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Spis skrotow

Skrot Rozwinig¢cie po angielsku Rozwinigcie po polsku
5-FU | 5-fluorouracil 5-fluorouracyl
ABC | ATP-binding casette transporter ABC
ACD | Autophagic Cell Death autofagiczna Smier¢
komoérkowa
ACR | Autophagy Cargo Recptors receptory fadunku autofagii
AMPK | AMP-activated protein kinase kinaza AMPK
APS | Ammonium Persulfate nadsiarczan amonu
ASF1A | Anti-Silencing Factor 1A biatko ostonowe histonow
ASF1A
ATGs | Autophagy-related Genes geny zwigzane z autofagia
ATM | Ataxia Telangiectasia Mutated kinaza ATM
Kinase
ATR | Ataxia Telangiectasia and Rad3- kinaza ATR
related kinase
BafAl | Bafilomycine Al bafilomycyna Al
BCA | BiCinchoninic Acid kwas bis-cynchoninowy
BCL-2 | B-Cell Lymphoma 2 chtoniak z komoérek B2
BHD | Birt-Hogg-Dubé syndrome syndrom Birt-Hogg-Dubé
BP | Band Pass dzielnik wigzki
BRAF | V-Raf murine sarcoma viral homolog B wirusa mysiego
oncogene homolog B miesaka V-Raf
BrdU | 5-bromo-2-deoxyuridine 5-bromo-2’-deoksyurydyna
C/EBP-p | CCAAT/ Enhancer-Binding ccaat/biatko wigzace
Protein-f3 wzmacniacz transkrypcji
ccRCC | Clear Cell Renal Carcinoma rak jasnokomorkowy nerek
CDK | Cyclin dependent kinases kinaza cyklinozalezna
CHK | Checkpoint kinases kinaza punktu kontrolnego
CMA | Chaperone Mediated Autophagy autofagia regulowana
biatkami opiekunczymi
CPM | Counts Per Million 1lo$¢ zliczen na milion
CSC | Cancer Stem Cells macierzyste komorki
nowotworowe
CTLA-4 | Cytotoxic T cell antigen 4 antygen 4 cytotoksycznych
limfocytow T
DAPI | 4'-6-diamidino-2-phenylindole 4',6-diaminoino-2-fenylindol
DDR | DNA Damage Response szlak odpowedzi na
uszkodzenia DNA
DEGs | Differentially Expressed Genes geny o zmienionej ekspresji
dFdCTP | gemcitabine triphosphate trifosforan gemcytabiny
DMSO | Dimethyl sulfoxide dimetylosulfotlenek
DNA | Deoxyrybonucleic acid kwas deoksyrybonukleinowy
dNTP | Trojfosforan deoksyrybonukleotydu deoxyribonucleotide

triphosphate) trojfosforan




DSB

Double Strand Breaks

uszkodzenia podwojnej nici
dna

dTMP

Deoxythymidine monophosphate

monofosforan
dezoksytymidyny

E2F | E2 transcription factor czynnik transkrypcyjny E2
ELISA | Enzyme Linked Immunosorbent test immunoenzymatyczny
Assay
EM | Emission wavelenght dhugos¢ fali emisji
EMT | Epithelial to Mesenchymal tranzycja epitelialno-
Transition mezenchymalna
EX | Excitation wavelenght dhugos¢ fali wzbudzenia
FBS | Fetal Bovine Serum wolowa surowica ptodowa
FDR | False Discovery Rate wskaznik falszywych
wykry¢
FAUMP | Fluorodeoxyuridine monofosforan
monophosphate fluorodezoksyurydyny
FAUTP | Fluorodeoxyuridine triphosphate trifosforan
fluorodezoksyurydyny
FGF | Fibroblast Growth Factor czynnik wzrostu
fibroblastow
FSC | Forward scatter characteristic charakterystyka rozproszenia
od przodu
FUTP | Fluoruridine triphosphate trifosforan fluorourydyny
GABARAP | Gamma-aminobutyric acid biatko zwigzane z
receptor-associated protein receptorem kwasu gamma-
aminomastowego
GATA | GATA-binding factor 1 czynnik wigzacy GATA 1
GEM | gemcitabine gemcytabina
GpX1 | Glutatione Peroxidase 1 peroksydaza glutationowa 1
HCQ | hydroxychloroquine hydroksychlorochina
HIF | Hypoxia Inducible Factor czynnik indukowany
hipoksja
HIRA | Histone regulatory homolog A homolog A regulatorow
histonow
HLRCC | Hereditary leiomyomatosis and dziedziczne mig$niaki
renal cell cancer gladkokomorkowe i rak
nerkowokomorkowy
HPRC | Hereditary papillary renal cancer dziedziczny rak papilarny
nerki
HRE | Hypoxia-responsive elements elementy reagujace na
niedotlenienie
I-CAM1 | intercellular adhesion molecule 1 czasteczka adhezji
miedzykomoérkowej 1
ICI | Immune checkpoints inhibitors inhibitory
immunologicznego punktu
kontrolnego
IFN-a 2b | Type-I interferon a 2b interferon alfa-2b




IGFBP3

Insulin Like Growth Factor Binding
Protein 3

insulinopodobny czynnik
wzrostu 3

IL | Interleukin interleukina
KEGG | Kyoto encyclopedia of genes and kyoto encyklopedia genow i
genomes genomow
LC3 | Microtubule-associated protein lekkie tancuchy biatka 3
light chain 3 zwigzane z mikrotubulami
MAPK | Mitogen-activated protein kinases  kinaza biatkowa
aktywowana mitogenami
MDR1 | Multidrug resistance 1 gen opornos$ci wielolekowej
MHCI | Major histocompatibility complex  uktad zgodnosci tkankowe;j
class | klasy i
MMP | Matrix Metalloproteinases metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowe;j
MRCC | Mestatatic Renal Cell Carcinoma przerzutujace raki
nerkowokomorkowe
MTOR | mammalian Target Of Rapamycin  ssaczy cel rapamycyny
Kinase
MTORCL1 | Mechanistic Target Of Rapamycin  mechanistyczny cel
Complex 1 kompleksu rapamycyny 1
MTT | 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- bromek 3-(4,5-
diphenyl-2h-tetrazolium bromide dimetylotiazol-2-yl)-2,5-
difenylotetrazolowy
NF1 | Neurofibromin 1 neurofibromina 1
NF-kB | Nuclear Factor kappa-light-chain-  czynnik jadrowy
enhancer of activated B cells oddziatujacy ze
wzmacniaczem sekwencji
lekkiego tancucha
immunoglobuliny w
aktywowanych limfocytach B
NGS | Next Generation Sequencing sekwencjonowanie nastgpne;j
generacji
NK | Natural Killer cells komorki NK
OIS | Oncogene Induced Senescence starzenie indukowane
onkogenami
P-gp | P-glycoprotein glikoproteina P
PAS | Phagophore formation site miejsce sktadania fagoforu
PBS | Phosphate Buffered Saline bufor fosforanowy
PD-1 | Programmed death receptor 1 receptor programowanej
$mierci komorkowej
PDGF | Platelet Derived Growth Factor ptytkopochodny czynnik
wzrostu
PDL-1 | Programmed Death Receptor 1 ligand receptora
Ligand programowanej $mierci
komorkowej
PGCCs | Polyploid Giant Cancer Cells wielkie komorki
poliploidalne
PHD | Proline Hydroxylase Family rodzina hydroksylaz proliny
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PI | Propidium lodide jodek propidyny
PI13P | Phosphatidylinositol-3-phosphate 3-fosforanu
fosfatydyloinozytolu
PRAK | p38-Regulated/Activated protein regulowana/aktywowana
Kinase kinaza biatkowa p38
PTEN | Phosphatase and Tensin homolog fosfataza i homolog tensyny
deleted on chromosome ten usuniety na chromosomie 10
pVHL | von Hippel-Lindau protein biatko von Hippel-Lindau'a
Rb | Retinoblastoma protein biatko retinoblastomy
RCC | Renal Cell Carcinoma rak nerkowokomorkowy
RIN | RNA Integrity Number wspotczynnik integralnosci
RNA
RNA | Rybonucleic acid kwas rybonukleinowy
ROS | Reactive oxygen species reaktywne formy tlenu
RPM | Rounds per minute obroty na minutg
RT | Room temperature temperatura pokojowa
SA- B -Gal | Senescence Associated 3 SA-B-galaktozydaza
Galactosidase zwigzana ze starzeniem
SAHF | Senescence Associated ogniska nieaktywnej
Heterochromatin Foci transkrypcyjnie
heterochromatyny zwigzane
ze starzeniem komoérkowym
SASP | Senescence Associated Secretory fenotyp sekrecyjny zwigzany
Phenotype ze starzeniem
SC | Synaptomental Complex komplesy synaptonemalne
SDS | Sodium Dodecyl Sulphate siarczan dodecylu sodu
SEM | Standard Error of Measurement standardowy btad pomiaru
SIPS | Stress Indused Premture starzenie indukowane
Senescence czynnikami stresowymi
SSC | Side Scatter Characteristic charakterystyka rozproszenia
bocznego
SQSTM1/p62 | Sequestosome-1/ubiquitin-binding  Sequestosome-1/biatko
protein p62 wigzace ubikwityne p62
T CD8+ | Cytotoxic T cell CD8+ cytotoksyczne limfocyty T
CD8+
TEMED | N’,N’,N',N'- N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine tetrametyloetylenodiamina
TG | Tris-Glycine bufor tris-glicyna
TGF-g1 | Transforming Growth Factor- 1 transformujacy czynnik
wzrostu-g1
TGS | Tris-Glycine-SDS bufor tris-glicyna-SDS
Thl | T helper cells type 1 limfocyty T pomocnicze
typu 1
Th2 | T helper cells type 2 limfocyty T pomocnicze
typu 2
TIS | Therapy Induced Senescence starzenie indukowane terapia
TME | Tumor MicroEnviroment mikrosrodowisko guza
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Treg | Regulatory T cells limfocyty T regulatorowe
ULK-1 | Unc-51-like kinase 1 kinaza ULK 1
VEG-TKI | VEGF receptor Tyrosine Kinase inhibitory kinazy
Inhibitors tyrozynowej VEGF
VEGF | Vascular Endothelial Growth Factor czynnik wzrostu srodbtonka
naczyniowego
VHL | Von Hippel-Lindau syndrome choroba von Hippel-
Lindau’a
VIN | vinblastine winblastyna
X-gal | 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d- 5-bromo-4-chloro-3-
galactopyranoside indolylo-beta-d-
galaktopiranozyd
AMFI | delta Mean Fluorescence Intensity ~ wzgledna warto$¢ Sredniej

intensywno$¢ fluorescencji




3. Streszczenie

Raki nerkowokomorkowe (ang. Renal Cell Carcinoma, RCC) stanowia okoto
90% wszystkich przypadkow rakéw nerek. W 90% przypadkow RCC obserwuje si¢
brak funkcjonalnosci biatka pVHL, negatywnego regulatora czynnikéw indukowanych
hipoksja (ang. Hypoxia Inducible Factors, HIF). Jego brak prowadzi do rozwoju
permanentnego stanu odpowiedzi na hipoksje w komorce. Poniewaz RCC wykazujg
stabg odpowiedz na wigkszo$¢ standardowych terapii systemowych, istnieje duze
zapotrzebowanie na opracowanie nowych strategii terapeutyczne. Podejrzewa sie, ze
komorki nowotworowe, ktére rozwingty fenotyp starzeniowy w odpowiedzi na terapi¢
(ang. Therapy Induced Senescence, TIS), moga by¢ odpowiedzialne za rozwoj
chemoopornosci. Komorki TIS sa nieodwracalnie zahamowane w cyklu komérkowym
1 wykazuja charakterystyczne zmiany morfologiczne, biochemiczne i molekularne.
Mimo nieodwracalnej blokady cyklu komérkowego, komorki te zdolne sa do generacji
komoérek potomnych. Podejrzewa si¢, ze autofagia moze odgrywac istotng role
W przezyciu komorek starych, a takze w aktywizacji ich podziatow. Jej modulacja
wydaje si¢ by¢ obiecujacg strategia w terapiach senolitycznych. Dlatego celem
niniejszej pracy bylo okreslenie czy inhibicja autofagii uwrazliwi stare komorki raka
nerki na indukcje¢ $mierci komorkowej i/lub wptynie na wznowienie ich potencjatu
proliferacyjnego i produkcje komoérek potomnych, w warunkach normoks;ji i hipoksji.

W pierwsze] czesSci eksperymentow komorki raka ludzkiego raka nerki,
0 zmutowanym pVHL oraz komorki mysie o normalnym pVHL, poddano dziataniu
chemioterapii w warunkach normoksji (~19% O.) oraz hipoksji (1% O2). Do indukcji
starzenia wykorzystano lek blokujacy podziat mitotyczny — winblastyng (ang.
vinblastine, VIN), oraz leki o dziataniu genotoksycznym - gemcytabing (ang.
gemcitabine, GEM) i 5-fluorouracyl (ang. 5-fluorouracil, 5-FU). Po zakonczeniu
eksperymentow przeprowadzono analizy ekspresji markerow starzenia.

Wykazano, ze VIN ma najsilniejsze dawko-zalezne dzialanie prostarzeniowe
w komorkach raka nerki, a jej dziatanie jest niezalezne od niedotlenienia, w sytuacji,
kiedy komoérki majg zmutowany pVHL. Pod wptywem leczenia wigkszos¢ komorek
w hodowli charakteryzowata si¢ wysoka aktywnos$cia SA-B-Galaktozydazy i sekrecja
czynnikdw SASP. W hodowlach zaobserwowano tez nagromadzenie komorek
powigkszonych, granularnych i poliploidalnych. Komorki bytly zablokowane w cyklu
komoérkowym, co potwierdzita istotnie wyzsza ekspresja inhibitorow tego procesu, p21

i p53. Analizy NGS potwierdzity, ze w wyniku indukcji starzenia dochodzi do blokady
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replikacji DNA oraz cytokinezy. Indukcji starzenia towarzyszyta, tez aktywacja
autofagii. Analizy NGS wykazaty, ze w komorkach starych dochodzi takze do
aktywacji szlakow zwigzanych z przewodzeniem aksonow i neuroaktywng interakcjg
ligand-receptor, ktore nigdy wczesniej nie byly wigzane z procesem indukcji starzenia.

W drugim etapie badan przeprowadzono eksperymenty oceniajace wptyw
zahamowania wczesnej i1 poznej autofagii w komodrkach ulegajacych starzeniu
indukowanemu chemoterapeutykami. Wczesng autofagie zahamowano w komorkach
przed traktowaniem ich VIN i 5-FU. W tym celu w ludzkich komorkach raka nerki
wyciszono pojedyncze geny kodujace biatka ATG5, ATG7, Becnl oraz ULK1 metoda
siRNA. Analizy wykazaty, ze inhibicja wczesnej autofagii nie wplywa w sposob istotny
na indukcje starzenia. Z kolei farmakologiczne zahamowanie pdznej autofagii
zuzyciem HCQ wigzato si¢ zindukcja $mierci komorkowej oraz blokada cyklu
komorkowego. Zmiany te zaobserwowano w komorkach nietraktowanych oraz
traktowanych VIN. Wskazuje to, ze HCQ nie jest zwigzkiem senolitycznym. Ponadto,
zaobserwowano, ze pod wptywem inhibicji autofagii dochodzi do ucieczki od starzenia,
a hipoksja przyspieszyta generacj¢ komorek potomnych. Generacja komorek byla
najprawdopodobniej wynikiem podziatow amitotycznych. Zmianom tym towarzyszyto
zahamowanie przeptywu autofagicznego, wzmozona aktywno$¢ lizosomalna oraz
zwigkszona sekrecja SASP. Ponadto, analizy NGS pozwolity na wytypowanie 67
genow, ktorych ekspresja roznita si¢ migdzy normoksja, a hipoksja w komorkach
uciekajacych od starzenia. Geny te moga odgrywac kluczowg rolg w regulacji procesu
generacji komorek potomnych.

Eksperymenty na mysim modelu syngenicznym wykazaty, ze przy uzyciu
chemioterapii mozna skutecznie indukowac¢ starzenie in vivo. Analizy molekularne
wykazaly, ze zahamowanie autofagii przy uzyciu HCQ, w perspektywie krotkotrwate;j
terapii nie wplywa na wzrost guza oraz ekspresj¢ markerow tranzycji epitelialno-
mezenchymalnej, macierzysto$ci, odpowiedzi immunologicznej oraz hipoks;ji.
Zastosowanie HCQ promowalo jednak produkcj¢ IL-8 i osteopontyny w guzach, co
korelowalo z obnizeniem ekspresji inhibitora cyklu komoérkowego, pl6 oraz wyzsza
ekspresja biatka odpowiedzi antyoksydacyjnej, GpX1. Zmiany te sugeruja, ze inhibicja
autofagii mogla przyczyni¢ si¢ do ucieczki od starzenia in vivo. Wyniki te wymagaja
jednak potwierdzenia w eksperymentach na wigkszych grupach badawczych.

Podsumowujac komorki raka nerki ulegaja starzeniu komodrkowemu pod

wpltywem dziatania lekoéw cytotoksycznych, niezaleznie od warunkow tlenowych.
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Zahamowanie po6znej autofagii prowadzi do ucieczki od starzenia, a hipoksja
przyspiesza generacj¢ komorek potomnych. Wyniki te wskazuja, ze inhibicja autofagii
moze mie¢ negatywny skutek w terapiach dlugoterminowych, wymaga to jednak

potwierdzenia w dalszych badan.
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4. Abstract

A Renal cell carcinomas (RCCs) account for approximately 90% of all renal
cancers. In 90% of RCC cases, there is a lack of functionality of the pVHL protein, a
negative regulator of hypoxia inducible factors (HIF). Its absence leads to a state of
pseudohypoxia. Since RCCs show a poor response to most standard systemic therapies,
there is a strong need for the development of new therapeutic strategies. It is suspected
that cancer cells that have developed an aging phenotype in response to therapy
(therapy-induced senescence, TIS) may be responsible for the development of
chemoresistance. TIS cells are irreversibly inhibited in the cell cycle and show
characteristic morphological, biochemical, and molecular changes. TIS cells, despite
the irreversible blockade of the cell cycle, are capable of generating daughter cells. It is
suspected that autophagy may play an important role in the survival of old cells, as well
as in the activation of their division. Its modulation seems to be a promising strategy in
senolytic therapies. Therefore, this study aimed to determine whether the inhibition of
autophagy would sensitize old renal cell carcinoma cells to cell death induction and/or
affect the resumption of their proliferative potential and production of daughter cells
under normoxic and hypoxic conditions.

In the first part of the experiment, human renal cell carcinoma cells with mutated
pVHL and mouse cells with normal pVHL were treated with chemotherapeutics under
normoxic (~19% 02) and hypoxic (1% O2) conditions. For the induction of senescence,
a drug that blocks the mitotic division - vinblastine, and drugs with genotoxic properties
- gemcitabine and 5-fluorouracil were used. When the experiments were completed,
analyses of senescence markers expression were performed.

It has been shown that vinblastine has the strongest dose-dependent pro-
senescence effect in kidney cancer cells, and its effect is independent of hypoxia when
pVHL is mutated. Under the influence of treatment, most of the cells in the culture
expressed activity of SA-B-Galactosidase and secreted SASP factors. Accumulations of
enlarged, granular and polyploid cells were also observed in the cultures. The cells
showed lower proliferation associated with cell cycle blockade. The induction of
senescence was confirmed by significantly higher expression of p21 and p53 proteins.
NGS analyses confirmed that DNA replication and cytokinesis are blocked as a result
of senescence induction. In addition, NGS analyses have shown that in senescent cells,

pathways related to neuronal development: axon guidance and neuroactive ligand-
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receptor interaction were activated, which induction has not been described in context
of senescence induction before.

In the second stage of the research, experiments were carried out to assess the
effect of early and late autophagy inhibition in cells undergoing TIS. Early autophagy
was inhibited in the cells before exposure to VIN and 5-FU. To this end, single genes
encoding the ATG5, ATG7, Becnl, and ULK1 proteins were silenced in human kidney
cancer cells by siRNA. The analysis showed that the inhibition of early autophagy does
not significantly affect the induction of aging. In turn, pharmacological inhibition of late
autophagy with HCQ was associated with the induction of cell death and blockade of
the cell cycle. These changes were observed in untreated and VIN-treated cells. This
indicates that HCQ is not a senolytic compound. In addition, it was observed that under
the influence of autophagy inhibition, there is an escape from senesence, and hypoxia
accelerated the generation of daughter cells. Cells generation was most likely the result
of amitotic divisions. These changes were accompanied by the inhibition of autophagic
flow, increased lysosomal activity, and increased SASP secretion. In addition, NGS
analyses identified 67 genes whose expression differed between normoxia and hypoxia
in cells escaping senescence. These genes may play a key role in regulating the
generation of daughter cells. Experiments in a syngeneic mouse model have shown that
aging can be effectively induced using chemotherapy in vivo. Molecular analyzes have
shown that inhibition of autophagy with HCQ, in the perspective of short-term therapy,
does not affect tumor growth and the expression of markers of epithelial-mesenchymal
transition, stemness, immune response, and hypoxia. However, the use of HCQ
promoted the production of IL-8 and osteopontin in tumors, which correlated with a
decrease in the expression of the cell cycle inhibitor, p16, and a higher expression of the
antioxidant response protein, GpX1. These changes suggest that the inhibition of
autophagy may have contributed to escape from senescence in vivo. These results,
however, require confirmation in experiments on larger research groups.

