 2012). Powyzsze dane sugeruja, ze AKG moze
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powodowa¢ zatrzymanie podzialow komorek kostniakomigsaka w fazie G; cyklu
komodrkowego poprzez wplyw na rézne biatka regulatorowe cyklu, w zaleznos$ci od
rodzaju komorek OS.

Komoérki nowotworowe cechuja si¢ znaczng opornoscig na apoptoze ze
wzgledu na zaburzenia mechanizmoéw regulujacych ten proces. Zatem indukowanie
tego typu $mierci w komoérkach nowotworowych uwazane jest za wazny cel w terapii
przeciwnowotworowej (Wong R., 2011). Gléwnym mechanizmem indukowania
apoptozy w komorkach jest aktywacja kaskady kaspaz. Kaspazy inicjatorowe, takie
jak kaspaza-8 lub -9, aktywowane w odpowiedzi na czynniki proapoptotyczne, sg
odpowiedzialne za aktywacje efektorowej kaspazy-3, ktora jest niezbedna do
propagacji sygnatu apoptotycznego. Aktywacja kaspazy-8 zachodzi poprzez
transblonowe receptory $mierci (zewnetrzny szlak apoptozy), podczas gdy aktywacja
kaspazy-9 jest wynikiem depolaryzacji blony mitochondrialnej (wewnetrzny szlak
apoptozy) (Nuiiez G., i in., 1998). W kolejnym etapie niniejszych badan analizowano
zdolno$¢ AKG, do indukcji apoptozy lub/i nekrozy w komodrkach kostniakomigsaka.
Wykazano, ze AKG proporcjonalnie do zastosowanego st¢zenia indukowat apoptoze
zarowno w komorkach linii Saos-2, jak i HOS, co prowadzito do aktywacji kaspazy-
3 w tych komoérkach. Co ciekawe, nawet najwyzsze badane st¢zenie zwigzku
(50 mM) nie powodowato nekrozy komoérek OS. Wykazano ponadto, Zze mechanizm
indukowania apoptozy przez AKG w komorkach kostniakomigsaka byt zwigzany
glownie z aktywacja kaspazy-9, natomiast w mniejszym stopniu zwigzek ten
aktywowat kaspaze-8.

Znanymi regulatorami potencjalu blony mitochondrialnej i tym samym
wewnatrzkomorkowego szlaku apoptozy sa biatka z rodziny Bcl-2 (Martinou J.
i Green D., 2001). Sposrod wielu biatek tej rodziny, wazng role w depolaryzacji
blony mitochondrialnej petnia dwa biatka — dziatajace anty-apoptotycznie Bcl-2
I pro-apoptotyczne biatko Bax. Pod wplywem sygnaléw proapoptotycznych,
wystepujace w cytoplazmie monomeryczne biatko Bax tworzy oligomer, ktory
wbudowuje si¢ w zewngtrzng blone mitochondrialng powodujac zwigkszenie jej
przepuszczalno$ci i uwalnianie réznych biatek apoptotycznych z przestrzeni
miedzybtonowej mitochondrium, m.in. cytochromu c. Cytochrom ¢ wraz z biatkiem
Apaf tworza apoptosom, tj. komleks aktywujacy kaspaze-9 (Wei M., i in., 2001).
Natomiast biatko Bcl-2, zlokalizowane w zewnetrznej blonie mitochondrialnej

hamuje apoptoze¢ (Yang J., i in., 1997). Wyniki niniejszych badan wykazaty, ze AKG

100



indukowatl zwigkszenie ekspresji biatka Bax, natomiast w mniejszym stopniu
wptywal na ekspresj¢ biatka Bcl-2, obnizajac jego poziom dopiero w najwyzszym
badanym stezeniu, tj. 50 mM. Uzyskane wyniki sugeruja, ze proapoptotyczne
dziatanie AKG bylo zwigzane z jego zdolnoscia do zaburzenia réwnowagi
w proporcji sygnatow pro- i anty-apoptotycznych w komorkach kostniakomigsaka,
co skutkowalo aktywacja kaspazy-9 oraz -3 i indukowaniem apoptotycznej $Smieci
komorek OS. Jak dotychczas wyniki tylko Kilku prac sugerowaly, ze zwiekszenie
poziomu AKG w komoérkach moze indukowaé¢ apoptoze w komorkach
nowotworowych. Tennant i in. (2009 i 2010) wykazali, ze pod wptywem AKG
suplementowanego w postaci estrow, nastgpowalo zwickszenie degradacji
podjednostki HIF-lao i przywrocenie aktywnosci PHDs, co skutkowato
indukowaniem apoptozy w komorkach nowotworowych zaréwno in vitro, jak i in
vivo (Tennant D., i in., 2009; Tennant D. i Gottlieb E., 2010). Ponadto, w innych
badaniach wykazano, ze zwigkszenie ekspresji IDH1 (przeksztatcajacej izocytrynian
do AKG) w komorkach dwoch linii kostniakomigsaka (MG63 i 143B) skutkowato
znacznym zwigkszeniem ilosci biatka Bax w komoérkach, obnizeniem poziomu Bcl-2
oraz aktywacja kaspazy-9 i -3. W efekcie, zwickszenie ekspresji IDH1 w komorkach
MG63 1 143B indukowalo apoptoze oraz hamowato proliferacje komorek
kostniakomigsaka (Hu X., i in., 2014). Przypuszcza si¢, ze zaobserwowane efekty
mogly by¢ zwigzane z przywroceniem prawidtowej ilosci AKG w komoérce (Hu X,
i in., 2014).