In conclusion, kidney cancer cells undergo cellular senescence under the
influence of cytotoxic drugs, regardless of aerobic conditions. Inhibition of late
autophagy leads to escape from aging, and hypoxia accelerates the generation of
daughter cells. These results indicate that the inhibition of autophagy may have a

negative effect in long-term therapies, but this needs to be confirmed in further studies.
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S. Wstep teoretyczny
5.1. Rak nerki
5.1.1. Definicja i epidemiologia

Najczesciej wystepujacym rodzajem raka nerek, stanowigcym 90% wszystkich
przypadkow , jest rak nerkowokomorkowy (ang. Renal Cell Carcinoma, RCC). RCC
powstaje  z komoérek  epitelialnych  tworzacych  kanaliki  nerkowe.  Raki
nerkowokomoérkowe wykazuja si¢  wysoka heterogenno$cig histologiczng |
morfologiczng [1-3].

RCC diagnozuje si¢ u okoto 2% populacji §wiatowej, gdzie wystepowanie tego
typu nowotworow zwigksza si¢ z kazdym rokiem [4]. NajczeSciej wystepujacym i
najbardziej agresywnym podtypem jest rak jasnokomorkowy nerek (ang. ccRCC, Clear
Cell Renal Carcinoma), ktory stanowi ok 70-75% wszystkich diagnozowanych
przypadkow RCC [2, 5]. Rzadziej wystepujacymi typami raka nerki sa rak
brodawkowaty (10-16% przypadkow) i rak chromofobowy (5-7%). Pozostale ok. 2%
przypadkow stanowia  rzadkie  typy  nowotworow nerki, takie jak  rak

kanalikow zbiorczych, raki translokacyjne oraz rak rdzeniasty (Fig.1) [6].

Rak brodawkowaty
typu lill

Rzadkie ~2%

Rak chromofobowy
typulill

Figura 1. Wykres kolowy przedstawiajacy rozklad najczeSciej wystepujacych
histologicznych podtypow raka nerki.

Wykres zmodyfikowany na podstawie Shuch B, Amin A, Armstrong AJ, Eble JN, Ficarra V,
Lopez-Beltran A, Martignoni G, Rini BI, Kutikov A. Understanding pathologic variants of renal
cell carcinoma: distilling therapeutic opportunities from biologic complexity. Eur Urol. 2015
Jan;67(1):85-97.
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Statystyka 5-letniego okresu przezycia jest W gldwnej mierze zalezna od stopnia
zaawansowania choroby w momencie jej diagnozy. Guzy wykryte we wczesnych
stadiach rozwoju stanowig ok. 2/3 wszystkich przypadkéw, a przezywalnos$¢ dla tych
pacjentow wynosi okolo 92%. W przypadkach guzéw przerzutujacych odsetek ten
spada do okoto 12%. Catkowity odsetek 5-letniego przezycia pacjentow z RCC stanowi
ok. 75% [7-9].

RCC diagnozowane sg najczesciej u ludzi w przedziale wiekowym 50-70 lat, a
ryzyko ich wystepowania wzrasta wraz z wickiem. RCC wystepuje $rednio 2 razy
czeSciej u mezczyzn niz u kobiet [10]. Wsrdd czynnikoéw ryzyka zwigkszajacych
prawdopodobienstwo rozwinigcia si¢ nie-dziedzicznej formy RCC wymienia si¢
palenie, otyto$¢ oraz nadcis$nienie tetnicze. Nie-dziedziczne RCC stanowia ok 96%
wszystkich diagnozowanych guzow [5]. Pozostale 4% przypadkow RCC sa
spowodowane chorobami dziedzicznymi takimi jak choroba von Hippel-Lindau’a
(ang. Von Hippel-Lindau syndrome, VHL), dziedziczne mig$niaki gtadkokomoérkowe i
rak nerkowokomorkowy (ang. Hereditary Leiomyomatosis and Renal Cell Cancer,
HLRCC), syndrom Birt-Hogg-Dubé (ang. Birt-Hogg-Dubé syndrome, BHD)
oraz dziedzicznego raka papilarnego nerki (ang. Hereditary Papillary Renal Cancer,
HPRC) [5, 11].

5.2. Mikrosrodowisko guzow nerki

Mikrosrodowisko guza (ang. Tumor microenviroment, TME) jest wysoce
niejednorodnym 1 zmiennym systemem sktadajacym si¢ z nieztosliwych komorek
takich jak fibroblasty, komodrki ukladu odpornosciowego, naczyn krwiono$nych
oraz sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej. Interakcje pomigdzy komponentami
TME determinujg progresje nowotworu poprzez regulacje procesdw wzrostu, uspienia
1 inwazji guza, oraz powstawania przerzutow. Komorki nowotworowe moga
bezposrednio wptywac¢ na TME poprzez wydzielanie czynnikdw wzrostu oraz cytokin.
Ich posrednie dziatanie na mikrosrodowisko opiera si¢ na rozwoju przewleklego
niedotlenienia, inaczej nazywanego hipoksja, wynikajacego z nadmiernej proliferacji
komorek nowotworowych. Moze to prowadzi¢ do rozwoju nekrozy. Nekroza jest
rodzajem $mierci komorkowej, ktéra w odréznieniu od apoptozy promuje rozwoj
ostrego stanu zapalnego. W efekcie tego do TME rekrutowane sa komorki nieztosliwe

takie jak komorki $rodblonka, perycyty, czy komorki uktadu odpornosciowego.
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Komoérki nowotworowe moga tez aktywnie wplywaé na sklad macierzy
zewnatrzkomoérkowej, przyczyniajac si¢ przy tym do generacji przerzutéw [12, 13].

W 90% przypadkow RCC obserwuje si¢ bialleliczng utrate biatka pVHL (ang.
VON Hippel Lindau protein), biatka supresorowego, ktore dziata jako negatywny
regulator czynnikow odpowiedzi hipoksyjnej (ang. hypoxia inducible factors, HIFs).
Akumulacja HIF prowadzi do aktywacji komodrkowej odpowiedzi na hipoksje,
w efekcie ktorej dochodzi do aktywacji angiogenezy, glikolizy i nieprawidtowego
metabolizmu  kwasow tluszczowych, co  przyczynia si¢ do  powstania
charakterystycznych dla RCC zlogdéw cytoplazmatycznych bogatych w glikogen i
lipidy oraz hiperunaczynienia [ 14-16].

W poréwnaniu do innych nowotworéw pochodzenia epitelialnego ccRCC
charakteryzuje najwyzszy stopien angiogenezy. Angiogeneza to wzrost nowych naczyn
krwiono$nych z istniejagcego uktadu naczyniowego. Jest ona fizjologicznym procesem,
ktéry reguluje dostarczanie tlenu i sktadnikow odzywczych do komorek i tkanek.
Prawidlowa angiogeneza wymaga utrzymania stabilnej réwnowagi pomigdzy
czynnikami pro- 1 antyangiogennymi. Zachwianie réwnowagi pomiedzy tymi
czynnikami wplywa na rozwdj patologicznej angiogenezy, ktora przyczynia si¢ do
wzrostu 1 progresji guza. Gtownym czynnikiem regulujagcym angiogeneze w TME jest
niedotlenienie. Nadekspresja czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang.
vascular endothelial growth factor, VEGF) oraz plytkopochodnego czynnika wzrostu
(ang. platelet derived growth factor, PDGF) uznawane sg za gléwne sygnaty dla rozwoju
patologicznej angiogenezy. Receptory czynnikow pro-angiogennych rowniez ulegaja
nadekspresji na powierzchni komoérek w guzie. Komorki $rodbtonka i1 komorki
nowotworowe  odgrywaja  kluczowa role  wstymulowaniu  angiogenezy
poprzez aktywacj¢ szlakow sygnalowych kinazy RAS/RAF/MEK/ERK 1 kinazy
PI3/AKT/mTOR, co prowadzi do zwigkszonej proliferacji, a takze do kontynuacji
wzmozone] produkcji cytokin angiogennych 1 zapalnych. [12, 17].

Guzy RCC sg wysoko immunogennymi guzami [12, 18]. Niedotlenienie guza
promuje miejscowa supresj¢ immunologiczng [19]. W RCC obserwuje si¢ wysoka
liczbg cytotoksycznych limfocytow T CD8+ (ang. cytotoxic T cell CD8+, T CD8+),
limfocytow T pomocniczych typu 1 (ang. T helper cells type 1, Thl), komoérek
dendrytycznych, neutrofili i komorek cytotoksycznych oraz stosunkowo niskie
populacje limfocytéw pomocniczych typu 2 (ang. T helper cells, Th2) i limfocytow T
regulatorowych (ang. regulatory T cells, Treg), co sugeruje ogdlny prozapalny profil
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tych guzow [20, 21]. Nalezy jednak podkresli¢, ze wsrdd ccRCC obserwuje si¢ wysoka
heterogeniczno$¢, gdzie poszczegdlne podgrupy, réznig sie¢ zarowno aktywnoscia
programOw angiogenezy, jak 1 wzorcami infiltracji immunologicznej. Wptywa to na
skutecznos$¢ stosowanej terapii. Guzy o wysokim wskazniki rekrutacji komorek uktadu
immunologicznego uwaza si¢ za bardziej zlosliwe niz guzy wysoce angiogenne.
Szczegoblnie ztosliwe wydaja si¢ by¢ guzy o wysokim poziomie nacieku komorek T

CDS8+ [14].
5.3. Leczenie raka nerki

Ingerencja chirurgiczna jest preferowang formg terapii guzow wykrytych we
wczesnych stadiach. W zaleznosci od lokalizacji i wielkoSci guza przeprowadzane sg
nefrektomie cytoredukcyjne lub radyklane [3, 22]. Nefrektomie rzadziej przeprowadza
si¢ u pacjentow, u ktorych wykryto przerzuty (ang. mestatatic RCC, mRCC) [3]. Mimo
wysokiego  potencjalu  terapeutycznego  nefrektomii, u okolo  20-40%
pacjentow z biegiem czasu obserwuje si¢ wznowe¢ choroby [23]. Szczegdlnie duze
wyzwanie stanowi terapia mRCC, ktore przez wiele lat uwazane byly za praktycznie
nieuleczalne. Jest to zwigzane z ich wysoka opornoscig na leczenie genotoksyczne,
szczegolnie chemioterapig [24, 25].

W terapii raka nerki badanymi lekami cytotoksycznymi byty alkaloidy barwinka
rozyczkowego (ang. Vinca alkaloids), Gemcytabina (ang. Gemcitabine, GEM)

oraz pochodne fluoropirymidyny [26].
NH-

5 &

F

OH F

Winblastyna Gemcytabina 5-Fluorouracyl

Figura 2. Wzory strukturalne lekow cytotoksycznych stosowanych w leczeniu RCC.

A. Wzor strukturalny Winblastyny (Zrodto: https://pl.wikipedia.org/wiki/Winblastyna); B.
Wzér strukturalny Gemcytabiny (Zrédto: https:/pl.wikipedia.org/wiki/Gemcytabina); C. Wzor
strukturalny 5-Fluorouracylu (Zrodto: https://pl.wikipedia.org/wiki/5-Fluorouracyl).

Sposrod  alkaloidow barwinka rézyczkowego Wwraku nerki najczgsciej
wspominana jest winblastyna (ang. Vinblastine, VIN) (Fig. 2A). Jej dziatanie opiera si¢
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na wigzaniu tubuliny, co w efekcie hamuje powstawanie mikrotubul i uniemozliwia
wytworzenie wrzeciona podzialowego. W konsekwencji komorki zostaja zahamowane
wcyklu  komoérkowym — w fazie mitozy. Ponadto, VIN blokuje synteze
aminokwasow poprzez hamowanie dziatania kwasu glutaminowego. Zapobiega tez
syntezie puryn i mocznika, oraz blokuje cykl Krebsa [26-28].

GEM (Fig. 2B) jest analogiem cytydyny. Ulega dwuetapowej fosforylacji do
czynnego metabolitu, trifosforanu gemcytabiny (ang. gemcitabine triphosphate,
dFACTP), ktory wlgcza sie do syntezujgcego sie tfancucha DNA. dFdCTP inkorporuje
do DNA podczas jego syntezy. Prowadzi to do zahamowania elongacji DNA.
Dodatkowo GEM moze hamowa¢ dzialanie enzymu reduktazy rybonukleotydoweyj,
uczestniczacego W syntezie deoksyrybonukleotydow [29].

Do grupy pochodnych fluoropirymidyn badanych w raku nerki zalicza si¢ 5-
fluorouracyl (ang. 5-Fluorouracil, 5-FU) (Fig. 2C). 5-FU jest pochodng uracylu, zasady
pirymidynowej, ktory w komorkach ssaczych przeksztatca si¢ w aktywne metabolity:

1)  Monofosforan  fluorodezoksyurydyny  (ang.  Fluorodeoxyuridine

monophosphate, FAUMP),

2) Trifosforan fluorodezoksyurydyny (ang. Fluorodeoxyuridine triphosphate,

FAUTP),

3) Trifosforan fluorourydyny (ang. Fluoruridine triphosphate, FUTP).

Cytotoksyczne dziatnie 5-FU opiera si¢ na hamowaniu syntazy tymidylanowe;j
(ang. thymidylate synthase, TS). FAUMP tworzy stabilny kompleks z TS, a tym samym
hamuje wytwarzanie monofosforanu dezoksytymidyny (ang. deoxythymidine
monophosphate, dTMP), ktory jest niezbedny do naprawy i replikacji DNA. Niedobor
TS powoduje zatrzymanie widetek replikacyjnych i niedokonczenie powielenia
informacji DNA, co w konsekwencji powoduje zatrzymanie komorek w fazie S.
FAUMP inkorporuje do DNA w trakcie jego syntezy. Zarowno FAUMP jak i FAUTP
indukujg uszkodzenia DNA. FUTP moze tez inkorporowaé¢ do RNA zmieniajac jego
funkcje i przetwarzanie [30-32].

Badania kliniczne wykazaly, Ze Zaden lek cytotoksyczny stosowany
W monoterapii nie charakteryzuje si¢ zadowalajgca skutecznoscig W leczeniu
zaawansowanego raka nerki [33]. Niska efektywno$¢ zaobserwowano tez przy
stosowaniu terapii kombinowanej z wykorzystaniem GEM i 5-FU [26]. Tylko
w nielicznych przypadkach zaobserwowano zmniejszenie wielkosci guza lub

zahamowanie jego wzrostu [34]. Obecnie chemioterapia cytotoksyczna
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rekomendowana jest do leczenia tylko niektorych podtypéw RCC w tym
migsakorakow oraz guzow wywodzacych si¢ z kanalikow zbiorczych. Nie jest to
jednak leczenie proponowane w pierwszej linii terapii [26].

Do 2005 roku jedynymi opcjami systematycznego leczenia mRCC pozostawata
nieskuteczna terapia zwigzkami cytotoksycznymi lub wysoce toksyczna terapia
cytokinami: interferonem alfa-2b oraz interleuking 2 [35, 36]. RCC sg guzami wysoce
unaczynionymi i immunogennymi. Hamowanie tworzenia naczyn przez terapie
antyangiogenne, a takze stymulacja uktadu odpornosciowego przez immunoterapi¢
okazaty si¢ by¢ skuteczne w terapii RCC. [12, 18]. Obecnie rekomendowane jest
leczenie z wykorzystaniem inhibitorow kinazy tyrozynowej VEGF (ang. VEGF
Receptor Tyrosine Kinase inhibitors, VEG-TKI) takich jak Pazopanib, Sunitinib
oraz Axitinib oraz inhibitorow immunologicznego punktu kontrolnego (ang. Immune
Checkpoints inhibitors, ICI). Wsroéd ICI stosuje si¢ leki skierowane przeciwko
receptorowi programowanej $mierci komorkowej (ang. Programmed Death Receptor 1,
PD-1), np. Nivolumab czy Pembrolizumab, oraz jego ligandowi (ang. Programmed
Death Receptor 1 Ligand, PDL-1) np. Avelumaboraz. Ponadto stosuje si¢ Ipilimumab,
zwiazek celujacy w biatko CTLA-4 (ang. cytotoxic T cell antigen 4) [37-39]. Mimo o
wiele wyzsze] skuteczno$ci terapii nowej generacji W porownaniu do terapii
cytotoksycznych, u 20-25% pacjentow wystepuje opornos¢ na ich dziatania [24]. U

pacjentow czesto obserwuje si¢ tez nawrdt choroby [40].

5.4. Hipoksja

Niedotlenienie w guzach jest wynikiem zaburzenia gospodarki pomig¢dzy
dostarczaniem, a zuzyciem tlenu [41]. Guzy nerki charakteryzuja si¢ wysoka
heterogenno$cia o niejednolitym przeptywie krwi. Powstawanie nowych, ale
wadliwych i  nieszczelnych, naczyn krwionos$nych, oraz duze rozmiary
guzoWw wynikajace z niekontrolowanej proliferacji komorek nowotworowych prowadza
do powstania przewleklego niedotlenienia, zwanego takze hipoksja. Jest to patologiczny
fenomen polegajacy na nie-fizjologicznym obnizeniu poziomu tlenu (O2) w tkance do
ok. 1%. W guzach nerki poziom O spada do 1.3% [39, 42].

Hipoksja jest istotnym czynnikiem prognostycznym w nowotworach nerek,
wplywajgcym zar6wno na chemooporno$¢ na poziomie molekularnym, jak i

poprzez wptyw na mikrosrodowisko guza. Powoduje rowniez wigksza heterogennos¢ i

20



plastycznos¢ guzow, sprzyjajac rozwojowi bardziej agresywnego i przerzutowego

fenotypu [43].

5.4.1. Molekularne mechanizmy odpowiedzi na hipoksje

W wyniku niedotlenienia w komodrkach dochodzi do aktywacji szlaku
odpowiedzi na hipoksje, za ktorego regulacj¢ odpowiada stabilizacja ekspresji biatek
nalezacych do rodziny czynnikow indukowanych hipoksja (Fig. 3). Do rodziny tej
zaliczane sg trzy czynniki HIF-1, HIF-2 oraz HIF-3. Na biatko HIF-1 sktadajg si¢ dwie
podjednostki: o i B. Dla czynnikow HIF-2 i HIF-3 obserwowana jest tylko podjednostka
a [44, 45]. Posiadajg one domeny degradacji biatka zaleznego od tlenu z dwoma
miejscami hydroksylacji. W warunkach fizjologicznego stezenia tleniu HIF-a ulega
hydroksylacji kontrolowanej przez biatka z rodziny hydroksylaz proliny (ang. Proline
Hydroxylase Family, PHD). Aktywno$¢ enzymatyczna PHD wymaga obecnosci tlenu,
zelaza oraz 2-okso-glutaranu. Hydroksylowane biatko HIF-a wchodzi w interakcje
z biatkiem VHL, w wyniku ktorej dochodzi do jego poliubikwitynacji i degradacji [44-
46].

W warunkach niedotlenienia aktywno$¢ PHD jest zahamowana. Biatko HIF-a
wchodzi w interakcje z biatkiem HIF-B, ktore ulega statej ekspresji niezaleznie od
hipoksji, tworzac przy tym aktywny kompleks transkrypcyjny. Dimer HIF-a/ HIF-
zdolny jest do translokacji do jadra komorkowego, gdzie wigze si¢ z elementami
reagujacymi na niedotlenienie (ang. Hypoxia Response Elements, HRES), bedacymi
elementami sekwencji proksymalnych promotréw wybranych genoéw docelowych,

aktywujac ich ekspresje [44-46].
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Figura 3. Szlak sygnalowy odpowiedzi na hipoksje.

Zmodyfikowano na podstawie Luo, Z., Tian, M., Yang, G. et al. Hypoxia signaling in human
health and diseases: implications and prospects for therapeutics. Sig Transduct Target Ther 7,
218 (2022).

Izoformy HIF-1a i HIF-2a wykazuja si¢ wysoka homologig [46]. HIF-1a ulega
ekspresji we wszystkich analizowanych tkankach i typach nowotworow, gdy izoforma
HIF-2a ulega ekspresji gtownie w komorkach $rodbtonka nerek, ptuc i watroby. Co
wigcej HIF-1a zostat zidentyfikowany jako czynnik odpowiedzi na hipoksj¢ nagta,
krotkotrwata. HIF-2a zwigzany jest z gldownie z odpowiedzig na hipoksj¢ przewlekta.
Ponadto wydaje si¢, ze HIF-2 jest bardziej znaczacym czynnikiem powodujacym
powstawanie nowotworow RCC [47-49].

Szlak HIF reguluje ekspresje gendw zwiazanych z procesami angiogenezy,
metabolizmu, proliferacji i wzrostu komorek, autofagii, reakcji redoks, odpowiedzi
immunologicznej i stanu zapalnego, oraz inwazji i migracji. Promuje rowniez rozwdj
fenotypu macierzystego i aktywuje szlaki apoptozy: pyroptozy, nekroptozy i ferroptozy,
co prowadzi do indukcji $mierci komorkowej [44, 46-48, 50].

5.5. Chemoopornos¢

Chemooporno$¢ jest jednym z gldwnych czynnikow wptywajacych na

skuteczno$¢ leczenia oraz szanse na przezycie pacjentow. Jednym z gtownych

czynnikow przyczyniajacych si¢ do rozwoju chemoopornosci jest hipoksja [51].
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Hipoksja prowadzi do zachwiania rownowagi produkcji czynnikow pro — i
antyangiogennych, przyczyniajac si¢ do powstawania naczyn krwiono$nych o
patologicznej budowie i funkcjonalnosci, ktore nie zapewniajg odpowiedniego
przeptywu krwi w tkance. Nieprawidtowos$ci W unaczynieniu przyczyniaja si¢ do
szybszego wzrostu guza oraz ograniczaja przenikalno$¢ lekoéw do zmienionej
chorobowo tkanki. Niedotlenienie moze tez wpltywac negatywnie na skuteczno$¢
dziatania lekow cytotoksycznych oraz radioterapii wymagajacych obecnosci Oz [42,
52]. Hipoksja prowadzi tez do nadekspresji gendwW zwigzanych opornoscig wiclolekowa
[43]. W RCC zaobserwowano podwyzszong ekspresj¢ takich bialek jak MDR1 (ang.
multidrug resistance 1, MDR1) [53], P-gp (ang. P-glycoprotein, P-gp) [54] oraz biatek
ABC (ang. ATP-binding cassette, ABC) [55]. Badania nad skutecznoscia
antagonistow P-gp wykazaly jednak, ze zahamowanie aktywnosci tego biatka nie
wplywa na skuteczno$¢ terapii oraz nie zmniejsza opornosci guzoéw nerki na leczenie.
Wskazuje to na zaangazowanie innych mechanizméw promujacych chemoopornosé
[56, 57].

Hipoksja promuje glikoliz¢ oraz produkcj¢ kwasu mlekowego prowadzac przy
tym do zakwaszenia $rodowiska guza [43]. Obnizenia zewngtrzkomorkowego pH
wplywa na nisz¢ immunologiczng, prowadzac do rozwoju stanu zapalnego, deregulacji
odpowiedzi immunologicznej nabytej oraz wrodzonej, a takze na rekrutacj¢ komorek
odpornosciowych [58]. W takich warunkach obserwuje si¢ zahamowanie proliferacji,
aktywacji i cytotoksycznosci limfocytow T [59]. Ponadto hipoksja przyczynia si¢ do
wytracania przez komoérki nowotworowe czasteczek glownego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy i (ang. major histocompatibility complex class I, MHC-I) co ogranicza
ich interakcje z limfocytami T oraz komérkami NK (ang. Natural Killer cells) [60, 61].

Hipoksja ma dziatanie selekcyjne. Jako czynnik stresogenny, W wigkszosci
komorek indukuje Smier¢ komorkowa. Diugotrwata ekspozycja na niedotlenienie moze
jednak aktywizowaé procesy chronigce komorki przed $miercig. W konsekwenciji,
dochodzi do selekcji komorek o wysokiej adaptacji do niedotlenienia i oporno$ci na
indukcje $mierci komorkowej [42]. Ponadto hipoksja moze indukowa¢ chemooporno$é
wrodzong poprzez selekcje komoérek o fenotypie podobnym do macierzystego
charakteryzujgcych sie¢ wyzszg opornoscia na terapie [62].

Jednym z mechanizmow chronigcych komorki przed $miercig w hipoksji jest
zahamowanie wzrostu i/lub spowolniona proliferacja. Ogranicza to efektywno$¢ terapii

cytotoksycznych dzialajacych w aktywnie dzielagcych si¢ komorkach [42].
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Zahamowanie cyklu komodrkowego jest cecha charakterystyczng starych komorek
nowotworowych. Do tej pory uwazalo sig¢, ze hipoksja chroni komorki przed starzeniem
[42]. Istniejg jednak dowody, ktore wskazuja, ze komorki narazone na przewlekls
hipoksje moga rozwija¢ fenotyp starzeniowy W wyniku akumulacji uszkodzen DNA i
stresu replikacyjnego [48, 63]. Ponadto, stabilna aktywno$¢ HIF-1a przyczynia si¢ do
podtrzymania tego fenotypu in vitro zaréwno w hipoksji jak i w normoksji [51].
Jednym z kluczowych mechanizméw zwigzanych z chemoodpornoscia jest tez
starzenie komorkowe [51]. Indukcja starzenia jest mechanizmem obronnym
chronigcym komorki przed $miercia komoérkowa aktywowanag przez dziatanie np.
chemioterapii [64]. Mimo, ze starzenie komorkowe przyczynia si¢ do zahamowania
proliferacji komorek nowotworowych, najnowsze badania wykazaly, ze obecno$¢
takich komorek w guzie zmniejsza szans¢ na przezycie pacjentow [65], w tym chorych
na RCC [66]. Stare komorki nowotworowe mogg promowac progresj¢ i wWznowe
choroby nowotworowej, jednak mechanizmy za to odpowiedzialne nadal nie sg jasne
[67]. Dlatego kluczowym jest prowadzenie badan nad zrozumieniem roli starzenia
komorkowego w rozwoju chemoopornosci 1 wznowy RCC, z uwzglednieniem hipoksji,

jako jednego ze zjawisk naturalnie wystepujacych w guzach nowotworowych [68-71].

5.6. Starzenie komorkowe

Ogodlna definicja raka opisuje go jako chorobe niekontrolowanej proliferacji
komorkowej. Napedzana jest przez takie procesy jak indukcja trwalej sygnalizacji
proliferacyjnej, unikanie sygnalow hamujacych wzrost komérkowy oraz odpornos¢ na
indukcje $mierci komorkowej [72-74]. Gdyby rak byt tylko choroba polegajaca na
niekontrolowanej proliferacji, mozna by przypuszczac, ze wszystkie schematy chemio
— 1 radioterapii, ukierunkowane na komorki aktywnie proliferujace, skutecznie
eliminowatyby zmiany nowotworowe. W rzeczywistosci jednak u pacjentow czgsto
obserwuje si¢ opornos$¢ na tego typu terapie. TO z jakiego powodu terapie sa
nieskuteczne zalezy od rodzaju leczenia, typu guza oraz jego tla genetycznego. [75, 76].

Zahamowanie proliferacji wydaje si¢ by¢ strategia adaptacyjna, ktoérag komorki
nowotworowe stosujg W odpowiedzi na czynniki stresowe. Ponadto, komoérki te moga
by¢ przyczyng opoznionego nawrotu choroby [75, 77]. Starzeniem komoérkowym
okresla si¢ stan, W ktorym progresja cyklu komorkowego jest trwale zahamowana przy
réwnoczesnym zachowaniu aktywnosci metabolicznej komorek. Starzenie jest jednym

Z mechanizmow odpowiedzi komoérek na czynniki stresowe powodujace uszkodzenia
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DNA, chroniac je przed $mierciag komoérkowa. Komorki stare nie ulegaja apoptozie
przez co sa stale obecne w tkance, wptywajac na biologi¢ swojego otoczenia. Starzenie
jest procesem wysoce heterogennym, wpltywajacym na wiele aspektow fizjologicznych
i patologicznych w tym gojenie si¢ ran, starzenie organizmu, a takze nowotworzenie
[78, 79]. Zwigkszenie naszej wiedzy na temat tej fazy choroby moze wyjasni¢ nowe
paradygmaty  leczenia  pacjentdow, Z potencjalem  zapobiegania = wznowy,

przyttaczajagcemu czynnikowi $miertelno$ci nowotworow.

5.6.1. Starzenie replikacyjne

Replikacyjne starzenie komorkowe po raz pierwszy zostalo opisane
przez Leonarda Hayflicka w latach 60-tych XX wieku, stwierdzajac, ze komorki
somatyczne majg ograniczong zdolno$¢ do podziatow komorkowych [80, 81]. Dzisiaj
wiemy, ze gldwng role W tym procesie odgrywa degradacja telomerow. Telomery to
powtarzalne tandemowo sekwencje nukleotydow znajdujace si¢ na koncach
chromosomow. Telomery chronig chromosomy przed dzialaniem
nukleaz oraz niespecyficzng fuzja ramion chromosomalnych W czasie
podziatéw komoérkowych. Z kazdym podziatem sekwencje telomerow skracaja sig¢ [82].
Po osiggnigciu  krytycznej dlugosci telomerow w komorkach  dochodzi  do
nieodwracalnego zahamowania proliferacji [83]. Telomery moga takze ulegad
uszkodzeniom i degradacji na skutek dziatania czynnikow stresogennych, np. pod
wplywem dziatania stresu oksydacyjnego [84].

W komorkach somatycznych potencjat proliferacyjny jest $cisle ograniczony, a
komorki wechodza w stadium starzenia po przejsciu okoto 50-70 podziatow [85]. Z kolei
komorki nowotworowe, podobnie jak komorki macierzyste, nie majg limitu
replikacyjnego [73, 86, 87]. Telomeraza jest enzymem odpowiadajagcym za odbudowe
sekwencji  telomerow poprzez dotagczanie do niej tandemowych sekwencji
kwasow nukleinowych  bogatych ~ w guaning [85]. Wykazano, ze 90%
nowotworow charakteryzuje si¢ wysoka aktywnos$cia telomerazy, ktora wptywa na
odbudowe telomerow [88, 89]. Udowodniono jednak, ze komodrki nowotworowe moga

przedwczesnie ulegac starzeniu, niezaleznie od limitu replikacyjnego.

5.6.2. Starzenie niezalezne od limitu replikacyjnego
W komorkach somatycznych oraz nowotworowych przedwczesna indukcja
procesu starzenia jest jednym z mechanizmow odpowiedzi komoérek na czynniki

stresowe (ang. Stress Induced Premture Senescence, SIPS) powodujacych uszkodzenia
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DNA i aktywacji odpowiedzi na jego uszkodzenia (ang. DNA Damage Response,
DDR). Niezaleznie od rodzaju czynnikow, efektem ich dzialania jest zahamowanie
proliferacji i indukcja istotnych, heterogenicznych zmian morfologicznych
w komorkach, co w efekcie chroni je przed indukcjg $mierci komorkowej. Wsrod SIPS
wyr6znia si¢ Starzenie komoérkowe aktywowane onkogenami ang. Oncogene Induced
Senescence, OIS) oraz starzenie indukowane terapia (ang. Therapy Induced
Senescence, TIS) [90-92].

OIS jest kompleksowym mechanizmem aktywowanym w odpowiedzi na stres
wywotany aktywacjg onkogenng [93]. inicjacja OIS nastgpuje w wyniku mutacji takich
onkogendéw jak Ras, cyklina E, BRAF czy E2F1. Nadekspresja onkogenow prowadzi do
aktywacji takich biatek jak p53 i p16, bedacych bezposrednimi regulatorami inicjacji
starzenia. Ponadto OIS moze by¢ aktywowane w wyniku zahamowania aktywacji
genow supresorowych takich jak PTEN czy NF1 [90].

TIS indukowane jest glownie przezterapie genotoksyczne takie jak
chemioterpia, czy radioterapia [92, 94]. Pierwsze doniesienia dotyczace wplywu
chemioterapii na indukcje starzenia komorkowego dotyczyly lekow takich jak
cisplatyna [95] czy doksorubicyna [96]. Do dnia dzisiejszego udowodniono, ze efekt
ten moze by¢ wywotlywane przez zwigzki o odmiennych mechanizmach dzialania,
w tym czynniki alkilujace, trucizny mikrotubul, inhibtory kinaz, szlaku mTOR,
kinaz CDK4/6 czy inhibitory PARP [97], a takze leki o dziataniu antyoksydacyjnym
[64].

W odpowiedzi na uszkodzenia DNA, niezaleznie czy s3 one wynikiem
aktywacji ~ genow onkogennych czy  dziatania  czynnikoéw genotoksycznych,
w komorkach dochodzi do aktywacji DDR. W efekcie tego procesu w komorce
dochodzi do blokady cyklu komérkowego, ktory w zalezno$ci od rodzaju stresu, jego
nasilenia oraz czasu jego dzialania, moze zakonczy¢ si¢ wznowieniem proliferacji,

$miercig komorkowa lub starzeniem (Fig. 4) [98-101].

5.6.2.1. Blokada cyklu komodrkowego, a indukcja starzenia

Cyklem komorkowym okresla si¢ szereg ztozonych zmian biochemicznych
oraz biofizycznych, ktérych efektem jest powstanie dwoch komorek potomnych o
identycznym materiale genetycznym. Cykl komorkowy podzielony jest na dwie gtowne
fazy: interfazg, w czasie ktorej dochodzi do podwojenia ilosci DNA i przygotowanie

komorki do podziatu, oraz sam podzial, czyli mitozg. Progresja cyklu komorkowego
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jest zalezna od przejScia przez cztery punkty kontrolne: 1) Przejscie z fazy G1 do S, 2)
Przejscie punktu kontrolnego fazy S, 3) przejscie z fazy G2 do M oraz 4) przejscie
przez punkt kontrolny tranzycji z metafazy do anafazy (ang. mitotic spindle checkpoint)
w czasie samej mitozy [98, 99, 102]. Zahamowanie progresji komorek w cyklu
komorkowym jest kluczowym elementem W indukcji procesu starzenia, ktory jest
aktywowany w odpowiedzi na aktywacj¢ DDR [98-101].

Uszkodzenia DNA wykrywane sg przez kompleksy biatek sensorowych (ang.
sensor protein complexes). Kinaza ATM (ang. Ataxia Telangiectasia—Mutated Kinase,
ATM), jest bialkiem rekrutowanym w momencie, kiedy dojdzie do uszkodzenia obu
nici DNA (ang. Double strand break, DBS). Do jednoniciowych uszkodzen
aktywowana i rekrutowana jest kinaza ATR (ang. Ataxia Telangiectasia and Rad3-
related kinase, ATR). W wyniku aktywacji ATM i ATR dochodzi do fosforylacji i
aktywacji biatek efektorowych kinaz CHK1 lub CHK2 (ang. checkpoint kinases, CHK).
Niezaleznie od tego, ktory mechanizm ulegt aktywacji, kaskady uszkodzen DNA
p21, nalezace do rodziny inhibitorow kinaz zaleznych od cyklu komorkowego (ang.
Cyclin-dependent kinases, CDK) jest niezb¢dne do inicjacji blokady cyklu
komorkowego w fazach G1/S lub G2/M. Blokada cyklu komérkowego nastepuje na
skutek zahamowania fosforylacji biatka Rb (ang. Retinoblastoma protein, Rb), ktore
w swojej aktywnej formie aktywuje ekspresje czynnika transkrypcyjnego E2F. E2F jest
glownym regulatorem ekspres;ji biatek zwigzanych z syntezag DNA i progresja mitozy.
Brak fosforylowanej formy Rb uniemozliwia komoérce aktywna proliferacjg. Promocja
starzenia przez aktywacj¢ p21 moze odbywac sig takze niezaleznie od p53 [91, 99, 103,
104].

Biatko p16, tak jak p21 odpowiada za utrzymanie niskiego poziomu aktywnosci
biatka pRb, poprzez blokade¢ kinaz CDK4 i 6. Sama ekspresja p16 jest aktywowana na
skutek aktywacji szlaku DDR podobnie jak p53 [98]. Sciezki p53/p21 i p16/p-Rb
wydajg si¢ stale oddzialywa¢ na siebie nawzajem, jednak mechanizmy za to
odpowiedzialne nie zostaly jeszcze do konca poznane. Kiedy szlak p53/p21 odgrywa
kluczowa rolg¢ W indukcji starzenia, to szlak sktadajacy sie z biatek p16 i p-Rb wydaje
si¢ by¢ odpowiedzialny za utrzymanie fenotypu starzeniowego W komorce [103].
Udowodniono, ze komdrki mogg unikna¢ starzenia komorkowego poprzez inaktywacje
p53 zanim dojdzie do nadekspresji biatka pl16, w przeciwnym wypadku zmiany

komorkowe sg nieodwaracalne [103, 105].
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Figura 4. Schemat przedstawiajacy gléwne szlaki prowadzace do zahamowania cyklu
komérkowego.

Na podstawie Yang J, Liu M, Hong D, Zeng M, Zhang X. The Paradoxical Role of Cellular
Senescence in Cancer. Front Cell Dev Biol. 2021 Aug 12;9:722205.

v

Aktywacja ekspres;ji onkogenow lub zahamowanie aktywnosci
gendw supresorowych obserwowane w OIS moze prowadzi¢ do akumulacji uszkodzen
DNA w wyniku stresu replikacyjnego. Udowodniono tez, ze aktywacji biatka Ras
towarzyszy podwyzszona generacja mitochondrialnych ROS. Zahamowanie cyklu
komorkowego na skutek akumulacji reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen
Species, ROS) prowadzi do aktywacji biatka p53 przez biatko PRAK (ang. p38-
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regulated/activated protein kinase, PRAK), ktore aktywowane jest przez kinazg
p38/MAPK. Kinaza p38/MAPK moze tez hamowa¢ aktywno$¢ pRb poprzez inhibicjg
cykliny CDC25 [91].

Blagosklonny w swoich badaniach udowodnil, ze do indukcji starzenia nie
wystarcza zahamowanie cyklu komorkowego, ktore samo z siebie jest procesem
odwracalnym. Pelny fenotyp starzeniowy wyksztalca si¢ na drodze aktywacji
szlakow kinaz mTOR (ang. mammalian Target Of Rapamycin kinase, mMTOR) i MAPK
(ang. Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK) odpowiadajgcych za regulacje
wzrostu komorki, w czasie, gdy w komorce doszto juz do zahamowania progresji cyklu
komorkowego. Proces ten nazywany jest gerokonwersjg i prowadzi on do rozwoju
hipertrofii [106, 107].

5.6.2.2. Fenotyp starzeniowy

Stare komorki charakteryzuja si¢ wysoka heterogennos$cig. Ich fenotyp rézni si¢
od komorek normalnych. Nie istnieje jednak jeden specyficzny marker, ktoérego
ekspresja potwierdzalaby starzenie komorki. Ponadto, w starzejacych si¢ komorkach
nie wszystkie cechy fenotypowe muszg ulega¢ zmianie. W zwigzku z tym w celu
prawidtowej identyfikacji starych komorek niezbedna jest walidacja wielu cech
morfologicznych, biochemicznych i molekularnych by moéc potwierdzi¢ ich fenotyp
[104, 108, 109].

Poza nadekspresja p16, p21, p53 oraz spadku fosforylacji biatka Rb, zwigzanych
z zahamowaniem progresji cyklu komérkowego [110], w starych komoérkach obserwuje
si¢ tez ogniska nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny zwigzanych ze
starzeniem komoérkowym (ang. Senescence Associated Heterochromatin Foci, SAHF).
Formowanie SAHF jest efektem aktywacji biatek p53 oraz pRb. ich powstanie odbywa
si¢ za posrednictwem dziatania kompleksu biatek opiekunczych ASF1A (ang. Anti-
Silencing Factor 1A, ASF1A1) oraz HIRA (ang. Hlstone Regulatory Homolog A).
Powstawanie SAHF przyczynia si¢ do wyciszenia gendw promujacych proliferacje,
takich jak cyklina A, bedaca genem efektorowym czynnika E2F, przyczyniajac si¢ do
promocji starzenia [64, 79, 111, 112]. inne zmiany w obrebie jader komorkowych
obejmujg utrate biatka jgdrowego widkna posredniego i modulatora epigenetycznego,
laminy B1. Ekspresja laminy Bl jest jest regulowana przez E2F, a obnizenie jej

ekspres;ji jest bezposrednim efektem zahamowania aktywnos$ci Rb [113, 114].

29



W wyniku indukcji starzenia komorki przejawiaja tez charakterystyczne zmiany
morfologiczne takie jak zwigkszenie wielko$ci, obserwowane zaréwno in vitro [115]
oraz w tkankach [116]. istotne zwigkszenie rozmiaru starych komoérek nowotworowych
nazywane jest tez hipertrofia [110]. Poza zwigkszeniem sowich rozmiarow stare
komorki charakteryzuje wystepowanie granularnos$ci w cytoplazmie oraz wakuolizacji
[110, 117]. Jako granularno$ci komodrkowe okre§la si¢ geste czasteczki obecne
W cytoplazmie komorkowej, W zwigzku z tym na podwyzszong granularno$¢ w starych
komorkach nowotworowych przektada si¢ takze akumulacja agregatow biatkowych czy
pecherzykow powstajacych  w wyniku egzocytozy. Powstawanie granularnosci
zwigzane jest tez Z podwyzszong aktywnoscig lizosomalng starych komorek. Prowadzi
to do nagromadzenia si¢ powigkszonych lizosomow [118].

Wysoka aktywnoscig lizosomalng starych komoérek odzwierciedla podwyzszona
ekspresja lizosomalnego enzymu SA-B-Galaktozydazy (ang. Senescence Associated [3
Galactosidase, SA- B -Gal) [104]. Jest to enzym lizosomalny, ktory w starych
komorkach nowotworowych ulega aktywacji w pH=6. Aktywnos¢ tego enzymu mozna
oszacowac na podstawie barwienia kolorymetrycznego. Oznaczenie to jest powszechnie
stosowane do identyfikacji komorek starych [104, 119]. W komorkach starych
obserwuje si¢ tez nagromadzenie mitochondriéw 0 zmienionym potencjale blonowym
I zwickszong produkcja ROS, fosforylacja oksydacyjna i zuzyciem tlenu [120].
Ponadto, komorki stare wyr6znia fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem (ang.

Senescence Associated Secretory Phenotype, SASP) [109].

5.6.2.3. SASP

Stare komorki charakteryzuja si¢ nadmiernym wydzielaniem prozapalnych
cytokin i chemokin, czynnikéw wzrostu, czynnikow angiogennych i biatek z grupy
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. Matrix Metalloproteinases,
MMP) zbiorczo nazywanych fenotypem sekrecyjnym SASP [109]. Stare komorki
dzieki SASP mogg dziata¢ w sposéb parakrynny lub autokrynny na swoje otoczenie
[104] Sktad SASP jest wysoce heterogenny i w gtownej mierze zalezy od rodzaju
komorki ktora ulegta starzeniu oraz od rodzaju czynnika ktory doprowadzit do indukcji
tego procesu [121].