Aby okresli¢ molekularne mechanizmy dziatania AKG w komorkach linii
Saos-2, w kolejnym etapie niniejszych badan zbadano wptyw AKG na poziom
fosforylacji (aktywacji) kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPKS).
MAPKSs sa kluczowymi elementami szlakow sygnalowych przekazujacych sygnaty
mitogenne do jadra w odpowiedzi na rézne bodzce zewnatrzkomoérkowe (Boutros T.,
I in., 2008). Do MAPKSs zalicza si¢ trzy grupy kinaz: ERK1/2 oraz JNK i p38 (Zhang
W. i Liu H., 2002; Boldt S., i in.,, 2002). Kaskada ERK reaguje gldwnie na
stymulacj¢ czynnikami wzrostu i zwykle jest identyfikowana jako kluczowy
mediator proliferacji i przezycia komoérek (Chambard J., i in., 2007). Ponadto,
sygnalizacja ERK moze, w zaleznos$ci od rodzaju komorki, regulowa¢ rdznicowanie,
migracj¢, angiogenez¢ czy remodelacje chromatyny (Dhillon A., i in., 2007). Dwie
inne czasteczki sygnalowe, p38 i JNK, aktywowane w wyniku dzialania r6znych

czynnikow stresogennych (takich jak UV, stres genotoksyczny, Szok osmotyczny,
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toksyny, infekcja, jak réwniez cytokiny) wywieraja w komorkach gtéwnie efekt
proapoptotyczny (Boutros T., i in., 2008; Dhillon A., i in., 2007).

Wyniki niniejszych badan wykazaly, ze AKG hamowat fosforylacje
ERK1/2 w komorkach Saos-2 proporcjonalnie do zastosowanego st¢zenia, natomiast
zwigkszatl aktywacj¢ kinazy JNK. Ponadto, selektywny inhibitor kinazy JNK
(SP600125) zastosowany przed dodaniem AKG czgsciowo obnizyl poziom apoptozy
w komorkach Saos-2 oraz catkowicie zahamowat aktywacje kinazy indukowang
przez AKG. Tym samym potwierdzono, ze istotnym mechanizmem indukowania
przez AKG apoptozy w komorkach OS byta jego zdolnos¢ do aktywacji JINK.

JNK moze promowac apoptoze poprzez dwa rézne mechanizmy, tzw.
jadrowy i mitochondrialny. W pierwszym z nich, aktywowana kinaza JNK ulega
translokacji do jadra i fosforyluje (aktywuje) biatko c-Jun, ktére wraz z biatkiem
c-Fos tworzy nastgpnie czynnik transkrypcyjny AP-1. AP-1 reguluje transkrypcje
wielu réznych biatek, m.in. biatek dziatajacych pro-apoptotycznie (TNF-a, Fas-L,
Bak). JNK moze rowniez fosforylowaé inne czynniki transkrypcyjne, m.in.
dziatajace pro-apoptotycznie p53 i p73 (Dhanasekaran D. i Reddy E., 2008).
W  drugim mechanizmie, aktywowana JNK moze przemieszcza¢ si¢ do
mitochondriow i modulowa¢ aktywnos$¢ biatek pro- i anty-apoptotycznych. JNK
poprzez fosforylacj¢ pro-apoptotycznych biateck Bim 1 Bad antagonizuje
przeciwapoptotyczng aktywno$¢ biatka Bcl-2 lub Bcl-xl. Ponadto, JNK moze
stymulowa¢ uwalnianie cytochromu c i aktywacj¢ kaspazy-9 poprzez aktywacje pro-
apoptotycznych bialek Bax, Bid i Bim. Jak wykazano, JNK zwigksza rowniez
ekspresj¢ pro-apoptotycznego biatka Bax (Dhanasekaran D. i Reddy E., 2008;
Papadakis E., i in., 2006).

Jak wspomniano, szlak sygnatowy kinazy ERKI1/2 jest kluczowym
czynnikiem zaangazowanym w proliferacj¢ komorek nowotworowych i odpowiada
rébwniez za wystepowanie lekoopornosci u chorych na raka (McCubrey J., i in.,
2007). Aktywowana ERKI1/2 przemieszcza si¢ do jadra komorkowego, gdzie
fosforyluje rézne biatka i czynniki transkrypcyjne (m.in. CREB, c-Myc, AP-1,
NF-kB), powodujac zaburzenia w ekspresji wielu gendw. Wykazano, ze aktywacja
ERK1/2 odpowiada m.in. za zwigkszenie ekspresji cyklin (A, D1, E) i czynnikoéw
wzrostu, aktywacj¢ CDKs oraz zmniejszenie ekspresji biatek hamujacych cykl
komorkowy (p27, pl6, p53), hamujac tym samym przebieg cyklu komorkowego
(Chang F., i in., 2003a; McCubrey J., i in., 2007). Ponadto, aktywacja ERK1/2
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w wigkszo$ci przypadkéw hamuje apoptoze poprzez zwigkszenie ekspresji Bcl-2
oraz zmniejszenie poziomu pro-apoptotycznego biatka Bad (Lu Z. i Xu S., 2006).
W kostniakomigsaku aktywacja szlaku sygnatowego ERK jest zaangazowana m.in.
w przerzutowanie tego nowotworu do ptuc (Yu Y., i in., 2011). W wielu badaniach
wykazano, ze zahamowanie aktywacji ERK1/2 indukowato apoptoze¢ w komorkach
OS i hamowalo przerzutowanie (Noh K., i in., 2011; Sasaki K., i in., 2011; Yu Y.,
i in. 2011). Ponadto, w badaniach in vivo na modelach zwierzgcych stwierdzono, ze
specyficzne inhibitory szlaku sygnatowego ERK1/2 (PD98059, Sorafenib) wykazuja
dziatanie przeciwnowotworowe w kostniakomigsaku, powodujac m.in. wolniejszy
wzrost guza, zahamowanie przerzutowania oraz przedluzenie zycia zwierzat
(Chandhanayingyong C., i in., 2012).

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sugerujg, ze AKG indukowat apoptoze
w komorkach OS in vitro poprzez aktywacje JNK oraz obnizenie aktywnosci
ERK1/2. Ponadto, zmniejszenie aktywnosci ERK1/2 przez AKG mogto przyczynié
si¢ do zahamowania cyklu komérkowego w komorkach kostniakomiesaka.

W kolejnym etapie pracy oceniono wptyw AKG na aktywacj¢ kinazy
biatkowej Akt. Badany zwigzek obnizal poziom aktywacji Akt, hamujac
fosforylacj¢ dwoch reszt aminkwasowych (Ser473 oraz Thr308), kluczowych dla
aktywacji tej kinazy.

Uwaza sig, ze szlak sygnatowy PI3K/Akt jest jednym z najwazniejszych
szlakow zaangazowanych w rozw6j nowotwordow. Kinaza Akt, aktywowana przez
rozne sygnaly przyzyciowe, moze hamowac apoptoze poprzez fosforylacje
1 inaktywacj¢ pro-apoptotycznych mediatoréw, takich jak Bad, kaspaza-9 czy
czynnik transkrypcyjny FOXO3a (forkhead box-O3a), ktory uczestniczy w apoptozie
indukowanej przez bialko Bim. Ponadto, Akt moze hamowa¢ aktywacj¢ biatka Bax
oraz zwigksza¢ ekspresje cykliny D1 (Chang F. i in. 2003b; Altomare D. i Testa J.,
2005). Z drugiej strony, aktywacja Akt powoduje zwiekszenie w komoérce poziomu
biatek anty-apoptotycznych, takich jak Bcl-2 oraz Bcl-xI (Atif F., i in., 2015). Szlak
PI3K/AKkt jest czesto hiperaktywowany w OS i przyczynia si¢ do inicjacji i rozwoju
choroby, w tym do zapoczgtkowania nowotworzenia, stymulowania proliferacji,
inwazyjnos$ci, progresji cyklu komorkowego, hamowania apoptozy, indukowania
angiogenezy, przerzutowania i opornosci na chemioterapi¢ (Zhang J., i in., 2015b).
W kilku badaniach in vitro wykazano, ze aktywacja szlaku PI3K/Akt jest w stanie