Mechanizmy odpowiedzialne za aktywacje SASP sg zlozone i nadal nie do
konca poznane. Jego regulacja zachodzi na poziomie transkrypcji, translacji, stabilnosci

MRNA oraz samej sekrecji. Pewnym jest tez, ze wzmocnienie sygnalu SASP zalezne
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jest od autokrynnego i parakrynnego pozytywnego sprzezenia zwrotnego. Obecnie za
glowne mechanizmy molekularne odpowiedzialne za indukcje sekrecji SASP przyjmuje
si¢ szlaki aktywowane kompleksami biatlek NF-xB (ang. nuclear factor kB, NF-«xB)
oraz C/EBP-p (ang. CCAAT/ enhancer-binding protein-p), ktéore zwigzane sg
z regulacja odpowiedzi zapalnej [79, 122, 123]. Wykazano tez, ze W komoérkach OIS
sekrecja SASP jest promowana w wyniku aktywacji autofagii [124].

SASP w istotny sposob wptywa na progresje nowotworéw. W jego sktad
wchodzg czynniki wzrostu, np. amfiregulina, promujgca proliferacje komorek
oraz czynnik VEGF, promujacy angiogenez¢. Sekrecja biatek z grupy MMP propaguje
inwazyjnos¢ komorek nowotworowych, a interleukiny (ang. Interleukins, IL), takie jak
IL-6 i IL-8 aktywuja tranzycje epitelialno-mezenchymalng (ang. epithelial to
mesenchymal transition, EMT). Ponadto IL-6 moze promowa¢ chemooporno$¢. Rolg
cytokin i chemoatraktantow nalezagcych do SASP jest tez rekrutacja i aktywacja
dojrzewania komorek zapalnych takich jak komorki NK, limfocyty T i makrofagi
oraz promowanie przewlektego stanu zapalnego w srodowisku guza. Co wigcej niektore
chemokiny oraz czynniki takie jak transformujacy czynnik wzrostu beta (ang.
Transforming Growth Factor 3, TGF-B) w sposob parakrynny moga wplywaé na
propagacje starzenia komoérek w guzie [79, 122, 125, 126].

5.6.3. Starzenie, a fenotyp macierzysty

Nowotworowe komodrki macierzyste (ang. Cancer Stem Cells, CSC) stanowig
matg populacje komorek guza, o wysokich zdolnosciach regeneracji i r6znicowania do
komorek o heteogennym fenotypie. Pojedyncza komorka CSC zdolna jest do
urworzenia catego heterogennego guza [127].

Charakteryzuja si¢ one zdolnosciag do podziatow asymetrycznych oraz
symetrycznych, w zaleznos$ci od potrzeb. Ponadto, uczestnicza w EMT 1 wykazujg si¢
wysoka opornoscig na chemioterapi¢, co zwigzane jest znadekspresjg biatek
odpowiedzialnych za naprawe DNA 1 bialek opornosci lekowej. Ponadto, uwaza sie, ze
komorki CSCs sg oporne na dziatanie lekow terapeutycznych. Z tego powodu uwaza
sie, ze odgrywaja one kluczowg role w procesie inicjacji, progresji 1 przerzutowania
guzow ztosliwych, a takze, ze odpowiedzialne sg za wznowe nowotworowg [127-129].

Wykazano, ze CSC cechuje wysoka plastyczno$¢, co objawia si¢ zmiang ich
fenotypu i funkcjonalno$ci. Zmiany te sg indukowane przez chemio- i radioterapi¢. Na

ich plastyczno$¢ moga wplywac takze zmiany w mikrosrodowisku guza wywotane
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przez stare komoérki nowotworowe. CSCs moga powstawaé zaréwno z komorek
macierzystych, jak i komoérek zroznicowanych. Czynnikami inicjujacymi ich powstanie
moga byc¢ stres terapeutyczny oraz zmiany w TME. Podejrzewa si¢, ze jednym
z typow komorek zdolnych do transformacji do CSC mogg by¢ komorki TIS [130-132].

Ekspresje markerow macierzysto$ci zaobserwowano w starych komorkach
nowotworowych [131, 133-137]. Doktadne mechanizmy prowadzace do ekspresji cech
macierzystych przez komorki stare nie sg znane. Podejrzewa si¢, ze znaczacg role w tym
procesie odgrywa SASP. Zaobserwowano, ze stare komorki nowotworowe o cechach
macierzystych majg istotnie wyzszy potencjal inicjacji nowotworowej niz komorki,
ktore nie rozwinely fenotypu starzeniowego. Wskazuje to na znaczacg role komorek

starych jako zrodta wznowy choroby nowotworowej [138, 139].

5.6.4. Ucieczka od starzenia

Do niedawna dominowala teoria, ze starzenie komorkowe jest korzystnym
efektem przeciwnowotworowym chemio- i radioterapii. Teoria ta opierala si¢ na
zatozeniu, ze podziaty komorek starych sg trwale zablokowane. Badania nad biologia
starych komorek nowotworowych przyczynity si¢ do zrozumienia, ze aktywnie
wplywaja one na biologi¢ guza, migdzy innymi dzigki swojej niezahamowanej
aktywnosci metabolicznej [64, 140, 141]. Obecnie szeroko znanym jest fakt, ze maja
one zdolno$¢ do komunikacji z mikrosrodowiskiem guza, gtownie poprzez sekrecje
SASP, ale takze poprzez tworzenie bezposrednich cytoplazmatycznych potaczen
Zotaczajacymi  ja  komorkami, uwalnianie ROS czy  wydzieleniu
pecherzykow zewnatrzkomorkowych, takich jak egzosmozy. Sygnaty wysytane
przez komorki stare przyczyniajac si¢ miedzy innymi do progresji guza
poprzez promocj¢ stanu zapalnego oraz stymulacje niekontrolowanej proliferacji
niezmienionych starzeniowo komorek nowotworowych obecnych w guzie [109, 133].
Co wiecej, niektore komorki TIS wykazujg zdolnos¢ do ucieczki od starzenia [142].

Zdolnos¢ komorek TIS do ucieczki od starzenia zaobserwowano W wielu typach
nowotworow, takich jak rak jelita grubego [135, 143-145], biataczka [131], czy rak
piersi [146]. Mechanizmy zwigzane zZ tym zjawiskiem nadal nie sa do konca jasne.
Komorki, ktore uciekly od starzenia, charakteryzuja wigkszym zréznicowaniem, niz
komorki z ktérych pierwotnie si¢ wywodzity. Ponadto, wykazuja sie wysoka
opornoscia na chemioterapie oraz wyzsza agresywno$¢ przyczyniajaca si¢ do

intensywniejszej proliferacji i tworzenia wigkszej liczby przerzutow [28, 147-149].
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Podejrzewa si¢, ze kluczowa role wtym procesie odgrywa poliploidyzacja.
Poliploidia jest to stan, w ktorym komorka posiada wigcej niz dwie kopie materiatu
genetycznego. Wielkie komorki poliploidalne (ang. Polyploid Giant Cancer Cells,
PGCCs) obserwowane s3 najczesciej po leczeniu chemioterapig, W szczegdlnosci
taksanami celujagcymi W mikortubule. Wykazuja si¢ one opornosciag na leczenie
chemoterapeutyczne, przez co ich eliminacja wydaje si¢ by¢ praktycznie niemozliwa.
Co wigcej, wykazano, ze posiadajg one markery charakterystyczne dla komoérek
macierzystych, ktore zaobserwowano takze W komorkach starych [133-137].

Komoérki  poliploidalne  zdolne sg3  do  inicjacji ~ nietypowych
podziatow komorkowych zwanych neozg. Neoza jest forma redukcyjnego podziatu
komorkowego, ktora w wyniku paczkowania jader komorkowych i asymetrycznej
cytokinezy prowadzi do powstania komorek potomnych (ang. progeny) o zmniejszonej
ploidii, ale zdolnosci do prawidlowych podziatdow mitotycznych. [148]. Ponadto
udowodniono, ze W wyniku endoreplikacji komoérki PGCCs majg zdolnos¢ do
odnawiania si¢ [28]. Nie wszystkie komorki TIS charakteryzuja si¢ poliploidig [150,
151], dlatego coraz popularniejsza staje si¢ teoria gloszaca, ze tylko niewielka populacja
poliploidalnych komorek starych wysoce opornych na warunki stresowe
oraz chemioterapi¢ jest zdolna do wznowy podziatow [149].

Zespot Rajamarana, ktory po raz pierwszy opisal powstawanie komorek
potomnych w wyniku neozy, wskazat, ze komorki potomne przejsciowo moga nabywac
cechy komorek macierzystych [152]. W kilku typach nowotworéw wykazano jednak,
ze to wkomorkach starych, wtym PGCCs, dochodzi do nadekspresji
markerow macierzystosci takich jak NANOG, CD24, Oct3/4, co sugeruje nabycie
przez nie zdolnos$ci do inicjacji nowotworzenia [131, 135-137].

Nie istnieje jednoznaczna odpowiedz, ktora tlumaczylaby, dlaczego stare
komorki poliploidalne zdolne sg do ucieczki | wznowy podziatow. Jedna z teorii glosi,
ze depoliploidyzacja PGCCs zwigzana jest z aktywacjg procesow podobnych do
mejozy. W komorkach Hela kilka dni po leczeniu radioterapia zaobserwowano
struktury podobne do kompleksow synaptonemalnych (ang. Synaptomental Complex,
SC) charakterystycznych dla komorek ulegajacych mejozie. Ponadto w komorkach
poliploidalnych obserwowano nadekspresj¢ biatek zwigzanych z mejoza, takich jak
SYCP, REC8, DMCL1 [153] czy SPO11 [154], co moze ttumaczy¢ zdolno§¢ PGCCs do
redukcji nadmiaru chromatyny, co przypomina redukcje chromosomow w trakcie

normalnej mejozy [155]. Podejrzewa si¢, ze aktywacja autofagii niezb¢dna jest do
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inicjacji ucieczki od starzenia [156, 157]. Dlatego mozna przypuszczaé, ze inhibicja
autofagii moze przyczyni¢ si¢ do ograniczenia ucieczki od starzenia poliploidalnych

komorek TIS.

5.6.5. Terapie senolityczne

Akumulacja i przewlekta obecno$¢ starych komoérek nowotworowych w guzie
negatywnie wptywa na jego mikrosrodowisko, gtownie poprzez SASP. Komorki TIS sa
tez zdolne do aktywizacji produkcji komorek potomnych in vitro, dlatego podejrzewa
si¢, ze podobnie jak komorki CSC moga stanowi¢ zrédlo wznowy choroby
nowotworowej. Z tego powodu coraz czgsciej] mowi si¢ o koniecznos$ci opracowania
terapii selektywnie usuwajacych stare komorki. Proponowane jest tez uzycie terapii
przeciwnowotworowych opierajacych si¢ na indukcji starzenia, by nastepnie
selektywnie usuwa¢ komorki TIS. Terapie takie okresla si¢ mianem ,,podwdjnego
uderzenia” (ang. ,,one-two punch” therapies) [158, 159]. Zastosowanie takiej strategii
moze okazac si¢ skuteczne szczegdlnie w nowotworach charakteryzujacych si¢ wysoka
chemoodpornoscia, takich jak RCC.

Poniewaz starzejace si¢ komorki sa wysoce heterogeniczne zaré6wno pod
wzgledem biologii molekularnej, jak 1 funkcji fizjologicznych, opracowuje si¢ strategie,
ktére zapobiegatyby ucieczce od starzenia i/lub ograniczyty ich negatywny wptyw na
TME. Obecne terapie koncentruja si¢ na eliminowaniu funkcji starzejacych sie¢
poprzez stosowanie senolitykéw oraz senomorfikow [158]. Terapie senomorficzne
opieraja si¢ na hamowaniu produkcji, inaktywacji lub anatagonizacji SASP,
neutralizujac przy tym negatywny efekt komorek starych na mikrosrodowisko guza.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze gtownym zatozeniem senomorfikdw nie jest eliminacja
starych komorek nowotworowych, co nie ogranicza ich potencjalnej wznowy
podziatow [160, 161].

W odréznieniu od senomorfikow, senolityki to leki selektywnie eliminujace
komorki  stare. W 30-70%  komorek starych dochodzi do nadekspresji
szlakow przyzyciowych, chronigcych komorki stare przed $miercig komorkowa. Z tego
powodu leki senolityczne pierwszej generacji opieraly si¢ na celowaniu jednego lub
kilku szlakow antyapoptotycznych [162, 163]. W niektorych przypadkach zwigzki
senolityczne, ktore celuja w pojedynczy szlakéw antyapoptotyczny, takie jak inhibitory
szlaku BCL-2, ABT-263, A1331852 lub A1155463, maja tendencj¢ do indukowania
apoptozy tylko w niektorych typach starych komoérek nowotworowych [164, 165].
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Warto jednak zauwazy¢, ze ABT-263 moze powodowac matoptytkowos¢ i neutropenie,
nawet po krotkiej ekspozycji [166, 167]. Podejrzewa si¢, ze jednoczesne hamowanie
roznorodnych szlakéw molekularnych, przy rownoczesnym zastosowaniu nizszych
dawek lekow, moze przyczyni¢ si¢ do osiggniecia efektu senolitycznego w szerszej
grupie komorek starych przy jednoczesnym ograniczeniu ich toksycznosci [168].

Inne podej$cie terapii senolitycznych opiera si¢ na wysokiej aktywnosci
lizosomalnej niektorych starzejacych si¢ komorek. Czyni je to wrazliwymi na
lizosomalne inhibitory ATPazy [169]. Nagromadzenie lizosomow sugeruje tez

mozliwos$¢ indukeji senolizy poprzez modulacje autofagii [158].

5.7.  Autofagia

Autofagia jest procesem zaleznej od lizosomow degradacji i eliminacji
niepotrzebnych lub uszkodzonych sktadnikow komorkowych. Mechanizm ten jest
odgrywa kluczowg role W rozwoju, réznicowaniu i przezyciu komorek, ktore to procesy
sa niezb¢dne do zachowania homeostazy. W komodrkach nowotworowych autofagia
dziala dwojako. Jako mechanizm chronigcy komorki przed szkodliwym dziataniem
stresu oksydacyjnego lub terapii genotoksycznych zapobiega akumulacji potencjalnie
kancerogennych uszkodzen organelli czy tez mutacji, zapobiegajac przy tym procesowi
nowotworzenia. Aktywacja autofagii moze mie¢ takze efekt toksyczny na komorki
nowotworwe, poprzez bezposrednig inicjacje programowanej $mierci komorkowej,
apoptozy lub nekrozy, albo sama moze indukowaé proces $mierci komoérkowe;j
niezaleznej od kaspaz. Proces ten okre§la si¢ mianem autofagicznej $mierci
komorkowej (ang. Autophagic Cell Death, ACD). Zdrugiej strony, autofagia
odpowiada za homeostaz¢ komorek, niezaleznie od ich typu. Dotyczy to tez komorek
nowotworowych, gdzie aktywacje tego procesu zaobserwowano w wyniku ekspozycji
na dziatanie roznych czynnikéw stresowych, takich jak hipoksja czy chemioterapia.
Z tego powodu uwaza si¢, ze aktywacja autofagii moze by¢ mechanizmem promujacym
nowotworzenie [157, 170-172].

Zwigzek miedzy autofagia 1 Starzeniem jest niejasny. Istnieja dowody
wskazujace na pro- jak i antystarzeniowy efekt autofagii w indukcji OIS. Efekt moze
zaleze¢ od tego czy w procesie zaangazowana jest autofagia selektywna czy
nieselektywna [124, 173]. Ponadto, autofagia, tak jak starzenia moga wptywac na

odpowiedz na chemioterapi¢ i progresje guza [174]. Wskazuje to na koniecznos¢
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prowadzenia badan z uwglednieniem warunkow mikrosrodowiska guza, ktére mogtyby

pomdc w zrozumieniu roli autofagii w starzeniu.

5.7.1. Przebieg procesu autofagii

W komorkach ssakéw wyrdznia si¢ trzy typy autofagii: makroautofagie,
mikroautofagi¢ oraz autofagi¢ zalezna od biatek ochronnych (ang. Chaperone-Mediated
Autophagy, CMA). Tylko w przypadku makroautofagii obserwuje si¢ tworzenie
unikalnych organelli autofagosomow o podwojnej btonie, do ktorych pakowany jest
material przeznaczony do degradacji. W przypadku mikroautofagii i CMA
autofagosomy nie sg generowane, a materiat przeznaczony do degradacji kierowany jest
bezposrednio do lizosomow [171].

Proces makroautofagii sktada si¢ z pigciu etapow: 1) inicjacji, 2) nukleacji, 3)
elongacji, 4) zamknigcia autofagosomow i 5) ich fuzji z lizosomami [175]. Biogeneza
autofagosomow koordynowana jest przez grupg bialek zwigzanych z autofagia ATG
(ang. Autophagy-related genes, ATG), tworzacych kompleksy biatkowe regulujace
poszczegolne etapy tego procesu [171] (Fig. 5).

Hydroksylaza

MTORC1 — ' AMPK
1 Lizosom

l_—@
Ubikwityna

tadunek Aminokwasy
/ Fuzja
ACR

LC3-1I Cukry

Kwasy nukleinowe

R —

Thuszcze

Fagofor Autofagosom Autolizosom

Figura 5. Schemat przebiegu autofagii w komdrkach ssaczych.

Na podstawie Debnath, J., Gammoh, N. & Ryan, K.M. Autophagy and autophagy-related
pathways in cancer. Nat Rev Mol Cell Biol (2023).

Inicjacja autofagii nastepuje na skutek aktywacji kompleksu ULK w sktad,
ktorego wchodzi biatko ULK-1 (ang. UNC-51-like kinase 1, ULK-1), inaczej znanego
jako ATG1. W normlanych warunkach aktywno$¢ ULK-1 jest hamowana w wyniku
fosforylacji przez kompleks MTORC1 (ang. mammalian target of rapamycin complex
1, MTORCI1). MTORCI jest aktywny, kiedy komorka ma nieograniczony dostep do

sktadnikoéw odzywczych. W sytuacjach stresowych dochodzi do jego inaktywacji.
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ULK-1 ulega tez aktywacji na skutek dzialania kinazy AMPK (ang. AMP-activated
protein  kinase, AMPK). Aktywacja autofagii przez AMPK odbywa si¢
poprzez bezposrednig fosforylacje ULK-1 lub poprzez dezaktywacje kompleksu
MTORC1 [176, 177].

Po aktywacji, kompleks ULK jest rekrutowany do miejsca sktadania
fagoforow (ang. Phagophore formation site, PAS) aktywujac etap nukleacji. Skutkiem
tego procesu jest formowanie izolowanej membrany autofagicznej, fagoforu. W tym
celu kompleks ULK wchodzi w interakcje kompleksem biatkowym PI3K klasy ill,
w sktad ktorego wchodzg biatka Beclinl, ATG15, VPS34 oraz VPS15 katalizujac tym
samym produkcje 3-fosforanu fosfatydyloinozytolu (ang. Phosphatidylinositol-3-
phosphate, PI3P) na membranach autofagicznych [177].

PI3P nastepnie rekrutuje maszyneri¢ zwigzang Z elongacja fagoforu sktadajaca
si¢ z kompleksu bialek ATG16L1-ATG5-ATG12, oraz ATG3 i ATG7. Bialka te
umozliwiajg lipidowa koniugcj¢ biatek z rodziny ATGS, do ktorych zaliczne jest biatko
LC3 (ang. icrotubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, LC3) oraz biatka
z rodziny GABARAP i GATA. LC3-I poprzez koniugacje z fosfatydyloetanoloaming
przeksztalcane jest W posta¢ lipidowg zwang LC3-Il. Proces ten jest regulowany
przez kompleks ATG16L1-ATG5-ATG12. Nastepnie biatka z rodziny ATG8 wigzane
sa W blonie fagoforu, gdzie reguluja proces wigzania materiatu przeznaczonego do
degradacji oraz biosyntezy autofagosomu. Glownymi regulatorami wigzania tfadunku
do autofagosomu w czasie autofagii selektywnej sg receptory ACR (ang. Autophagy
Cargo Recptors, ACR) np. SQSTM1/p62 (ang. Sequestosome-1/p62). Wiaza si¢ one do
blony autofagosomu poprzez biatka z rodziny ATGS8, np. LC3-II, gdzie rozpoznaja
material przeznaczony do degradacji, wczesniej poddany procesowi niezaleznej
ubikwitynizacji [171, 177-180].