zwigkszy¢ ekspresje cykliny D1, a nastepnie zahamowac apoptoze komoérek OS
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i promowaé wzrost komorek (Zhang Y., i in., 2013; Zhou R., i in., 2011). Z tego
wzgledu, zahamowanie szlaku PI3K/Akt przez rézne zwiazki stanowi atrakcyjny cel
terapeutyczny w OS (Zhang J., i in., 2015b). Wykazano np., ze allosteryczny
inhibitor Akt indukowal apoptoz¢ 1 hamowal wzrost komorek ludzkiego
kostniakomigsaka in vitro poprzez blokowanie szlaku Akt/mTORCI1 oraz aktywacj¢
JNK, p53 oraz kaspazy-3 (Yao C., i in., 2013). Wyniki uzyskane w niniejszych
badaniach sugeruja, ze hamowanie aktywacji Akt stanowito istotny element
przeciwnowotworowej  aktywnosci  AKG  wobec  komorek  ludzkiego
kostniakomigsaka in vitro i moglto by¢ zaangazowane zar6wno w indukowanie
apoptozy przez ten zwigzek, jak i zatrzymanie przebiegu cyklu komorkowego.

Jak wspomniano powyzej, sygnalizacja ERK moze réwniez stymulowaé
migracj¢ komorek nowotworowych oraz angiogeneze (Dhillon A., i in., 2007).
Podobnie szlak sygnalowy PI3K/Akt pehi istotng role¢ w indukowaniu angiogenezy
i przerzutowaniu komorek nowotworowych (Zhang J., i in., 2015b). W niniejszych
badaniach wykazano, ze AKG hamowat aktywacj¢ zaréwno kinazy ERK1/2, jak
1 Akt, dlatego w kolejnych etapach badan oceniono wplyw AKG na migracje¢
1 inwazyjno$¢ komorek obu linii kostniakomigsaka oraz wytwarzanie przez komorki
OS czynnikow wzrostu istotnych w promowaniu przerzutowania oraz angiogenezy,
tj. TGF-p oraz VEGF.

TGF-B jest czynnikiem promujgcym rozwoj nowotworu w poézniejszych
stadiach jego rozwoju. Kaskada sygnalowa z udziatem TGF-B stymuluje przejscie
epitelialno-mezenchymalne, inwazyjno$¢ komorek oraz ich przerzutowanie, a takze
ucieczk¢ nowotworu spod nadzoru uktadu immunologicznego (Katsuno Y., i in.,
2013; Meulmeester E. i Ten Dijke P., 2011). Udowodniono, ze szlak sygnalowy
TGFB/Smad jest aktywowany w zmianach nowotworowych pacjentéw z OS oraz
odgrywa kluczowa role w progresji przerzutow kostniakomigsaka (Lamora A., i in.,
2014). Ponadto wykazano, Ze zablokowanie szlaku sygnatowego TGFB/Smad
w mysim modelu kostniakomigsaka spowalnia wzrost guza ko$ci gléwnie poprzez
wplyw na mikrosrodowisko nowotworowe, a takze hamuje tworzenie przerzutow do
pluc w wyniku zmniejszania ekspresji i aktywacji MMP-2 oraz hamowania migracji
i inwazyjnosci komoérek (Lamora A., i in., 2014). W innych badaniach wykazano

z kolei, ze zablokowanie szlakow sygnatowych ERK i1 PI3K/Akt redukuje ekspresje
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TGF-B, a takze czynnikow pro-angiogennych, takich jak bFGF oraz HGF w mysiej
linii kostniakomigsaka (Tsubaki M., i in., 2011).

Z kolei VEGF jest jednym z najwazniejszych czynnikow promujacych
proces angiogenezy (Chandolu V. i Dass C., 2012). Powstawanie nowych naczyn
krwionosnych jest fundamentalnym zdarzeniem w procesie wzrostu guza i1 jego
przerzutowaniu, a szlak sygnalowy VEGF jest jednym z kluczowych regulatorow
tego procesu. Zwigzanie VEGF z jego receptorem na komodrkach s$rodbtonka
uruchamia sygnaty, ktére promujg wzrost komorek $srédbtonka z istniejacego uktadu
naczyniowego, ich migracj¢, przezycie i roznicowanie. Ponadto, VEGF posredniczy
w zwigkszeniu przepuszczalno$ci naczyn, co ulatwia wnikanie komorek
nowotworowych do $§wiatta naczynia. VEGF uczestniczy rowniez w mobilizowaniu
komorek progenitorowych $rodblonka ze szpiku kostnego do odleglych miejsc
neowaskularyzacji (Lee S., i in., 2015). Ze wzgledu na swoja glowng rolg
w neoangiogenezie nowotworowej, szlak sygnatowy VEGF jest istotnym celem
terapii przeciwnowotworowej (Rajabi M. i Mousa S., 2017). Aktywacja szlaku
VEGF pehi réwniez wazng rolg w patogenezie kostniakomigsaka (Chen D., i in.,
2013; Yang J., i in., 2011). Jak wykazano ostatnio, wyciszenie ekspresji VEGF
w komorkach ludzkiego kostniakomigsaka skutkowalo zahamowaniem proliferacji
komorek i indukowaniem w nich apoptozy in vitro oraz zahamowaniem wzrostu
guza i angiogenezy in Vvivo poprzez inaktywacj¢ szlaku sygnatowego PI3K/Akt
(Zhao J., i in., 2015).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wykazaly, ze AKG zmniejszyl
wytwarzanie zarowno TGF-, jak i VEGF przez komorki Saos-2 i HOS. Ponadto,
zwiazek ten w catym zastosowanym zakresie stezen znacznie zahamowal migracje
1 inwazyjno$¢ komorek kostniakomigsaka obu linii. Wyniki te sg zgodne z badaniami
Matsumoto 1 in., w ktérych AKG obnizal wytwarzanie VEGF oraz hamowat
ekspresj¢ HIF-1oo w komorkowym modelu raka watrobowokomorkowego (Hep3B)
oraz w modelu raka ptuca Lewisa (LLC). Badacze ci wykazali ponadto, ze AKG
zmniejszat ekspresje genu Vegf w komoérkach LLC oraz hamowat wzrost guza
i angiogeneze in vivo. Dodatkowo, AKG wzmacnial dziatanie 5-fluorouracylu
(Matsumoto K., i in., 2006; Matsumoto K., i in., 2009). Z kolei Hu i in. w swoich
badaniach  zaobserwowali, iz zwigkszenie poziomu IDHI skutkowato

zahamowaniem proliferacji, migracji i inwazyjnos$ci komoérek oraz indukowaniem
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w nich apoptozy. Réwniez w badaniu in vivo zwigckszenie ekspresji IDHI
zahamowato wzrost guza oraz proces przerzutowania (Hu X i in., 2014). Ponadto,
Atlante 1 in. (2018) wykazali, ze zastosowanie inhibitora dehydrogenazy alfa-
ketoglutaranowej prowadzito do wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu AKG
1 zwigkszenia aktywnosci enzymow epigenetycznych zaleznych od AKG. Wynikiem
zaleznego od enzymow epigenetycznych przeprogramowania metabolicznego
w  komorkach nowotworowych bylo zahamowanie procesu przejscia
mezenchymalno-epitelialnego (EMT), tj. wstepnego etapu inwazyjnosci komorek,
zmniejszenie ekspresji MMP-3 1 w konsekwencji zahamowanie przerzutowania
(Atlante S., i in., 2018). Mozemy zatem przypuszczaé, iz zaopatrzenie komorek
kostniakomigsaka w egzogenny AKG w niniejszych badaniach moglo mie¢ efekt
podobny do zwiekszenia poziomu IDH1 w komorkach lub zastosowania inhibitora
dehydrogenazy alfa-ketoglutaranowej 1 skutkowa¢ zahamowaniem migracji
1 inwazyjnosci komorek OS. Wyniki uzykane w niniejszych badaniach sugeruja, ze
AKG moze by¢ obiecujacym srodkiem terapeutycznym w hamowaniu angiogenezy
oraz przerzutowania kostniakomigsaka.

Podsumowujac, w badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej
rozprawy  zaobserwowano, ze egzogenny AKG  wywieral  dziatanie
przeciwnowotworowe wobec komoérek kostniakomigsaka in vitro. Zdolnos¢ AKG do
zaburzania ekspresji biatek zwigzanych z cyklem komorkowym (cyklina DI, p21
Wafl/Cipl) oraz biatek zwigzanych z apoptoza (Bax, Bcl-2, kaspaza-8, -9, -3)
prowadzita do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie G, indukowania apoptozy
1 zahamowania proliferacji komorek kostniakomigsaka. AKG wykazywatl
proapoptotyczne dziatanie poprzez aktywacje JNK oraz prawdopodobnie poprzez
zmniejszenie aktywacji kinaz ERK1/2 1 Akt. Ponadto, AKG obnizal wytwarzanie
TGF-B i VEGF przez komorki kostniakomigsaka oraz hamowat ich migracje
1 inwazyjnosc¢.