Po zamknieciu fagoforu, autofagosom dojrzewa i taczy sie z lizosomem w celu
degradacji tadunku. Fuzja autofagosomu o podwdjnej btonie z lizosomem nastepuje za
posrednictwem bialek SNARE. Na pierwszym etapie fuzji zewngtrza blona
autofagosomu taczy si¢ Zzpojedyncza btong lizosomu. Peina fuzja nastepuje
w momencie degradacji wewnetrznej membrany autofagosomu przez hydroksylazy, co
w konsekwencji wystawia material przeznaczony do degradacji na dziatanie
enzymoW lizosomalnych. Aminokwasy, ttuszcze, kwasy nukleinowe i cukry powstate
w wyniku degradacji sa nastepnie uwalniane do cytoplazmy i poddawane recyklingowi
[177,178, 181, 182].
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O wydajnosci procesu autofagii $wiadczy przeptyw autofagiczny (ang.
Autophagic flux), ktory jest miarg szybkosci degradacji autofagicznej. Jedng
z najpopularniejszych metod oceny przeptywu autofagicznego jest analiza ekspres;ji
biatek LC3-Il oraz p62. Podwyzszona ekspresja LC3-11 w stosunku do formy LC3-I
$wiadczy o nagromadzeniu lizosomow i aktywacji autofagii. Degradacja biatka p62
nastepujaca rownolegle z lizg autofagolizosomoéw $wiadczy o zakonczeniu | wydajnosci

reakcji [183, 184]

5.7.2. Autofagia jako cel tearpii przeciwnowotworowych

Autofagia odgrywa kluczowa role jako pro-przezyciowy mechanizm
w komorkach nowotworowych, wtym RCC [185]. Ztego powodu uwaza si¢, ze
modulacja autofagii moze by¢ skuteczng strategig terapeutyczng W leczeniu
nowotworow. W zaleznosci od statusu indukcji tego procesu w komorkach
nowotworowych, proponowana jest indukcja $mierci autofagicznej (ang. Autophagic
Cell Death, ACD) lub zahamowanie aktywnosci autofagii [124, 157].

ACD poczatkowo uwazano jako termin morfologiczny opisujacy umierajace
komorki wykazujace cechy autofagii. Obecnie wiadomo, ze autofagia moze
bezposrednio prowadzi¢ do $mierci komorki niezaleznie od innych programowanych
szlak6éw $mierci komérkowej. Smier¢ autofagiczna jest wynikiem aktywacji autofagi
prowadzacej do nadmiernego przeptywu autofagicznego. ACD w komorkach
nowotworowych zaobserwowano w efekcie promocji stresu  oksydacyjnego
oraz dziatania terapii przeciwnowtowrowych takich jak rezweratrol, tamoxifen,
trojtlenek arsenu czy radioterapia [172, 186, 187]. W liniach raka nerki o zmutowanym
pVHL zaobserwowano, ze indukcja autofiagii przy uzyciu zwigzku STF-62247 promuje
$mieré komorkowa W wyzszym stopniu niz W komodrkach z niezmutowanym pVHL. Co
wiecej indukcja autofagii w raku nerki przyczynita si¢ do zwigkszenia wrazliwosci
komorek na dziatanie radioterapii [188, 189].

Zahamowanie mechanizmu ochronnego komoérek nowotworowych jakim jest
autofagia prowadzi do akumulacji uszkodzen i w konsekwencji do $mierci komorkowe;.
Autofagia moze by¢ blokowana na wczesnym jak i péoznym etapie. Blokowanie
autofagii na wczesnym etapie hamuje powstawanie autofagosomow. Z kolei gdy proces
ten blokowany jest na etapie pdéznym W komoérkach obserwuje si¢ akumulacje
autofagosomow wynikajaca z blokady ich fuzji z lizosoamami [190, 191]. Jednymi

Z najczgéciej badanych inhibitorow o takim dziataniu jest hydroksychlorochina (ang.
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Hydroxychloroquine, HCQ). Jest ona obiektem badan klinicznych, ktore wykazaty, ze
jej zastosowanie W znaczacy sposob zwigksza efektywnos$¢ chemioterapii, takze w
przypadku RCC [185, 192]. Zahamowanie autofagii moze tez indukowaé $mier¢
komorek starych co wykazaly badania przedkliniczne [193]. inhibicja kinazy ULK-1,
wykazata si¢ wysoka skutecznos$cig w eliminacji starych komorek raka jelita grubego
[194]. Taki sam efekt zaobserowano po zastosowaniu fibratow, metoforminy, czy
inhibitorow kompleksu MTORCI, ktorych dziatanie doprowadzito do zahamowania
autofagii na jej wczesnych etapach, [195-197].

Mimo obiecujgcych wynikow wskazujacych na skutecznos$¢ inhibicji autofagii
w terapiach przeciwnowotworowych i senolitycznych nie jest znany dtugotrwaty efekt
takich terapii. Poniewaz autofagia jest tez aktywna w komorkach niezmienionych
nowotworowo  trudno  jest  przewidzied, czy  zastosowanie  dawek
inhibitorow hamujacych progresje guza nie wptynie cytotoksycznie na komorki zdrowe
[157]. Nalezy tez bra¢ pod uwagg, ze rola autofagii w starych komorkach jest procesem
ztozonym 1 nie do konca zbadanym. Dane literaturowe coraz czes$ciej donosza o
kluczowej roli autofagii w regulacji procesu ucieczki od starzenia oraz przywracania
ich potencjatu proliferacyjnego, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do wznowy
choroby nowotworowej [157, 198, 199]. Badania przedkliniczne in vivo wykazatly, ze
krotkotrwate zahamowanie autofagii na jej pdznych etapach moze przyczynia¢ si¢ do
generacji komorek potomnych przez stare komorki poliploidalne promujac nawrot
nowotworu. Ucieczka od blokady cyklu komorkowego moze by¢ zwigzana
z reaktywacja autofagii, zaobserwowang kilka dni po odstawieniu inhibiotora na co
wskazuja badania in vitro. Efekt ten wydaje si¢ by¢ zalezny od hipoksji, poniewaz
regeneracja guzow in vivo przez komorki TIS po modulacji autofagii byta szybsza, niz

przez komorki, w ktorych nie wptywano na ten proces [135].
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6. Zalozenia i cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie czy modulacja autofagii poprzez jej

inhibicje uwrazliwi stare komorki raka nerki na indukcj¢ $mierci komérkowej i/lub

wplynie na wznowienie ich potencjatu proliferacyjnego i produkcji komorek

potomnych w normoksji i w hipoksji.

W tym celu przeprowadzono badania oceniajace czy komorki raka nerki ulegaja

procesowi starzenia w odpowiedzi na chemioterapi¢ oraz czy inhibicja autofagii

wplywa na stare komorki nowotworowe.

W pracy szczeg6lng wage poswiecono nastepujacym aspektom:

1.

Ocena czy ludzkie i mysie komodrki raka nerki mogg ulegaé starzeniu
komoérkowemu in vitro pod wptywem chemioterapii poprzez oceng zmian
molekularnych i fenotypowych;

Ocena wptywu hipoksji na rozwdj fenotypu starzeniowego;

Zbadanie czy zahamowanie autofagii wplywa na proces indukcji starzenia
w ludzkim modelu komérkowym raka nerki;

Zbadanie efektu zahamowania autofagii w ludzkich komorkach
nowotworowych wczesniej poddanych indukcji starzenia z wykorzystaniem
chemioterapii;

Ocena zmian w ekspresji genow 1 Sciezek sygnatowych w wyniku indukcji
starzenia oraz zahamowania autofagii w komorkach starych na podstawie
analizy NGS;

Opracowanie modelu indukcji starzenia w syngenicznym mysim modelu in
Vivo,

Ocena wptywu zahamowania autofagii na zmiany molekularne 1 fenotypowe

w guzach w modelu iz vivo.
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7. Materialy i metody
7.1.  Materialy
7.1.1. Hodowle komorkowe

Ludzka linia komoérkowa raka nerkowokomorkowego, RCC4, posiadajgca mutacje
genu VHL, zostata udostgpniona przez prof. Salema Chouaib. Autentykacja linii zostata
przeprowadzona przez American Type Cell Culture (ATCC; Manassas, VA, USA).
Linia RCC4 byla hodowana w medium Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM
(Gibco, Life Technologies Limited, Wielka Brytania). Mysia linia gruczolowego raka
nerki, RenCa zostata zakupiona z ATCC (Manassas, VA, USA). Linia RenCa hodowana
byta medium RPMI (Gibco, Life Technologies Limited, Wielka Brytania). Media dla
obu linii byly suplementowane 10% ptodowa surowica bydleca (Gibco, Life
Technologies Limited, Wielka Brytania) oraz 1% mieszaning srodkoéw antybiotycznych
1 antygrzybiczych o sktadzie 100 jednostkami/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny
oraz 25 pg/ml amfoterycyny B (Gibco, Life Technologies Corporation, Grand island,
NY, USA). Hodowle komoérkowe byly prowadzone w atmosferze zawierajacej 5%
stezenia CO2 w temperaturze 37°C. Hodowle normoksyjne byly prowadzone
w warunkach o atmosferycznym stezeniu tlenu (~19% Oz). Hodowle hipoksyjne bytly
prowadzone w atmosferze o obnizonym stgzeniu tlenu (1% O), w komorze hipoksyjnej

o kontrolowanym stezeniu tlenu (X3 system, Biospherix, Parish, NY, USA).

7.1.2. Glowny schemat eksperymentu

Komoérki RCC4 i RenCa wysiano w gestosci 5000 komorek/cm?. Po wysianiu
hodowle prowadzono przez 24 godziny w warunkach normoksji normoksji. Po tym
czasie hodowle podzielono na dwie grupy. Hodowle pierwszej grupy kontynuowano
w normoksji. Druga grupa zostata przeniesiona do komory hipoksyjnej, gdzie medium
zmieniono na hipoksyjne tzn. wczesniej inkubowane przez 24 godziny w warunkach
hipoksji. Medium byto przygotowywane w ten sam sposéb na przy jego kazdorazowe;j
zmianie. Hodowle prowadzone w warunkach hipoksji nie byly wyjmowane z komory
hipoksyjnej do konca eksperymentu. Po kolejnych dobie przeprowadzono inkubacjg
z chemioterapeutykami, winblastyng (VIN) (Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), 5-
Fluorouracylem (5-FU) (Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) lub gemcytabing (GEM)
(Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), ktora trwata 24 godziny. Roztwory wyjsciowe
lekow przygotowano poprzez rozpuszczenie ich w nierozcienczonym DMSO lub
w wodzie destylowanej (dH20). Komorki byly wystawione tez na dziatanie 0.1 %
DMSO rozcienczonego w pozywce. Nastepnie roztwory rozcienczono do badanych
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stezen w medium hodowlanym. List¢ chemoterapeutykow wraz zastosowanymi
rozpuszczalnikami, stezeniami wyjsciowymi 1 st¢zeniami badanymi przedstawiono
w Tabeli 1. Po 24 godzinach inkubacji medium zmieniono na wolne od
chemoterapeutykow. Hodowlg kontynuowano przez nast¢gpne 7 dni, przy czym 4 dni po
zakonczeniu inkubacji z lekami medium zostato ponownie wymienione. Eksperymenty

zakonczono w dniu 11.

Tabela 1. Lista lekéw wykorzystana w eksperymentach oceny wplywu chemioterapii na
rozwoj fenotypu starzeniowego.

Stezenia Stezenia
o . Stezenie
Odczynniki | Rozpuszczalnik o badane dla badane dla
wyjsciowe
RCC4 RenCa
Winblastyna ) 0.0110.05
DMSO 10 mM 0.1i0.5uM
(VIN) uM
5-Fluorouracyl ) )
DMSO 100 mM 751100 uM 1i5uM
(5-FU)
Gemcytabina 0.0110.025 _
dH20 10 mM 0.1i0.25 uM
(GEM) uM
7.1.2.1. Schemat eksperymentu z wyciszeniem genow autofagicznych

Eksperyment z wyciszeniem gendw autofagicznych zostat wydluzony o jeden
dzien w poréwnaniu do ogélnego schematu eksperymentu. Komorki RCC4 wysiano
w gestoéci 2500 komoérek/cm?. Po wysianiu hodowle prowadzono przez 24 godziny
w warunkach normoksji normoksji. Po tym czasie hodowle podzielono na dwie grupy.
Hodowle pierwszej grupy kontynuowano w normoksji. Druga grupa zostata
przeniesiona do komory hipoksyjnej, gdzie medium zmieniono na hipoksyjne tzn.
wczesniej inkubowane przez 24 godziny w warunkach hipoksji. Medium bylo
przygotowywane w ten sam sposob na przy jego kazdorazowej zmianie. Hodowle
prowadzone w warunkach hipoksji nie byly wyjmowane zkomory hipoksyjnej do
konca eksperymentu. Po kolejnej dobie, komorki byly transfekowane zsiRNA
celujacymi geny kodujace ATGS, ATG7, Becnl, ULK-1 (ON-TARGETplus siRNA,
Dharmacon, Lafayette, CO, USA) oraz siRNA niespecyficznym (ON-TARGETplus
siRNA, Dharmacon, CO, USA). transfekowane siRNA

Lafayette, Komorki

niespecyficznym traktowano jako kontrolg. Do transfekcji wykorzystano mieszaniny
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czterech réznych sekwencji siRNA celujacych w roézne regiony tego samego genu
w celu zwigkszenie efektywnos$ci wyciszenia.

W celu przygotowania roztworu do transfekcji, przygotowano odpowiednie
rozcienczenia siRNA (20 mM roztwor siRNA rozcienczono w stosunku 1:500)
oraz lipofektaminy (1:125) (Invitrogen, Life Technologies Corporation, Carlsbad CA,
USA). Roztwory inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej (ang. Room
temperature, RT). Po tym czasie roztwory potagczono w stosunku 1:1, a powstalg
mieszaning inkubowano przez kolejne 20 minut w RT, regularnie ja mieszajac. Po
zakonczeniu inkubacji mieszaning roztworow siRNA i lipofektaming rozcienczono
w medium hodowlanym, uzupetlionym tylko o 10% FBS, w stosunku 1:3. Komorki
inkubowano z przygotowanym roztworem przez 4.5 godziny. Po tym czasie pozywke
zmieniono na pelne medium hodowlane. Dzien po transfekcji inkubowano z wybranymi
stezeniami chemoterapeutykow przez 24 godziny przedstawionymi w Tabeli 1. Po 24
godzinach medium zmieniono na wolne od chemoterapeutykow. Hodowle
kontynuowano przez nast¢pne 7 dni, przy czym 4 dni po zakonczeniu inkubacji z lekami

medium zostato ponownie wymienione. Eksperymenty zakonczono w dniu 12.
7.1.2.2. Schemat eksperymentu z farmakologicznym zahamowaniem autofagii

W celu  farmakologicznego  zahamowania  autofagii ~ wykorzystano
hydroksychloroching (HCQ; Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) lub bafilomycyne Al
(BafAl; Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA), hamujacymi proces fuzji
autofagosomow i lizosoméw. Schemat przeprowadzenia doswiadczen do dnia 4 od
zakonczenia inkubacji z chemoterapeutykami byt taki sam jak glowny schemat
eksperymentu (Rozdziat 4.1.1.1).

W celu przygotowania roztworow wyjsciowych HCQ rozpuszczono w dH20
(stezenie roztworu wyjsciowego 50 mM), a BafAl w DMSO (stgzenie roztworu
wyjsciowego 100 uM). Komoérki inkubowano takze z 0.1% DMSO rozcienczonym
w pozywce. W 4-tym dniu od inkubacji z chemoterapeutykami komorki zostaty
poddane inkubacji zroztworami HCQ Ilub BafAl rozcienczonymi w medium
hodowlanym. Do eksperymentow, ktorych celem byt wybor dawki leku do dalszych
analiz molekularnych zastsowano odpowiednio nastgpujgce stezenia:

e HCQ: 100 uM, 50 uM, 25 uM, 1 uM;
e BafAl: 1 uM, 0.1 uM, 0.01 uM.
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Inkubacja z inhibitorami trwata 24 godziny. Po tym czasie medium zmieniono
na $wieze, wolne od lekow. Hodowle kontynuowano przez kolejne 48 godzin (dtugosé
trwania eksperymentu 11 dni).

Do eksperymentéw, ktoérych celem bylo przeprowadzenie poglebionych
analiz molekularnych wybrano HCQ w stezeniu 50 uM.

W niektorych  eksperymentach zuzyciem HCQ hodowle przerwano
bezposrednio po 24 godzinnej inkubacji z wybranym inhibitorem (dlugos¢ trwania

eksperymentu 9 dni).

7.1.3. Eksperymenty in vivo

Procedury  badawcze  z wykorzystaniem  zwierzat  laboratoryjnych
przeprowadzono w Pracowni Badan Przedklinicznych o Podwyzszonym Standardzie
instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Badania
przeprowadzono na podstawie zgody lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen
na Zwierzetach (nr decyzji 1184/2021 z dnia 27.04.2021).

Do przeprowadzenia eksperymentow in vivo wykorzystano mysi syngeniczny
model raka nerki. W eksperymentach wykorzystano 52 osobniki szczepu myszy Balb/c.
Zwierzgta sprowadzono z Centrum Medycyny Dos$wiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. W eksperymentach wykorzystano samce o masie ciata ok.
26 gram, ktore W momencie rozpoczgcia eksperymentu miaty 7-8 tygodni.

Zwierzeta W grupach po 2-3 osobniki przetrzymywano w klatkach o
wzbogaconym $rodowisku i indywidualnej wentylacji (75 wymian/h). Klatki o
powierzchni 530 cm? i wysokosci 14 cm umieszczone byly wregatach iVC
(Techniplast), znajdujacych si¢ w pomieszczeniu spetniajacym standardy SPF (ang.
Specific Pathogen Free). W pomieszczeniu utrzymywano warunki nadcisnienie,
temperature ok. 22°C i wilgotnos¢ ok. 55%. W zwierzetarni utrzymywano cykl dobowy
12/12h. Zwierzgtom zapewniono nieograniczony dostep do jatowych karmy i wody.

Zwierzeta po sprowadzeniu do zwierzetarni zostaly poddane 14 dniowej
kwarantannie. W czasie trwania kwarantanny myszy zostaty poddane badaniom na
obecnos¢ organizmoéw patogennych. Wszystkie wyniki byty negatywne.

Po zakonczeniu kwarantanny rozpoczgto procedury eksperymentalne.
W pierwszej kolejnosci myszom podano podskérnie w fatd karkowy ok. 100 000
komorek RenCa zawieszonych w 100 ul PBS. W momencie, w ktorym guzy byty

44



wyczuwalne

palpacyjnie

rozpoczeto

leczenie.

Zwierzgta poddano

leczeniu

dwuetapowemu. Ogdlny schemat eksperymentu przedstawiono na Figurze 5.

RenCa 103/
100 pl PBS

VIN

VIN 1

Szczep: Balb/c
Pte¢: M
Wiek: 7-8 tygodni

Figura 6. Schemat przeprowadzenie eksperymentow in vivo.

Legenda: R-

randomizacja;

hydroxychlorochina.

N-planowana nekropsja;

VIN

Etap Il

VIN NaCl —+ ~

VIN —

VINHCQ — ~

VIN+HCQ  —

— winblastyna;

HCQ -

W pierwszym etapie, przed randomizacja myszom podano VIN. Leczenie VIN

trwato 16 dni. Po tym czasie myszy zrandomizowano do dwoch grup. Grupa pierwsza

kontynuowata leczenie VIN (VIN NaCl).

Druga grupa otrzymata leczenie

kombinowane VIN i HCQ (VIN HCQ). Dawki lekow oraz okres ich podawania na

poszczegolnych etapach leczenia przedstawiono w Tabeli 2. Wszystkie leki podawane

byly myszom dootrzewnowo przez iniekcje. Wszystkie zwierzeta byly monitorowane

pod katem oceny wystapienia toksycznos$ci terapii. Ocenie poddana byty waga, stan

futra, w tym czy wystapila piloerekcja, stan wibrysow, stan oczu, oraz czy wystapito

objway biegunki. Jezeli stan zdrowia zwierzat znaczaco si¢ pogarszal, zwierzeta

poddawano humanitarnej eutanazji.

Po zakonczeniu eksperymentu zwierzgta zostaly poddane planowej nekropsji.

Planowang nekropsj¢ przeprowadzono do 4 dni od zakonczenia podawania leku.

Tabela 2. Opis dawek i czasu trwania leczenia zwierzat na poszczegdlnych etapach

eksperymentu.
. Etap il
Etap . S Etap il
leczenia Etap i (wszystkie zwierzeta) (VIN NaCl) (WIN
HCQ)
Tydzien 1 2 3 3
Lek Winblastyna Winblastyna - | Winblastyna Wl?td?:séyna
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0.3 mg/kg —
Dawka 0.5 mg/kg - 0.38mg/kg - 0.3 mg/kg 30 mg/kg
Czas 5 dni 2 dni 5 dni 4 dni 5dni 5dni

U wszystkich zwierzat przed podaniem lekéw wykonywano pomiar masy ciata.
Pomiary wielkosci guza przy uzyciu suwmiarki wykonywano regularnie co 2 dni.

Objetosé¢ guzow obliczono zgodnie ze wzorem: objetos¢ = (szeroko$é)? x dlugosé/2.

7.1.3.1. Planowana nekropsja i zabezpieczenie materialu badawczego

Zwierzgta, ktore zakonczyly eksperyment planowo zostalty poddane nekropsji.
Przed przeprowadzeniem nekropsji myszy usypiano w oparach izofluoranu
oraz znieczulono mieszaning medetomidyny z ketaming w 0.9% NaCl w dawce
anestetycznej poprzez iniekcj¢ dootrzewnows. Szczegotowy opis znieczulenia zostat
przedstawiony w Tabeli 7.

Tabela 3. Opis znieczulenia zastosowanego przed nekropsja u myszy.