Uzyskane wyniki potwierdzaja zaobserwowany w nielicznych badaniach
przeciwnowotworowy potencjat alfa-ketoglutaranu i sugeruja, ze AKG moze
hamowaé¢ zaré6wno wzrost jak 1 przerzutowanie kostniakomigsaka. AKG jest
zwigzkiem bezpiecznym dla organizmu cztowieka, wykazujagcym wiele wlasciwosci
biologicznych, jednakze slabo przebadanym pod wzgledem aktywnosci
przeciwnowotworowej. Na podstawie dostepnej literatury, jak 1 wynikow

powyzszych badah mozna stwierdzi¢, iz sluszne byloby prowadzenie dalszych prac
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nad przeciwnowotworowa aktywnoscia AKG, zwlaszcza w modelach zwierzecych
kostniakomigsaka. Doktadne okreslenie aktywno$ci przeciwnowotworowej AKG
mogloby sie przyczyni¢ do zastosowania tego zwigzku jako srodka wspomagajacego
leczenie kostniakomig¢saka. Wyniki badan otrzymane w ramach niniejszej rozprawy
jednoznacznie $wiadczg o aktywnosci przeciwnowotworowej alfa-ketoglutaranu

wobec komorek ludzkiego kostniakomigsaka.
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V1. Wnioski

1. AKG wykazuje aktywnos$¢ przeciwnowotworowa wobec kostniakomigsaka
in vitro.

2. AKG moze hamowa¢ wzrost OS ze wzgledu na zdolno$¢ do zatrzymywania
cyklu komorkowego w fazie G, indukowania apoptozy i hamowania
proliferacji komorek tego nowotworu.

3. AKG zatrzymuje cykl komorkowy w fazie G; w komdrkach OS poprzez
zaburzanie ekspresji biatek zwigzanych z ta faza cyklu, tj. cykliny DI
1 inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl.

4. AKG indukuje apoptozg¢ w komorkach OS poprzez aktywacje kinazy JNK,
podwyzszenie poziomu proapoptotycznego biatka Bax, obnizenie poziomu
antyapoptotycznego biatka Bcl-2 oraz aktywacje kaspazy-9, -8 i -3.

5. Ze wzgledu na zdolno$¢ do obnizania aktywacji kinaz ERK1/2 i Akt
w komorkach kostniakomigsaka AKG moze zaburza¢ szlak sygnatowy ERK
oraz PI3K/Akt 1 wywiera¢ dziatanie proapoptotyczne, antyproliferacyjne,
hamowac¢ migracj¢ i inwazyjnos¢ komorek OS oraz angiogenezg.

6. AKG wykazuje potencjat do hamowania przerzutowania OS, poniewaz
obniza poziom produkcji TGF- 1 VEGF oraz hamuje migracj¢ 1 zmniejsza

inwazyjno$¢ komorek tego nowotworu.
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IX. Streszczenie

Kostniakomigsak (OS) jest najczestszym pierwotnym nowotworem uktadu
kostnego o wysokim stopniu ztosliwosci. OS stanowi mniej niz 1% wszystkich nowo
zdiagnozowanych nowotworéw u os6b dorostych i 3-5% u dzieci. Po biataczkach
I chloniakach, jest to najczgstsza pierwotna choroba nowotworowa u nastolatkow.
Fenotypowe czynniki ryzyka powstania OS zwigzane sg z rozwojem fizjologicznym
i sg to zarowno wysoki wzrost, jak i duza masa urodzeniowa. Z kolei zaburzenia
genetyczne (mutacje) wystepujace powszechnie w przypadkach OS dotycza gtownie
gendéw supresorowych nowotwordw, takich jak: TP53, RB1, PTEN oraz IDH.
W ok. 60% przypadkéw OS leczenie przynosi korzystne efekty, jednak u ok. 40%
pacjentow jest to nowotwor silnie przerzutujacy, oporny na chemioterapie, dajacy
gorsze rokowanie. Dlatego poszukuje si¢ wcigz nowych srodkéw terapeutycznych,
ktére moglyby zwiekszy¢ rokowania pacjentow z tym nowotworem.

Obiecujacym zwigzkiem wydaje si¢ by¢ alfa-ketoglutaran (AKG). AKG jest
metabolitem posrednim w cyklu Krebsa. Jako donor energii pelni kluczowa role
w metabolizmie energetycznym komodrek zwierzecych. Oprocz — funkcji
metabolicznych, AKG pelni w organizmie funkcje niemetaboliczne, zwigzane
z regulacja procesOw epigenetycznych 1 sygnalingu komorkowego. AKG ma
zdolno$¢  regulowania  aktywnosci  czynnika  transkrypcyjnego  HIF,
odpowiedzialnego za rozwdj 1 progresj¢ nowotworow. Ponadto, AKG wptywa na
aktywnos$¢ enzymow uczestniczacych w epigenetycznej modyfikacji chromatyny.
Badania sugeruja, ze wzrost ilosci wewnatrzkomérkowego AKG moze mieé
dziatanie przeciwnowotworowe.

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnosci przeciwnowotworowe;j
egzogennego AKG wobec ludzkiego kostniakomigsaka z wykorzystaniem dwoch
linii komoérkowych tego nowotworu: Saos-2 i HOS.