Srodek Spos6b podania Dawka
Izofluoran (Aerane, Baxter) Wziewna 0.5% (opary)
Ketamina 100 mg/ml Iniekcja dootrzewnowa 75 mg/kg

Doxodomitor o
Iniekcja dootrzewnowa 1 mg/kg

(medetomidyna) 0.5 mg/ml

U zwierzat sprawdzono odruchy przy $ciskaniu paliczkow i ptatkow uszu w celu
sprawdzenia skuteczno$ci anestezji. Po potwierdzeniu, Ze anestezja zadzialala
prawidlowo zwierzgta zostaly uSmiercone przez skrwawienie. Ok 50 pl krwi pelnej
pobrano na EDTA i poddano analizom morfologicznym przy uzyciu analizatora ABC
Vet. Nastepnie wybrane organy (moézg, serce, pluca, watroba, $ledziona, nerki)
oraz guz zostaly  wyizolowane, przeplukane W PBS oraz poddane opisowi
makroskopowemu (wymiary, waga, opis nieprawidtowosci organow).

Guzy podzielono na 3 rowne czgéci. Pierwszy fragment zabezpieczono
w formalinie, a nastepnie procesowano go W celu przygotowania bloku parafinowego.
Drugi fragment zabezpieczono w cieklym azocie i zabezpieczona w -80°C. Trzeci
fragment podzielono na dwie rowne czesci, gdzie jedna cze$¢ zostala zamrozona
w cieklym azocie W celu pozniejszej izolacji bialka, a druga czgs¢ zabezpieczono

w Trizolu. W eksperymentach wykorzystano fragmenty guzow zamrozone W azocie.
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7.2. Metody

7.2.1. Analiza aktywnoS$ci metabolicznej

Aktywno$¢ metaboliczng wykonano na podstawie analizy aktywnosci
mitochondrialnej dehydrogenazy. Ocenie poddano stopien konwersji soli tetrazolowej
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego, MTT) do formazanu
w zywych komorkach.

Komoérki hodowano na ptytkach 96-dotkowych zgodnie ze schematami
opisanymi w rozdziale 4.1. W ostatnim dniu eksperymentu do kazdego dotka dodano
10 pl roztworu MTT (Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA) o st¢zeniu 5 mg/ml
rozpuszczonym w PBS. Koncowe stezenie MTT, z ktorym komorki inkubowano
przez 2 godziny w warunkach normoksji lub hipoksji, wynosito 0.5 mg/ml. Po tym
czasie, medium hodowlane usunigto, a krysztaty formazanu powstate w wyniku reakcji
rozpuszczono w50 mM roztworze HCI rozcienczonym W izopropanolu. Krysztaly
rozpuszczaly si¢ przez min. 30 min w temperaturze 37°C. Po tym czasie wykonano
pomiar gestosci optycznej przy diugosci fali 562 nm przy uzyciu wielodotkowego
spektrofotometru skaningowego Varioskan Lux (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). Aktywnos$¢ mitochondrialnej dehydrogenazy byta wprost proporcjonalna do
wyniku odczytu gestosci optycznej. Wyniki przedstawiono jako odsetek komorek

nietraktowanych hodowanych odpowiednio w normoksji lub hipoksji.

7.2.2. Analiza proliferacji komorek

Analiza proliferacji komorek zostala przeprowadzona przy uzyciu testu Cell
Proliferation ELISA, BrdU kit (Roche, Mannheim, Niemcy).

Bromodeoksyurydyna (ang. Bromodeoxyuridine, BrdU) jest syntetycznym
analogiem jednego z nukleozydow pirymidynowych, tymidyny. W komorkach
proliferujacych BrdU ulega inkorporacji do DNA w czasie jego replikacji w fazie S
cyklu komoérkowego. BrdU inkorporowane do DNA wykrywa si¢ przy pomocy
przeciwcial. Jego detekcja jest mozliwa tylko w czgsciowo zdenaturowanym DNA.

Komérki hodowano na plytkach 96-dotkowych zgodnie ze schematami
opisanymi w rozdziale 4.1. W ostatnim dniu eksperymentu do kazdego dotka dodano
po 10 ul, wczesniej rozcienczonego W medium hodowlanym, w stosunku 1:100,
roztworu BrdU. Stezenie koncowe BrdU, z ktorym przez 2h inkubowano komorki
w warunkach normoksji lub hipoksji, wynosito 100 uM. Po zakonczeniu inkubacji,

komorki utrwalono przez 30 minut. Do utrwalenia wykorzystano zapewniony
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przez producenta roztwor zawierajacy alkohol, co umozliwilo czg$ciowa denaturacje
DNA. W kolejnych etapach komoérki inkubowano zroztworem przeciwciala
wykrywajacego BrdU, a nastgpnie Z roztworem substratu sprzg¢zonego zZ peroksydaza
chrzanowa, wykrywajacego powstate kompleksy BrdU-przeciwciato. Wynikiem
inkubacji z substratem byta reakcja barwna, ktorej produktem byt roztwor o niebieskim
zabarwieniu. Rozwdj reakcji zahamowano poprzez dodanie 25 pl 1M HCIL
intensywnos$¢ koloru roztworu powstatego W wyniku przeprowadzonej reakcji byta
wprost proporcjonalna do ilosci nowo powstatego DNA w czasie inkubacji z roztworem
BrdU. Wszystkie etapy reakcji zostaly przeprowadzone zgodnie z instrukcja
producenta.

Wynik uzyskano za pomocg pomiaru gestosci optycznej wykonanej przy
dhugosci fali 450 nm. Do pomiaru wykorzystano wielodotkowy spektrofotometr
skaningowy Varioskan Lux (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Wartos¢
proliferacji byta wprost proporcjonalna do wyniku odczytu gestosci optycznej. Wyniki
przedstawiono jako odsetek komorek nietraktowanych hodowanych odpowiednio

w normoksji lub hipoksji

7.2.3. Oznaczenie aktywnosci pB-Galaktozydazy zwiazanej ze starzeniem
komorkowym (SA-B-Gal) na preparatach komorkowych

Do oznaczenia aktywnosci SA-B-Gal wykorzystano zmodyfikowany protokot
przygotowany na podstawie publikacji Dimri i wsp. [200].

Po zakonczeniu eksperymentu, komorki odklejono przy uzyciu trypsyny (Gibco,
Life Technologies Limited, Wielka Brytania). Trypsyn¢ zneutralizowano przy uzyciu
pelnego medium hodowlanego. Nastepnie komoérki wirowano 5 minut w RT przy
predkosci 1200 obrotow/minutg (ang. Revolutions Per Minute, RPM). Nadsacz zlano, a
komorki zawieszono w PBS (PanReac AppliChem; Darmstadt, Niemcy) i policzono
przy uzyciu komory Biirkera. 80 000 komorek utrwalano przy uzyciu 1 ml roztworu 2%
formaldehydu i 0.2% gluteraldehydu w PBS przez 5 minut w RT. Roztwor utrwalajacy
zneutralizowano poprzez rozcienczenie 5 ml PBS. Nastgpnie komorki wirowano 5
minut z predkoscia 1200 rpm. Nadsacz zlano, a pozostaty osad komorkowy zawieszono
w 100 pl PBS (PanReac AppliChem; Darmstadt, Niemcy). Przygotowang zawiesing
komorkowa naniesiono na szkietko podstawowe umieszczone W zestawie do
cytospinizacji Cytoset (MPW Med. instruments, Warszawa, Polska). Komorki

wirowano 5 minut w RT z predko$cig 1100 rpm przy uzyciu wird6wki cytologiczne;j
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MPW 341 (MPW Med. instruments, Warszawa, Polska). Nastepnie szkietka
podstawowe wyciagni¢to z zestawu Cytoset i umieszczono w komorze wilgotnej.
Przygotowane preparaty komorkowe inkubowano przez 16 godzin w 37°C z roztworem
barwigcym zawierajacym 1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galaktopiranozyd,
5 mM zelazocyjanek potasu, 150 mM NaCl, 2 mM MgCI2 i 0,1 M bufor fosforanowy
0 pH 6,0. Roztwoér rozcienczono przy uzyciu wody dejonizowanej. Po zakonczeniu
inkubacji preparaty ptukano 3-krotnie przez 5 minut w PBS (PanReac AppliChem;
Darmstadt, Niemcy). Nastepnie nadmiar buforu usunig¢to, a preparaty zamkni¢to
szkietkami nakrywkowym przy uzyciu medium zamykajacego (Dako, Carpinteria, CA,
USA). Komorki zobrazowano W $wietle przechodzacym przy uzyciu mikroskopu
odwroconego Zeiss Axio Observer z kamera kolorowag Axiocam 506 color (Zeiss,
Niemcy). Komoérki SA-B-Gal pozytywne i SA-B-Gal negatywne zostaty policzone dla
kazdego przygotowanego preparatu (dla kazdego preparatu zliczono minimum 100
komorek). Wyniki przedstawiono jako odsetek komodrek SA-B-Gal pozytywnych

w stosunku do wszystkich zliczonych komorek.

7.2.4. Oznaczenie aktywnosci p-Galaktozydazy (SA-B-Gal) zwiazanej ze
starzeniem komorkowym na preparatach tkankowych

Zamrozone W cieklym azocie fragmenty guzow, zanurzono w buforze do
krioprezerwacji OCT (Leica, Wetzlar, Niemcy), a nastgpnie skrojono przy uzyciu
kriostatu. Fragmenty o grubosci 6 uM umieszczono na szkietkach podstawowych
SuperFrost (Epredia, Runcorn, Wielka Brytania). Nastepnie szkietka z materialem
tkankowym umieszczono w -80°C do czasu procesowania.

W celu przeprowadzenia barwienia oceniajgcego aktywnos$¢ SA-B-Gal, przed
utrwaleniem szkietka z materiatem tkankowym umieszczono na 30 minut
w temperaturze 4°C, w celu ich rozmrozenia. Nast¢pnie fragmenty tkanki obrysowano
markerem hydrofobowym (Merck, Darmstadt, Niemcy) i inkubowano przez 5 minut
W RT z buforem utrwalajagcym. Sktad buforu utrwalajacego zostal opisany w rozdziale
7.2.3. Po inkubacji szkietka z materialem tkankowym ptukano w RT 3-krotnie w PBS.
Pozostate procedury wykonano tak samo jak opisano w rozdziale 7.3.2.

Analiz¢ powierzchni tkanki wybarwionej jako SA-B-Gal pozytywna wykonano
w programie imageJ. Zdjecia w formacie TIFF przekonwertowano na obraz 8-bitowy.

Do analiz zaznaczono tylko obszary, na ktorych znajdowata sie tkanka. Pomiar obszaru
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wybarwionego pozytywnie wyznaczono przy statych parametrow progowych (ang.
Treshold).

7.2.5. Barwienia immunofluorescencyjne

Zamrozone W cieklym azocie fragmenty guzow, zanurzono w buforze do
krioprezerwacji OCT (Leica, Wetzlar, Niemcy), a nastgpnie skrojono przy uzyciu
kriostatu. Fragmenty o grubosci 6 uM umieszczono na szkietkach podstawowych
SuperFrost (Epredia, Runcorn, Wielka Brytania). Nastepnie szkietka z materiatem
tkankowym umieszczono w -80°C do czasu procesowania.

Zamrozone szkietka, bezposrednio po wyjecie z zamrazarki -80°C, utrwalano
w 70% metanolu (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Metanol byt wczesniej
przechowywany w temperaturze -20°C. Preparaty utrwalano przez5 minut w RT.
Nastepnie szkietka pozostawiano do wysuszenia W RT. Po wysuszeniu, preparaty
tkankowe nawadniano przez 15 minut wPBS w RT. Po nawodnieniu, szkietka
wysuszano z nadmiaru PBS, a fragmenty tkanek obrysowywano markerem
hydrofobowym. Na fragmenty tkanek natozono okoto 150 ul buforu blokujacego
(roztwor 5% serum koziego i 0.05% Tween w PBS). Preparaty inkubowano z buforem
blokujacym W RT przez godzing. Nastepnie bufor zlewano, a na tkanki natozono ok.
100 pl roztworu przeciwciat pierwszorzedowych. Przeciwciata pierwszorzgdowe
zawieszano W 10x rozcienczonym buforze blokujacym. Listg przeciwciat
wraz z zastosowanymi rozcienczeniami przedstawiono W Tabeli 4. inkubacje

z przeciwciatami pierwszorzedowymi prowadzono przez noc w temperaturze 4°C.

Tabela 4. Spis  przeciwcial  wykorzystanych do  wykonania  barwien
immunofluorescencyjnych.

Bialko Gospodarz
Klonalnos¢ Producent Rozcienczenie
wykrywane | zwierzecy
i1 . Abcam (Cambridge, )
HIF2a Krolik Poliklonalne Wielka Brytania) 1:100
. L . Sigma Aldrich St. Louis, )
Ki67 Krolik Poliklonalne MO, USA 1:100
. . Abcam (Cambridge,
D4 Krolik Poliklonal . . 1:1
CD45 roli oliklonalne Wielka Brytania) 00
Cell Signaling
E-Kadheryna Krolik Monoklonalne Technology, (Danvers, 1:100
MA, USA)
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Cell Signaling
Wimentyna Krolik Monoklonalne Technology, (Danvers, 1:100
MA, USA)
i1 . Abcam (Cambridge, .
Lyve-1 Krolik Poliklonalne Wielka Brytania) 1:100

Po zakonczeniu inkubacji preparaty byly trzykrotnie plukane w PBS przez 5
minut w RT. Nastepnie fragmenty tkanki inkubowano z roztworem przeciwciat
drugorzedowych sprzezonych z fluorochromem Alexa Fluor 555 (AF555;
ThermoFisher, Eugene, OR, USA). Przeciwciata drugorzedowe rozcienczono w PBS
w stosunku 1:100. inkubacja prowadzona byla przez 2 godziny w RT. Po tym czasie
preparaty ptukano w PBS 3-krotnie przez 5 minut w RT. Nastepnie fragmenty tkanek
byty inkubowane przez 5 minut z roztworem Hoechst 33342 (ThermoFisher, Eugene,
OR, USA). Barwnik rozpuszczony byt w PBS w stosunku 1:10000. Po zakonczeniu
inkubacji szkietka ponownie ptukano 3-krotnie w PBS przez 5 minut w RT. Szkietka
osuszano z nadmiaru buforu i zamyknigto szkietkiem nakrywkowym 2z uzyciem
medium zamykajacego (Dako, Carpinteria, CA, USA).

Po nawodnieniu tkanki wszystkie inkubacje przeprowadzane byly w komorze
wilgotnej w celu uniknigcia wysuszenia preparatow. Na kazdym etapie barwienia tkanki
chroniono przed bezposrednim dziataniem $wiatla.

Dla kazdego preparatu przy okazji kazdego barwienia przygotowano kontrole
negatywng. Etapy przygotowania kontroli negatywnych byly takie same jak
w przypadku barwienia pozytywnego, z wyjatkiem etapu inkubacji z przeciwciatem
pierwszorzegdowym. Preparaty przygotowywane jako kontrola negatywna byly
inkubowane tylko z 10x rozcienczonym buforem blokujacym.

Tkanke zobrazowano W przy uzyciu mikroskopu odwrdconego Zeiss Axio
Observer 7 z kamerag monochromatyczng Axiocam 503 mono (Zeiss, Niemcy). Do
wizualizacji  preparatow uzyto uktadu filtrow ze zwierciadlem dichroicznym
przedstawionych w Tabeli 5. Dla poszczegélnych filtrow wskazano dlugos¢ fali
wzbudzenia (ang. Emmision wavelenght, EM), dlugos¢ dzielnika wiazki (ang.

Beamsplitter, BP) oraz dtugosci fali emisji (ang. Excitation wavelenght, EX).

Tabela 5. Opis filtréw wykorzystanych do wizualizacji preparatow fluorescencyjnych.

Nazwa ukdadu Dlugosé fali Dzielnik wiazki | Dlugosé fali emisji
Lp U (742 wzbudzenia (nm) (nm) (nm)
Producenta)
I. | 90 HE Led (DAPI) 385+15 405 425+15
. DsRed 545.5+12.5 570 605+35
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Fluorescencje wybarwionych jader komorkowych obserwowano przy uzyciu
filtra i (Tab. 5). Fluorescencj¢ bialek badanych obserwowano przy uzyciu filtra il
opisanego w (Tab. 5).

W celu poréwnania intensywnosci fluorescencji pomig¢dzy preparatami,
W obrebie tego samego barwienia zastosowano ustawiono takie same czasy emisji i
intensywnos$ci  $wiecenia. Analiz¢ obrazow mikroskopowych przeprowadzono
w programie ZEN Blue ver. 3.6 (Zeiss, Niemcy).

W celu wykonania analizy liczbowej zdjecia po zaimportowaniu do programu
imageJ przekonwertowano z formatu RGB na obraz 8-bitowy. Analiz¢ zdje¢¢ jader
komorkowych 1 bialek badanych wykonano oddzielnie. Do oceny wartos¢
intensywnosci fluorescencji wykorzystano pomiar $redniej wartosci szarosci (ang.
Mean grey value).

Po wykonaniu pomiaru warto$ci pozyskane dla biatka badanego odniesiono do
wartosci pozyskanych dla jader komorkowych dla kazdego zdjgcia indywidualnie.
Takie same analizy zostaly takze wykonane dla kontroli negatywnej. Od wartosci
uzyskanych dla biatka badanego odj¢to S$rednig warto$¢ uzyskang dla kontroli
negatywnej. Po odjeciu tej wartosci od wynikow pozyskanych dla poszczegdlnych

zdje¢ wyciagnieto $rednig wartos$¢, ktorg nastgpnie przedstawiono na wykresie.
7.2.6. Izolacja bialka

W celu izolacji biatka komorki odklejono przy uzyciu trypsyny (Gibco, Life
Technologies Limited, Wielka Brytania). Trypsyng¢ zneutralizowano pelnym medium
hodowlanym. Nastepnie komorki wirowano 5 minut w RT przy predkosci 1200 rpm.
Nadsacz zlano, a komorki zawieszono w PBS (PanReac AppliChem; Darmstadt,
Niemcy) i policzono przy uzyciu komory Biirkera. Nastepnie osad komodrkowy
przeniesiono do proboéwek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml i zwirowano w RT
przez5 minut w predkosci 1200rpm. Nadsacz usuni¢to, a komodrki zawieszono
w buforze lizujacym RIPA (Thermo Scientific, Rockford, iL, USA) wzbogaconym o
mieszaning inhibitorow proteaz (Thermo Scientific, Rockford, iL, USA) rozcienczona
w stosunku 1:100. Nastepnie zawiesing komorek zamrozono w temperaturze -20°C i
przechowywano w takich warunkach przez minimum 24 godziny. Lizat komérkowy
rozmrozono na lodzie i wirowano w 4°C przez 7 minut przy predkosci 10000 rpm,
w celu oddzielenia pozostatosci komorkowych od biatka zawieszonego w buforze

lizujacym. Nadsgcz zawierajgcy biatko przeniesiono do czystych proboéwek. Po izolacji

52



nadsacz mrozono W -20°C lub procesowano dalej, wczesniej oznaczajagc W nim st¢zenie
biatka.

W celu izolacji biatka z guzéw, tkanka wcze$niej zamrozona W ciektym azocie
i przechowywana w -80°C, zostata rozmrozona na lodzie. Nastepnie do tkanki dodano,
w zalezno$ci od wielkosci fragmentu, 300-500 pl buforu lizujacego RIPA (Thermo
Scientific, Rockford, iL, USA) wzbogaconego 0 mieszaning
inhibitorow proteaz (Thermo Scientific, Rockford, iL, USA), rozcienczong W stosunku
1:100. Nastepnie W naczyniu zawierajagcym tkanke i bufor umieszczono metalowa kulke
homogenizacyjnag o $rednicy 0.5 cm (Qiagen, Hilden, Niemcy). Tkanki poddano
homogenizacji przy uzyciu homogenizatora Tissue Lyser il (Qiagen, Hilden, Niemcy).
Wykonano trzy cykle homogenizacji (30 sekund/30 Hz). Nastgpnie wstgpnie
zhomogenizowang tkank¢ pozostawiono na minimum 30 minut na lodzie w celu oceny
stopnia homogenizacji. W przypadku, kiedy homogenizacja nie byta kompletna, do
roztworu dodano 100 pl buforu RIPA z inhibitorami proteaz, a homogenaty ponownie
zamrozono W -80 °C na 24 godziny. Po tym czasie homogenaty rozmrazano i ponownie
poddano trzem cyklom homogenizacji (30 sekund/30 Hz). Homogenaty pozostawiono
na minimum 30 minut na lodzie. Z fiolek usuni¢to kulki homogenizacyjne, a roztwor
zwirowano w 4°C przez7 minut przy predkosci 10000 rpm, w celu oddzielenia
pozostatosci tkanek od roztworu bufory zawierajacego wyizolowane bialko.
Nadsacz zawierajacy biatko przeniesiono do czystych probowek. Po izolacji
nadsgcz mrozono W -20°C lub procesowano dalej, wczes$niej oznaczajagc W nim st¢zenie

biatka.

7.2.7. Oznaczenie st¢zenia bialka metoda BCA

Oznaczenie st¢zenia biatka przeprowadzono metodg z kwasem bis-
cynchoninowym (BCA) przy uzyciu zestawu Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, Rockford, iL, USA). W srodowisku zasadowym biatka redukuja jony miedzi
Cu** do jonow Cu*. W wyniku reakcji BCA z Cu* powstaje roztwdér o barwie
fioletowej, ktorego intensywnos$¢ jest wprost proporcjonalna do ilosci biatka
w badanym roztworze.

Lizaty biatkowe rozcienczano w stosunkach od 1:50 do 1:10 w PBS. Reakcje
dla kazdej probki przeprowadzono w tryplikatach. Do przygotowania krzywej
standardowej w zakresie 0-2 ng/ul wykorzystano albuming surowicy bydlecej (BSA;

Biowest, Nuaillé, Francja). W celu przeprowadzenia reakcji do 5ul probki dodano 100
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ul roztworu BCA, a nastgpnie prowadzono inkubacje 15 minutowg w temperaturze
37°C. Stezenie biatka obliczano na podstawie pomiaru gestosci optycznej przy dtugosci
fali 562 nm wykonanego przy uzyciu wiclodotkowego spektrofotometru skaningowego
Varioskan Lux (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

7.2.8. Analiza hipertrofii

Hipertrofie komorek, czyli ilos¢ biatka przypadajacego na jedng komorke,
obliczono poprzez podzielenie warto$ci stezenia biatka catkowitego oznaczonego na
podstawie analizy BCA (stezenia biatka w 1ul pomnozono razy objetos¢ uzyskanego

lizatu biatkowego) przez catkowita liczbe komorek zebrang w danym eksperymencie.

7.2.9. Analiza Western Blot

W celu analizy ekspresji biatek przeprowadzono kilkuetapowg analiz¢ hybrydyzacji
typu western. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono denaturujacy rozdziat
mieszaniny biatek wyizolowanych z badanego materialu zgodnie zich masg
czasteczkowa W zelu poliakrylamidowym. Po rozdziale, pod wplywem pola
elektrycznego biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowa. Biatka wykrywano
dwustopniowo przy pomocy specyficznych przeciwcial pierwszorzedowych
skierowanych przeciw badanemu biatku oraz przeciwciat drugorzgdowych sprzezonych
z peroksydaza chrzanowsg. Nastepnie biatka wizualizowano na Kliszy fotograficznej
dzigki zajSciu reakcji chemiluminescencyjnej miedzy peroksydaza sprzezong
z przeciwcialem drugorzgdowym, a zsubstratem zawartym w odczynniku do
wywotywania.

W celu wykonania analizy Western Blot przygotowano odpowiednie
rozcienczenia biatka z uzyciem 4x st¢zonego buforu Laemmli SDS (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA lub EurX, Polska) oraz PBS (PanReac AppliChem; Darmstadt, Niemcy).
Rozcienczone biatko poddawano denaturacji w temperaturze 95°C przez 5 min.
Nastepnie roztwory bialka W objetosci zawierajacej odpowiednio od 10 do 50 pg
oraz marker wielkos$ci biatka (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
umieszczono W studzienkach zelu poliakrylamidowego w celu przeprowadzenia
elektroforezy zelowe;.

Elektroforeza zelowa miata na celu rozdzielenie biatek zgodnie z ich wielkoScia,
gdzie miatka o najwigkszej masie molekularnej migrowaty w zelu najwolniej. Do

elektroforezy wykorzystano samodzielnie przygotowane zele sktadajace si¢ z 5% zelu
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zageszczajacego 0raz zelu rozdzielajacego o gestosci 12% lub 15%. Wybodr stezenia
zelu zalezal od masy molekularnej masy najmniejszego badanego bialka. Jezeli masa
molekularna  biatka byla > 20 kDa stosowano zel 15%. Proporcje

sktadnikow wykorzystane do przygotowania zeli przedstawiono w Tabeli 6.

Tabela 6. Opis skladu zeli poliakrylamidowych wykorzystanych do elektroforezy
zelowej.

Gestosé zelu
Skladnik
5% 12% 15%
30% akrylamid 1.3 ml 4 ml 5ml
AM Tris-HCl o pH
1.25 ml - -
6,8
1M Tris-HCl o pH
- 3.8ml 3.8 ml
8.8
Woda dejonizowana 7.34 ml 2.2ml 1.2ml
10% APS 0.1ml 0.1ml 0.1ml
20% SDS 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
TEMED 0.01 ml 0.01 mi 0.01 mi

Elektroforeze zelowa przeprowadzono przy uzyciu aparatu Mini-PROTEAN
Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Reakcje
przeprowadzono w obecnosci buforu TRIS-glicyna-SDS (TGS). TGS przygotowano
z 10-krotnie zat¢zonego roztworu o pH 8.3 zawierajacego 25 mM Tris-HCI, 0.2 M
glicyny, oraz 0.05% SDS poprzez rozcienczenie woda destylowana. Elektroforezg
przeprowadzono w RT przy stalych napieciach: 100 V (kiedy probki migrowaty
przez zel zageszczajacy), a nastepnie 150 V (kiedy probki migrowaly przez zel
rozdzielajacy).

Po zakonczeniu elektroforezy przeprowadzono transfer bialek na membrang
nitrocelulozowg (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) przy uzyciu Mini-Trans Blot Cell (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Kanapke¢ ztozong z bibul Whattman’a, membrany i zelu,
utozono pomigdzy elektrodami, tak aby umozliwi¢ migracje biatek o tadunku dodatnim
na membrane W kierunku elektrody o tadunku ujemnym (katody). Jako bufor do
transferu wykorzystano bufor Tris-Glycine (TG; Avantor, Gliwice, Polska)
z metanolem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Transfer prowadzono przy statym

natezeniu 350 mA przez 90 minut w 4°C.
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Po transferze membrang wybarwiono w buforze Ponceau-S (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) wcelu wizualizacji rozdziatu biatek. Nastgpnie membrany
wyptukano z barwnika przy uzyciu buforu TBST (ang. Tris Buffered Saline with
Tween) o sktadzie: 30 mM TrisHCI, 75 mM NaCl, Tween 20 0 pH=7,6. Po wyptukaniu
barwnika membrany blokowano przez 1 godzing w 5% roztworze odtluszczonego
mleka w TBST w RT. Bo blokowaniu membrany 3-krotnie ptukano w buforze TBST i
inkubowano w roztworze przeciwciatl pierwszorz¢gdowych w 4°C przez noc. Liste
przeciwcial wykorzystanych w analizach przedstawiono w Tabeli 7. Wszystkie
przeciwciata, z wyjatkiem GAPDH, rozcienczono w 5% roztworze BSA z dodatkiem
0.01% azydku sodu w stosunku 1:1000. Przeciwcialo wykrywajace GAPDH
rozcienczono W stosunku 1:10000. Po zakonczeniu inkubacji, membrany 3-krotnie
ptukano w buforze TBST, a nastepnie inkubowano w roztworze przeciwciat
drugorzedowych sprzezonych z peroksydaza chrzanowa wykrywajacych odpowiednio
przeciwciala mysie (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) lub krélicze (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Przeciwciala drugorz¢dowe rozcienczono
w stosunku 1:10000 w 5% roztworze odttuszczonego mleka w TBST. inkubacj¢
prowadzono w RT przez minimum 1 godzing. Nastepnie membrany ptukano 3-krotnie
w buforze TBST. Bialka zwizualizowano na blonach RTG Carestream (Kodak,
Rochester, NY, USA) przy uzyciu substratu chemiluminescencyjnego (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA lub Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Analizg
poétilosciowy ekspresji biatek przeprowadzono na podstawie densytometrii wykonanej

w programie imageJ

Tabela 7. Spis przeciwcial pierwszorzedowych wykorzystanych do analizy Western Blot i
barwien immunofluorescencyjnych.

Bialko Gospodarz zwi Miejsce
Klonalnos¢ N Producent
wykrywane erzecy fosforylacji
] LifeSpan Biosciences,
ALDH1A1 Kroélik Poliklonalne -
(Seattle, WA, USA)
Cell Signaling
Cyklina B Krolik Monoklonalne - Technology,
(Danvers, MA, USA)
Millipore, (Temecula,
GAPDH Mysz Monoklonalne -
CA, USA)
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GPx-1

Krolik

Poliklonalne

Abcam, (Cambridge,
Wielka Brytania)

HIFla

Mysz

Monoklonalne

Santa
Cruz Biotechnology,
(Dallas, TX, USA)

HO-1

Krolik

Poliklonalne

Enzo Life Sciences
(Farmingdale, NY,
USA)

LC3B

Krolik

Poliklonalne

Sigma Aldrich St.
Louis, MO, USA

Nanog

Krolik

Monoklonalne

Cell Signaling
Technology,
(Danvers, MA, USA)

p-cdc2

Krolik

Monoklonalne

Tyrl5

Cell Signaling
Technology,
(Danvers, MA, USA)

p-Rb

Krolik

Poliklonalne

Ser807/811

Cell Signaling
Technology,
(Danvers, MA, USA)

p-S6

Krolik

Monoklonalne

Ser235/236

Cell Signaling
Technology,
(Danvers, MA, USA)

p16

Mysz

Monoklonalne

Santa
Cruz Biotechnology,
(Dallas, TX, USA)

p21

Krolik

Monoklonalne

Cell Signaling
Technology,
(Danvers, MA, USA)

p21

Mysz

Monoklonalne

Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA)

p53

Mysz

Monoklonalne

Santa
Cruz Biotechnology,
(Dallas, TX, USA)

p62

Mysz

Monoklonalne

BD Transduction

Laboratories™,
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(Lexington, KY,
USA)

Santa

p62 Mysz Monoklonalne - Cruz Biotechnology,
(Dallas, TX, USA)

BD Transduction

Laboratories™,

(Lexington, KY,
USA)

Cell Signaling
PTEN Krolik Monoklonalne - Technology,
(Danvers, MA, USA)

Cell Signaling

PARP-1 Mysz Monoklonalne -

Ser380/Thr3
p-PTEN Krolik Monoklonalne Technology,

82/Thr 383
(Danvers, MA, USA)

7.2.10. Analiza SASP

Test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-Linked immunosorbent Assay,
ELISA) opiera si¢ na wykorzystaniu enzymo6w do wykrywania reakcji antygenow ze
swoistymi  przeciwciatami. Studzienki plytki oplaszcza si¢ odpowiednim
przeciwcialem, a nastgpnie W celu zapobiegnigcia niespecyficznemu wigzaniu si¢
biatek przeprowadza si¢ inkubacj¢ np. z albuming. Reakcj¢ antygen-przeciwciato
uwidacznia si¢ wykorzystujac reakcje barwng poprzez zastosowanie enzymu np.
peroksydazy  chrzanowej.  Zmian¢  intensywno$ci  barwy  mierzy  si¢
spektrofotometrycznie. Wyniki kalibruje wzgledem prob kontrolnych tworzacych
krzywa standardowsg. Pozwala to na okreslenie ilosci produktu reakc;ji.

Sekrecje cytokin VEGF, IL-8, katepsyny-S, IGFBP-3 i osteopontyny oznaczono
w medium zebranym z hodowli eksperymentalnych. Pozywke zebrana z hodowli
poddano wirowano przez 5 min w RT przy predkosci 1200 rpm, W celu pozbycia sig
zanieczyszczen komorkowych. Nastepnie odwirowane medium przeniesiono do
czystych probowek. Tak przygotowang pozywke mrozono W temperaturze -20°C.

Sekrecje cytokin w medium hodowlanym oceniano na podstawie testu
kolorymetrycznego typu ELISA do samodzielnego optaszczania dotkow przeciwciatem
typu Duo-Set (R&D Systems, MN, USA). Kazda probke analizowano w dwoch

powtorzeniach technicznych.
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Produkcje cytokin VEGF, IL-8, Katepsyny-S, IGFBP-3, osteopontyny, FGF23
oraz i-CAM1 w tkance guza oznaczono z wykorzystaniem bialka wyizolowanego
zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 7.2.6. Do analiz wykorzystano takg
samg ilo$¢ biatka catkowitego dla kazdej badanej probki. iloSci biatka catkowitego

wykorzystanego do reakcji przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Ilo$¢ bialka calkowitego wykorzystanego do analizy produkcji czynnikéw SASP
w tkance guza.

Bialko wykrywane | Ilo$¢ bialka calkowitego
VEGF 50 ug
IL-8 50 pg
Katepsyna-S 1ug
IGFBP-3 10 pg
Osteopontyna 1 ug
FGF23 50 ug
I-CAM1 10 pg

Kazda probke analizowano w dwoch powtdrzeniach technicznych. Do oceny
produkcji VEGF, IL-8, IGFBP-3, osteopontyny, FGF23 oraz i-CAM1 wykorzystano
testy  kolorymetryczne  typu  ELISA  do  samodzielnego  oplaszczania
dotkow przeciwcialem przechwytujacym typu Duo-Set (R&D Systems, MN, USA). Do
oznaczenia produkcji katepsyny-S wykorzystano test kolorymetryczny typu ELISA
gdzie dostepna byla ptytka z dotkami pokrytymi przeciwcialem przechwytujacym (LS-
Bio, Seatlle, WA, USA).

Jezeli niedostepna bylta ptytka optaszczona przeciwciatem, w pierwszym kroku
przygotowywano odpowiedni roztwér specyficznego przeciwciala w PBS.
Rozcienczenie przygotowywano zgodnie z instrukcjg producenta. Phytki inkubowane
byty z przeciwciatem przez noc w RT, w ciemnosci. Nastgpnie plytki ptukano 3-krotnie
wskazanym przez producenta buforem ptuczacym. Po wyptukaniu ptytki inkubowano
przez godzing W RT  zodpowiednim roztworem  blokujacym  wskazanym
przez producenta. inkubacja ta miata na celu uniemozliwienie wigzania si¢
niespecyficznych bialek. Po zakonczeniu inkubacji, plytki plukano 3-krotnie
wskazanym przez producenta buforem pluczgcym. Nastgpnie przeprowadzono 2-
godzinng inkubacje z probkami badanymi w RT w ciemnos$ci, po ktorej phytki

ponownie plukano 3-krotnie odpowiednim roztworem blokujgcym wskazanym
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przez producenta. W kolejnym kroku przeprowadzono inkubacj¢ z przeciwciatlem
wykrywajacym rozcienczonym odpowiednio zgodnie z instrukcja zapewniong
przez producenta. inkubacja trwata godzine i prowadzono ja w RT w ciemnosci. Po
zakonczeniu inkubacji ptytki 3-krotenie wyplukano, a nastepnie przeprowadzono
inkubacj¢  z roztworem streptawidyny sprz¢zonej z peroksydaza chrzanows.
Rozcienczenie enzymu przygotowano zgodnie z instrukcja producenta. inkubacje
prowadzono przez 20 minut w RT w ciemnosci. Nastepnie przeprowadzono reakcje
barwng z wykorzystaniem odpowiedniego substratu. Rozwo6j reakcji zahamowano
poprzez dodanie 25 pl 1M HCL.

W wyniku przeprowadzonych testow otrzymano roztworu o zabarwieniu
z6ttym. intensywno$¢ koloru byta wprost proporcjonalna do ilosci badanego biatka
sekrecyjnego w danym dotku. Pomiary gestosci optycznej wykonano przy dtugosci fali
450 nm na wielodotkowym spektrofotometrze skaningowym Varioskan Lux (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Przy analizie wynikow uwzgledniono zastosowane
rozcienczenie badanej probki i ilo§¢ zebranej pozywki
7.2.11. Analiza morfologii komoérek i cyklu komoérkowego z wykorzystaniem

cytometrii przeplywowej

Cytometria przeptywowa jest technika analityczng pozwalajaca na pomiar
rozproszenia S$wiatla lub sygnatu fluorescencji przez odpowiednio naswietlone
komorki. Umozliwia ona jakosciowy 1 iloSciowy pomiar wlasciwosci fizycznych i
biologicznych komoérek. Zawiesina komorek, uformowana W cienki strumien, zostaje
zaciagni¢ta do komory pomiarowej, gdzie kazda komodrka poddawana jest dziataniu
wiazki lasera. Swiatlo ulegto rozproszeniu, a fluorochrom przylaczony do komorek
ulega  wzbudzeniu. Powstale sygnaly zostaja nastgpnie  przechwycone
przez odpowiednie detektory.

Na uktad optyczny sktadajg si¢: zrodto $wiatta (laser), uktad ksztattujacy i
ogniskujacy wiagzke laserowa na komorce oraz optyka zbierajaca, ktorej zadaniem jest
odfiltrowanie poszczegolnych dtugosci fal oraz zogniskowanie promieni $wietlnych na
fotokatodzie detektorow.

Na podstawie sygnatu z detektora FSC (ang. Forward Scatter Characteristics,
FSC) rejestrujacego rozproszenie $wiatta zgodnie z przeptywem wiagzki laserowej
okresla si¢ wielkos¢ komorek. Rozproszenie $wiatla pod katem 90° przy uzyciu
detektora SSC (ang. Side Scatter Characteristics, SSC) stuzy do okreslenia ziarnistosci

komorek.
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Aby uzyska¢ dodatkowe informacje (np. okreSlenie fazy cyklu, w ktorej
znajduje si¢ komorka) stosuje si¢ odpowiednie znaczniki fluorescencyjne. Do oceny
intensywnosci  fluorescencji  uzywa  si¢  specjalnych  detektorow $wiatla
fluorescencyjnego.

Cytometria przeptywowa zostala wykorzystana do pomiaru ziarnisto$ci i
wielkosci komorek oraz ich rozktadu w cyklu komérkowym, na podstawie analizy
ilosci DNA w komorce. W celu przeprowadzenia analiz komoérki odklejono przy uzyciu
trypsyny (Gibco, Life Technologies Limited, Wielka Brytania). Trypsyne
zneutralizowano petnym medium hodowlanego. Nastgpnie komorki wirowano w RT
przez 5 minut w predkosci 1200 rpm. Nadsacz zlano, a komorki zawieszono w 500 pl
PBS (PanReac AppliChem; Darmstadt, Niemcy). W celu utrwalenia komoérek do ich
zawiesiny dodano 4,5 ml 70% etanolu (etanol byt wczesniej przechowywany w -20°C).
Utrwalone komorki zamrozono w temperaturze -20°C i przechowywano tak przez co
najmniej 24 godziny.

W celu wybarwienia DNA, utwalone komorki wirowano w RT przez 5 minut
w predkosci 1200rpm w celu usunigcia etanolu. Nastepnie nadsgcz zlano, komorki
przemyto 2 ml PBS i odwirowano w RT przez 5 minut w predkosci 1200rpm. Po
odwirowaniu PBS zlano, a komorki zawieszono w 200 pl odczynnika MuseTM Cell
Cycle Reagent (Millipore, Hayward, CA) zawierajacego jodek propidyny (ang.
Propidium iodide, PI). PI jest barwnikiem fluorescencyjnym interkalujagcym pomiedzy
dwoma zasadmi dwuniciowego DNA. intensywnos$¢ sygnatu fluorescencyjnego jest
proprcjonalna do ilosci DNA w komorce, na podstawie czego mozna okresli¢, w ktorej
fazie cyklu znajduje si¢ komorka.

Analize¢ przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego Beckman
Coulter CytoFLEX (Brea, CA, USA) i oprogramowania CytExpert (Brea, CA, USA).
Dla kazdej analizy probki zebrano co najmniej 50000 zdarzen.
7.2.11.1. Strategia bramkowania komoérek granularnych i komodrek

powiekszonych

Do analizy populacji komorek powigkszonych i granularnych wykorzystano

sygnaty wynikajace z rozproszenia $wiatta przechwycone przez detektory FSC i SSC.
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Figura 7. Strategia bramkowania komoérek granularnych i powiekszonych.
A. Komorki nietraktowane; B. Komorki traktowane VIN.

W pierwszej kolejnos$ci z analizy wytaczono zdarzenia o bardzo niskich
wskaznikach FSC i SSC, zlokalizowane w lewym dolnym rogu wykresu typu Dot-Plot,
tuz pod uwidoczniong gtowna populacja komodrek. Na podstawie tych samych
parametrow, na wykresie przedstawiajagcym komorki nietraktowane, ustawiono bramki,
okreslajace ziarnistos¢, gdzie oznaczona populacja nie przekroczyta 1% wszystkich
zdarzen. Analogicznie ustawiono bramke dla komoérek powiekszonych. Ustalone
bramki przekopiowano do wykresow opisujacych pozostate badane probki. Strategie

bramkowania zaprezentowano na figurze 7.
7.2.11.2. Strategia bramkowania faz cyklu komorkowego i poliploidii

Na podstawie intensywnosci fluorescencji Pl (sygnal zarejestrowany po
wzbudzaniu laserem niebieskim (488 nm) przy uzyciu filtra FL2 o emisji 585+21 nm
(nazwa filtra wedlug producenta 585/42 BP) mozliwa byla ocena ilosci DNA
w komorce. Na jej podstawie zarejestrowane zdarzenia przypisano do odpowiedniej
fazy cyklu komérkowego (Fig. 8A). W pierwszej kolejnosci oznaczono piki opisujace
odpowiednio patrzac od lewej faze GO/G1 i G2/M. Pomigdzy nimi zaznaczono komorki
w fazie S. Przed pikiem GO/G1 zlokalizowany byt sygnat dla komoérek w fazie sub-GL1.
Za pikiem G2/M, na oddzielnym histogramie, oznaczono komorki poliploidalne
(Fig. 8B). Wyniki przedstawiono jako odsetek komorek ziarnistych, odsetek komorek
powiekszonych oraz odsetek komorek w odpowiadajacej fazie cyklu komoérkowego

w stosunku do wszystkich niewykluczonych z analizy zdarzen.
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Figura 8. Strategia bramkowania komérek w fazach cyklu komérkowego i komérek
poliploidalnych.