W badaniach okreslono wptyw AKG na zywotno$¢ komoérek prawidtowych
(ludzkich fibroblastow skory linii HSF i ludzkich osteoblastéw linii hFOB 1.19)
testem LDH oraz na proliferacj¢ komorek Saos-2 i HOS testem MTT i BrdU. Za
pomoca cytometrii przeptywowej oraz barwienia PI/RNAzg zbadano wptyw AKG na
przebieg cyklu komorkowego oraz oceniono jego zdolnos¢ do indukcji apoptozy
lub/i nekrozy (barwieniem aneksyng V-FITC i PI) w komoérkach obu linii OS.
Wplyw AKG na poziom bialek zwigzanych z cyklem komoérkowym (cykliny D1 oraz
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p21 Wafl/Cipl) okreslono metoda ELISA. Zbadano rowniez jego zdolnos$¢ do
aktywacji kaspazy-3 (metoda cytometrii przeptywowej), kaspazy -8 i -9 (metoda
Western blott oraz cytometrii przeplywowej) oraz wptyw na ekspresj¢ biatek
zwigzanych z wewnetrznym szlakiem apoptozy, tj. Bax i Bcl-2 (metoda Western
blott). W celu zbadania mechanizmu dziatania AKG w komoérkach OS, w kolejnym
etapie oceniono (metoda ELISA) jego zdolno$¢ do modulowania poziomu
fosforylacji kinaz MAP (JNK, ERKI1/2, p38) oraz kinazy biatkowej Akt
w komorkach linii Saos-2. Okreslono rowniez (metoda ELISA) wptyw AKG na
poziom produkcji TGF-B, tj. czynnika wzrostu dla komoérek OS i cytokiny
stymulujacej migracj¢, inwazyjnos¢ i przerzutowanie tego nowotworu. Ponadto,
zbadano (metodg ELISA) wptyw AKG na wytwarzanie pro-angiogennej cytokiny,
tj. VEGF, przez komoérki OS. Wptyw AKG na migracj¢ komorek kostniakomigsaka
oceniono testem zarastania rysy, natomiast inwazyjno$¢ - metoda wykorzystujaca
migracj¢ komorek przez membrang pokryta macierzg btony podstawne;.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze AKG jest zwigzkiem mato toksycznym dla
komorek prawidtowych. AKG hamowat proliferacj¢ komorek Saos-2 i HOS
proporcjonalnie do zastosowanego stezenia. Zwigzek ten zatrzymywal cykl
komorkowy w fazie G; w obu liniach OS, obnizat poziom ekspresji cykliny DI
w komorkach linii HOS, natomiast zwigkszat poziom ekspresji inhibitora kinaz
zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl w komodrkach Saos-2. Ponadto, AKG indukowat
apoptoze w komorkach kostniakomigsaka poprzez aktywacje kaspazy-9, -8, -3,
zwigkszenie ekspresji biatka proapoptotycznego Bax 1 obnizenie poziomu biatka
antyapoptotycznego Bcl-2. AKG aktywowal kinaze JNK, natomiast hamowat
aktywacje ERK1/2 i Akt w komorkach linii Saos-2. Wykazano rowniez, ze AKG
indukowat apoptoz¢ w komodrkach Saos-2 poprzez aktywacje kinazy JNK, poniewaz
specyficzny inhibitor tej kinazy (SP600125) calkowicie zahamowal aktywacje
kinazy indukowang przez AKG oraz czeSciowo obnizyl poziom apoptozy
indukowanej przez AKG w komorkach Saos-2. Ponadto, AKG obnizyt poziom
produkcji TGF-B i VEGF oraz hamowat migracj¢ i inwazyjnos¢ komorek obu linii
kostniakomigsaka.

Otrzymane w niniejszej rozprawie wyniki badan in vitro wskazuja na
potencjal przeciwnowotworowy AKG wobec komorek kostniakomigsaka. AKG
aktywuje JNK i moze w ten sposob indukowaé apoptoze w komodrkach OS. Ponadto,

obnizenie aktywno$ci ERK1/2 przez AKG moze hamowaé progresj¢ cyklu
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komorkowego 1 proliferacje komoérek tego nowotworu. Dodatkowo, obnizenie
aktywno$ci ERK1/2 oraz Akt pod wplywem AKG moze przyczynia¢ si¢ zarowno do
indukowania apoptozy, jak tez hamowania migracji i inwazyjnosci komorek OS oraz
zahamowania angiogenezy. Uzyskane wyniki sugeruja, ze AKG moze hamowac

zaro6wno wzrost kostniakomigsaka, jak tez proces jego przerzutowania.
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X. Abstract

Osteosarcoma (OS) is the most common primary malignancy of the skeletal
system with a high grade of malignancy. OS represents less than 1% of all newly
diagnosed cancers in adults and 3-5% in children. After leukemias and lymphomas, it
Is the most common primary cancer in adolescents. The phenotypic risk factors for
developing OS are associated with physiological development and are both tall
stature and high birth weight. In turn, genetic disorders (mutations) that are common
in OS mainly involve tumor suppressor genes, such as TP53, RB1, PTEN, and IDH.
In about 60% of OS cases, treatment has beneficial effects, whereas in about 40% of
patients the cancer is highly metastatic, resistant to chemotherapy, and poses a worse
prognosis. Therefore, new therapeutic agents that could improve the prognosis of
patients with this cancer are still being sought.

Alpha-ketoglutarate (AKG) appears to be a promising compound. It is
an intermediate metabolite in the Krebs cycle. This energy donor plays a key role in
the energy metabolism in animal cells. AKG has both metabolic and non-metabolic
functions in the organism. Its non-metabolic functions are related to the regulation of
epigenetic processes and cellular signaling. AKG has the ability to regulate the
activity of the HIF transcription factor, which is responsible for the development and
progression of tumors. In addition, AKG affects the activity of enzymes involved in
the epigenetic modification of chromatin. It is suggested that the increase in the
amount of intracellular AKG may have an anticancer effect.

The aim of this study was to assess the anticancer activity of exogenous
AKG against human osteosarcoma using two cell lines of this tumor: Saos-2 and
HOS.

The effect of AKG on the viability of normal cells (human fibroblast cell
line HSF and human osteoblast cell line hFOB 1.19) was evaluated with the LDH
assay. Anti-proliferative activity of AKG against Saos-2 and HOS cells was assessed
with the MTT and BrdU methods. The effect of AKG on progression of the cell
cycle was examined by means of flow cytometry and PI/RNAase staining. Its ability
to induce apoptosis or/and necrosis in both OS cell lines was evaluated by annexin
V-FITC/PI double labelling and cytometric analysis. The effect of AKG on the level
of cell cycle-associated proteins (cyclin D1 and p21 Waf1/Cipl) was determined by
ELISA. Moreover, the AKG ability to activate caspase-3 (evaluated by flow
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cytometry), and caspases -8 and -9 (by Western blot and flow cytometry) as well as
the effect on the expression of proteins associated with the intrinsic pathway of
apoptosis, i.e. Bax and Bcl-2 (Western blot), were investigated. To examine the
mechanism of AKG activity in OS cells, the AKG ability to modulate the
phosphorylation level of MAP kinases (JNK, ERK1/2, p38) and Akt kinase (by
ELISA assay) in Saos-2 cells was investigated. The influence of AKG on production
of TGF-B (growth factor for OS cells and cytokine stimulating cell migration,
invasiveness, and metastasis) was also determined by ELISA. Moreover, the effect of
AKG on production of pro-angiogenic cytokine VEGF by OS cells was investigated
(by ELISA). The effect of AKG on osteosarcoma cell migration was assessed by
a scratch wound healing assay, whereas invasiveness was evaluated by a basement
membrane extract (BME) cell invasion assay.

The results showed that AKG exhibited low toxicity against normal cells.
AKG inhibited proliferation of Saos-2 and HOS cells in a concentration dependent
manner. This compound blocked the cell cycle progression at the G; stage in both OS
lines, decreased the expression of cyclin D1 in HOS cells, and increased the level of
expression of the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 Waf1/Cipl in Saos-2 cells.
In addition, AKG induced apoptosis in osteosarcoma cells by activation of caspase-9,
-8, and -3, increasing the expression of the pro-apoptotic protein Bax, and decreasing
the level of the anti-apoptotic Bcl-2 protein. AKG increased JNK phosphorylation
and inhibited ERK1/2 and Akt activation in the Saos-2 cells. AKG has also been
shown to induce apoptosis in Saos-2 cells by activating JNK kinase, as a specific
inhibitor of this kinase (SP600125) completely inhibited AKG-induced kinase
activation and partially reduced AKG-induced apoptosis in Saos-2 cells. In addition,
AKG decreased production of TGF-p and VEGF and inhibited cell migration and
invasiveness of both osteosarcoma lines.

The in vitro results obtained in this study indicate the anticancer potential of
AKG against osteosarcoma cells. AKG activates JNK and can thus induce apoptosis
in OS cells. Moreover, the reduction of ERK1/2 activity by AKG may inhibit the
progression of the cell cycle and cancer cell proliferation. In addition, the AKG-
induced reduction of ERK1/2 and Akt activity may contribute to induction of
apoptosis, inhibition of OS cell migration and invasion, and inhibition of
angiogenesis. The study results suggest that AKG can inhibit both osteosarcoma

growth and metastasis.
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