A. Bramkowanie komorek w fazach cyklu komorkowego; B. Startegia bramkowania komorek
poliploidalnych.

7.2.12. Analiza aktywnosci lizosomalnej

LysoTracker® Red DND-99 (Invitrogen, Life Technologies Corporation,
Carlsbad CA, USA), dalej nazywany LysoTrackerem jest hydrofobowym barwnikiem
fluorescencyjnym, ktory selektywnie gromadzi si¢ W pgcherzykach o pH kwasnym,
glownie w endosomach i lizosomach. Barwnik ten najczgéciej stosowany jest do
wykrywania lizosomow W zywych komorkach. Lysotracker wchodzi do komorki
w wyniku prostej dyfuzji. Po wejsciu do lizosomu, ze wzgledu na jego kwasne pH
barwnik zostaje protonowany, dlatego jest wyraznie sekwestrowany w lizosomach
[201].

Komorki hodowane zgodnie ze schematem opisanym w rozdziale 7.1.2.2. 24
godziny i 72 godziny po podaniu HCQ inkubowano przyzyciowo przez 60 minut
z1uM roztworem LysoTrackera rozpuszczonym w medium hodowlanym
w warunkach normoksji i hipoksji. 5 minut przed koficem barwienia z LysoTrackerem
do pozywki dodano barwnik Hoechst 33342 (ThermoFisher, Eugene, OR, USA) o
koncowym stezeniu 1 pg/ml wcelu wybarwienia jader komoérkowych. W celu
przygotowania kontroli niebarwionych w potowie hodowli wykonano tylko barwienie
jader komorkowych z uzyciem Hoechst 33342.

Efekt barwienia, w pierwszej kolejnosci zobrazowano za pomoca Zeiss Axio
Observer 5 z kamera Axiocam 506 color (Zeiss, Niemcy) i oprogramowania ZEN Blue

v 3.1 (Zeiss, Niemcy). Do wizualizacji preparatow uzyto uktadu filtrow ze
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zwierciadlem dichroicznym przedstawionych w Tabeli 5 w Rozdziale 7.2.5.
Fluorescencj¢ wybarwionych jader komorkowych obserwowano przy uzyciu filtra i
opisanego w tabeli 5 (Roz. 7.2.5) Fluorescencjc  wybarwionych
lizosomow obserwowano przy filtra Il opisanego w tabeli 5 (Roz. 7.2.5).

Nastepnie komorki odklejono przy uzyciu trypsyny (Gibco, Life Technologies
Limited, Wielka Brytania). Trypsyn¢ zneutralizowano przy uzyciu pelnego medium
hodowlanego. Komorki wirowano przez5 minut w RT przy predkosci 1200 rpm.
Nadsgcz zlano a komorki zawieszono w 100 ul PBS. Nast¢pnie komorki analizowano
przy uzyciu cytometru przeptywowego Beckman Coulter CytoFLEX (Brea, CA, USA).
Analize intensywnosci fluorescencji przeprowadzono za pomocg programu CytExpert
(Brea, CA, USA). Analiz¢ przeprowadzono na podstawie sygnatu zarejestrowanego po
wzbudzeniu fluorescencji laserem niebieskim (488 nm) przy uzyciu filtra (EM 585+21)
(nazwa filtra wedlug producenta 585/42 BP). Wcelu eliminacji wpltywu
autofluorescencji komorek, wyniki przedstawiono jako wzgledng warto$¢ $redniej
intensywnos¢ fluorescencji (ang. Delta Mean Fluorescence intensity, AMFI) wyrazong
jako roznica migdzy wartosciami pozyskanymi dla probek wybarwionych i
niewybarwionych LysoTracker® Red DND-99.

7.2.12.1. Analiza morfologii jader komorkowych
Morfologia jader komodrkowych zostala oceniona na  podstawie
obrazow mikroskopowych po barwieniu Hoechst 33342 (ThermoFisher, Eugene, OR,
USA) opisanym w rozdziale 7.2.13. W celu analizy dla kazdego warunku zliczono min
100 komorek. Zidentyfikowano cztery rodzaje komorek:
1. Komorki z jadrami komorkowymi o normalnej wielkosci,
2. Komérki zjadrami komoérkowymi powigkszonymi, gdzie badane
organella byty minimum 2 razy wigksze niz w punkcie 1,
3. Komorki z jadrami komérkowymi paczkujacymi,
4. Komorki wielojadrzaste.
Przyktady morfologii jader komorek przedstawiono na figurze 9. Wyniki
analiz przedstawiono jako odsetek komorek o danej morfologii jadra komérkowego

w stosunku do wszystkich zliczonych komorek.
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Figura 9. Zdjecia reprezentaywne przedstawiajace morfologie jader komorkowych.

1. Komorki z normalnej wielkosci jadrami komoérkowymi; 2. Komorki z powigkszonymi
jadrami komoérkowymi (minimum 2 razy wigksze niz jadra o normalnej morfologii); 3. Komorki
z paczkujacymi jadrami komorkowymi, strzatkg zaznaczono paczkowanie jadra; 4. Komorki
wielojadrzaste. Jadra komorkowe wybarwiono przy uzyciu barwnika Hoechst 33342. Zdjecia

wykonano przy uzyciu odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego o nastepujacych
parametrach EX 385+10nm, BP 405 nm, EM 425+15. Wartos¢ skali 50 pm.

7.2.13. I1zolacja RNA

Komérki hodowane zgodnie ze schematami opisanymi w rozdziatach 7.1.2 i
7.1.2.2. zebrano odpowiednio 5 dni od podania chemioterapii lub 24 godziny po podaniu
HCQ. W tym celu komorki zalano 650 pl buforu do lizy komérek RLT (Qiagen, Hilden,
Niemcy) po wczesniejszym usunieciu pozywki. Lizat komorkowy przeniesiono do
fiolek typu eppendorf o pojemnosci 2 ml i natychmiast zamrozono w temperaturze -
80°C. Lizaty pozostaly zamrozone przez minimum 24 godziny. Nastgpnie lizaty
rozmrozono na lodzie. RNA zostato wyizolowane przy uzyciu zestawu RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) zgodnie z instrukcja producenta. Bezposrednio po
izolacji stezenie RNA zmierzono metoda spektrofotometryczng przy uzyciu
skaningowego spektrofotometru Varioskan Lux (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA). Pomiar wykonano przy dtugos$ciach fali 230, 260 i 280 nm. Stopien degradacji
RNA oceniono przy uzyciu Fluorometru Qubit (Invitrogen, Waltham, MA, USA). RNA
wybarwiono przy uzyciu zestawu Qubit™ RNA High Sensitivity (HS), Broad Range
(BR), and Extended Range (XR) Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, USA). Probki
o wskazniku RNA iQ > 7 zostaly poddane analizie NGS i analizie ekspresji
genow metoda RT-PCR. Po izolacji RNA przechowywano w -80°C.

7.2.14. Odwrotna transkrypcja

W celu syntezy cDNA przeprowadzono proces odwrotnej transkrypcji. Po
wykonaniu pomiaru stezenia RNA, probki rozcienczono woda wolng od nukleaz tak
aby w 10 pl znalazto si¢ od 1 pg-1.5pg RNA. Nastepnie do roztworu RNA dodano 10
pl miksu reakcyjnego (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Baltics, UAB,
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Litwa). Sktad miksu reakcyjnego na jedna reakcje przedstawiono w Tabeli 13.
Koncowa objetos¢ probki wynosita 20 pl. Mieszaniny reakcyjne oraz probki
przygotowano na bloku chtodzacym w komorze o ograniczonym przeptywie powietrza

(Biosan, Warren, MI).

Tabela 9 Sklad mieszaniny reakcyjnego stosowany do odwrotnej transkrypcji.

Skladnik Objetos¢
Bufor RT 10X 2 ul
Miks dNTP (100 mM) 25X 0.8 ul
Przypadkowe startery RT 10X 2 ul

Odwrotna transkryptaza MultiScribe™ 1 ul

Woda wolna od nukleaz 4.2 ul

Calkowita objetos$¢ na reakcje 10 pl

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w termobloku zgodnie
z protokotem przedstawionym w Tabeli 14. Po zakonczeniu reakcji probki

rozcienczono 5x i zamrozono W -20°C do czasu przeprowadzenia reakcji RT-PCR.

Tabela 10 Protokol przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji.

Ustawienie Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Czas 10 minut 120 minut 5 minut 0

7.2.15. TloSciowa reakcja lafncuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym — RT-
PCR

W celu oceny ekspresji genow przeprowadzono reakcje RT-PCR. Reakcje
przeprowadzono w ptytkach 384-dotkowych przeznaczonych do reakcji RT-PCR (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) przy uzyciu termocyklera CFX Touch 414-well (Bio-Rad,
Hercules, CA). Do reakcji wykorzystano cDNA przygotowane zgodnie z opisem
przedstawionym w rozdziale CC. Do przeprowadzenia reakcji wykorzystano
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Objetos¢ koncowa mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 pl. Sktad mieszaniny reakcyjne;j

przedstawiono w Tabeli 11. Sekwencje primerow wykorzystanych w reakcji RT-PCR

66



przedstawiono w Tabeli 12. Kazda probka analizowana byta w dwoch powtorzeniach

technicznych. Protokot reakcji RT-PCR przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 11. Sklad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji RT-PCR.

Skladnik Objetos¢
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix 2X 5ul
Primer F 0.5 ul
Primer R 0.5 ul
Woda wolna od nukleaz 3ul
cDNA 1ul
Calkowita objetos¢ na reakcje 10 ul

Tabela 12. Sekwencje primeréw wykorzystane do przeprowadzenia reakcji RT-PCR.

Gen Rodzaj Primera Sekwencja
GAPDH R GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
F GGAGCGATCCCTCCAAAAT
PLK-1 R GGGGGTTCTCCAAGCCTTTA
F CCATCACCTGCCTGACCATT
CDC20 R ACCATGCTACGGCCTTGAC
F ATGGACGACATTTGGCCAGT
GTSEL R TCATCCATGTTCACGTCCCC
F GTCTGCCGCTTTGGTGACT
NEK2 R CAGGTCCTTGCACTTGGACT
F TCTCTGGCAAGTAATCCAGAACT
|GEBP3 R CCGACTCACTAGCATTTCCTGG
F CTGCGTCAACGCTAGTGCC
BMP2 R CACCATGGTCGACCTTTAGGA
F GGAACGGACATTCGGTCCTT
c3 R CCTGAGTGCAAGATGACGGT
F CAAGCGCATTCCGATTGAGG
ROBOL R CTGACTCCCTTCTCTCCTCCA
F CAAGTTGGGTCTGAACCTCCA
VEGEC R TTCTTTGTGGGGTCCACAGC
F CTCGGATGCTGGAGATGACTC
HMOXL R CAGCTCCTGCAACTCCTCAAA
F TTCTTCACCTTCCCCAACATTG
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Tabela 13. Protokoél reakcji RT-PCR.

Etap reakcji
Parametr | Aktywacja polimerazy i ) Hybrydyzacja i Liczba
. Denaturacja . ]
denaturacja DNA Elongacja cykli
Temperatura 95°C 95°C 60°C
40
Czas 30 sekund 15 sekund 30 sekund

7.2.16. Analiza sekwencjonowania nast¢pnej generacji (NGS)

RNA do analiz sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. Next Generation
Sequencing, NGS) wyizolowano zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 7.2.13.
Za przygotowanie bibliotek NGS i przeprowadzenie sekwencjonowania metodg NGS
odpowiedzialna byta firma zewngtrzna Novogene (Cambridge, Wielka Brytania).
Przygotowanie bibliotek 1 proces sekwencjonowania zostaly przygotowane zgodnie
z wewnetrznymi protokotami firmy. Dane otrzymane w wyniku sekwencjonowania
zostaly poddane analizie bioinformatycznej. Analiza bioinformatyczna, jako usluga
komercyjna, zostata przeprowadzona przez firm¢ zewnetrzng Inteliseq (Krakow,
Polska). Jako$¢ odczytow, na podstawie analizy FastQC (v. 0.11.9), zostata oceniona
jako dobra. FastQC jest narzedziem zapewniajacym prosty sposob przeprowadzania
kontroli jakosci surowych danych sekwencjonowania o wysokiej przepustowosci.
Zapewnia modutowy zestaw analiz, ktorych mozna uzy¢, aby szybko zorientowac sie,
czy wdanych wystepuja jakies problemy, o ktéorych nalezy wiedzie¢ przed
przystapieniem do dalszej analizy.

Surowe odczyty zostaly porownane do genomu referencyjnego GRCh38.p13
pochodzacego z bazy Ensembl (v. 104) z wykorzystaniem oprogramowania STAR
(v.2.1.0). Do ustalenia poziomu ekspresji gendw wykorzystano oprogramowanie
featureCounts (v. 2.0.3), gdzie jako referencj¢ uzyto pliku GTF pobranego z bazy
Ensembl (v. 104). Dla kazdego genu obliczono nastepujace warto$ci:

- liczba zliczen - 1lo$¢ par odczytow, ktdra zostata zmapowana do danego genu
- CPM (Counts Per Million) - liczba par odczytéw zmapowanych do danego genu
podzielona przez wielko$¢ biblioteki (liczbe wszystkich par odczytdéw zmapowanych

w danej probce) pomnozona przez milion;
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- warto$ci CPM poddane logarytmizacji.

Ekspresja gendw zostata poddana analizie w $§rodowisku statystycznym R (v.
4.1.1). Geny o najnizszym poziomie ekspresji zostaly odrzucone z analizy po
wcezesniejszej filtracji danych. Analiz¢ ta przeprowadzono przy uzyciu funkcji
filterByExpr z pakietu edgeR (v. 3.34.0) z parametrami o ustawieniach domys$lnych.
Nastgpnie wykonano analiz¢ poréwnawcza z wykorzystaniem funkcji glmQLFTest.
Geny o przynajmniej dwukrotnie zmienionej ekspresji (abs(logFC) > 1) gdzie wskaznik
fatszywych wykry¢ (FDR, ang. False discovery Rate) wynosit < 0.1 uznano za geny o
zmienionej ekspresji DEGs. Szlaki biologiczne reprezentowane przez DEGs, ktore
ulegly zmianie zostaly zidentyfikowane poprzez analize nadreprezentacji
gendw zwiazanymi z terminami w bazie KEGG.

Wyniki analiz NGS zwalidowano poprzez oceng ekspresji gendéw metoda RT-PCR

opisang w rozdziale 7.2.14.2.

7.2.17. Analiza statystyczna

Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono W co najmniej trzech powtorzeniach
biologicznych i dwoch powtorzeniach technicznych. Wyniki przedstawiono jako
Srednig warto$¢ = SEM.

Normalnos¢ rozktadow danych liczbowych analizowano testem Shapiro-Wilka.
W przypadku rozktadow normalnych grupy poréwnano za pomoca dwustronnego
parametrycznego testu T z poprawka Welcha. Dla grup z nienormalnym rozktadem
zastosowano nieparametryczny dwustronny test Manna-Whitneya. Za statystycznie
istotne uznano wartosci P<0.05. Za nieistotne statystycznie tendencje przyjeto wartosci
P<0.2. Oznaczenia istotonos$ci statystycznej przedstawiono jako * - P<0.05; ** -
P<0.01; *** - P<0.001. Wszystkie obliczenia przeprowadzono w programie GraphPad
PRISM v.9.2 (CA, USA).
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Wyniki
8.1. Indukcja starzenia w liniach komorkowych raka nerki

Celem pierwszego etapu doswiadczen byto okreslenie, czy komorki raka nerki
moga ulega¢ procesowi starzenia indukowanego chemioterapig. W tym celu
wykorzystano linie RCC, ludzkag RCC4 i mysig RenCa. W linii RCC4 gen VHL i nie
powstaje w niej funkcjonalne biatko [202]. Linia RenCa posiada funkcjonalng kopie
genu kodujacego pVHL [203]. Poniewaz starzenie moze by¢ indukowane in vitro przy
uzyciu chemoterapeutykow, zbadano 3 leki cytotoksyczne, ktore W przesztosci
stosowane byty w terapii raka nerki: winblastyne (VIN) 5-Fluorouracyl (5-FU) i
gemcytabing (GEM) [26]. W celu odwzorowania schematu pojedynczego cyklu
chemioterapii stosowanego u pacjentow, komorki poddano 24-godzinnej inkubacji
wybranymi dawkami chemoterapeutykow (Fig. 10). Leczenie rozpoczgto 2 dni po
wysianiu komoérek. W celu zakonczenia inkubacji z lekami podioze zmieniono na
wolne od chemoterapeutykow. Hodowlg kontynuowano przez kolejne 7 dni. Caly
eksperyment trwat w sumie 11 dni. Eksperymenty prowadzono w warunkach normoksji
(~19% O) oraz, w celu odwzorowania naturalnego mikrosrodowiska guza, w hipoksji
(1% O3) (Fig. 10).

a b d e

1 2 3 4 8 11

>

Dni eksperymentu

Figura 10. Gléwny schemat eksperymentu.
Komorki hodowano w warunkach normoksji i hipoksji zgodnie z nastepujacym schematem: a
— dzien 1 — wysianie komorek; b — dzien 2 — przeniesienie potowy naczyn hodowlanych do
hipoksji; c- dzien 3 — inkubacja z lekami badanymi przez okres 24 h; d- dni 4-8 — w dniu 4
zmiana medium na pozywke bez lekow; e- dni 8-11 —w dniu 8 medium zostato wymienione na
swieze, po czym eksperymenty kontynuowano do dnia 11.
8.1.1. Wybor stezenn lekow powodujacych starzenie

Pierwsze eksperymenty polegatly na ustaleniu dawek
chemoterapeutykow indukujacych starzenie w ludzkiej linii raka nerki. Na podstawie
analizy aktywno$ci metabolicznej z wykorzystaniem metody MTT, oszacowano
zakresy dawek o dziataniu subtoksycznym (Fig. 11A,C,E). Zahamowanie proliferacji
jest jedna z cech charakterystycznych starych komoérek. Dlatego, po zawezeniu zakresu

badanych dawek lekow, zbadano jakie stezenia chemoterapeutykow wptywaja na

zahamowanie proliferacji uzywajac testu inkorporacji BrdU (Fig. 11B,D,F).

70



>

*%
*k

1.5

= s

-
=
1

=
w
1

Aktywnosc metaboliczna
{wartosc wzgledna)

i

i

Q'\'\\'\KQ @Q\Q'\N’\Q
Steienie VIN [pM]
cl
ok *k
1.5 * %k *
E *
2% 1.0
if
]
g% 0.5
m
2
E
0,0 -
L N LR
Q.QQ ;)Q [ e @ 'b o
E Stezenie GEM [pM]
L ]
1.5
g
iE }
= E
2% 1.0+
-5
ey R
e
2 E 0.5
is
=
0.0- -

QQ'\ '.\’\'\“QQ‘

Stekenie 5-F

ﬁg{\'\'\

NN

U [um]

Proliferacja

BEm Normoksja

=2 Hipoksja
B. *okk
ok ok
* % %
1.5 * ¥k
* % *
= *
g ko
T 1.0
P
S
8]
£ 0.5
m
£
0.0
Qe ] " ‘_.‘r LY P - R H oA
IR ol g o @
Stezenie VIN [uM]
D. sk ok * kK
*k ok *kk
57| exx **k*
* %
- ok ok
E *
™ 1.0
TG 11
£z
E\.E‘
a £ 0.5
£
0.0-
L YL B oA oah N
87 07 A o .00 A% o
JCICEN F e E
F Sterenie GEM [pM]
1 ]
* %k * %k
1.5 Aok
*E *
z
.E.?-" 1.0
25
E
[=1"]
a £ 0.5
m
z
0.0 -

S WD ﬂ:Q o0 ‘\ﬂ; NQQ qf} & «‘:N“h

Sterenie 5-FU [pM]

Figura 11. Chemioterapeutyki w sposéb dawko-zalezny obnizaja aktywnos$¢ metaboliczng
i proliferacje ludzkich komérek RCC w normoksji i hipoksji.
Ocena dziatania VIN na A. aktywno$¢ metaboliczng i B. proliferacj¢; Ocena dziatania GEM na

C.

aktywno$¢ metaboliczng i D. proliferacje; Ocena dziatania 5-FU na E.

aktywnos$¢é

metaboliczng | F. proliferacje. Kazdy stupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 + SEM
wyrazong jako odsetek warto$ci otrzymanej dla komorek nietraktowanych lekiem odpowiednio
dla normoksji i hipoksji. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.
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Zastosowanie VIN i GEM w sposéb dawko-zalezny obnizyto aktywno$é
metaboliczng (Fig. 11A,C) oraz proliferacje (Fig. 11B,D) ludzkiej linii raka nerki.
W przypadku VIN w hipoksji zaobserwowano wyzszg oporno$¢ komoérek na
zahamowanie aktywnos$ci metabolicznej, ale nizsza na zahamowanie proliferacji (Fig.
11A,B). W przypadku GEM nie zaobserwowano réznic W obu badanych parametrach
pomie¢dzy normoksja i hipoksja (Fig. 11C,D).

Po traktowaniu 5-FU istotnie statystycznie obnizenie aktywno$ci metabolicznej i
proliferacji zaobserwowano po inkubacji komorek z 1000x wyzszymi st¢zeniami leku
niz w przypadku VIN i GEM (Fig. 11E,F). Podobnie jak w przypadku VIN, komorki
okazaly si¢ bardziej wrazliwe na dziatanie leku w warunkach normoksyjnych (Fig.
11E,F).

Analogiczne analizy przeprowadzono dla mysiej linii komoérkowej. VIN, podobnie
jak w ludzkiej linii, w sposéb dawko-zalezny obnizyta aktywno$¢ metaboliczng i
proliferacj¢. W hipoksji zaobserwowano mniejszy wplyw na zmiany metaboliczne, a
wyzszy na proliferacje (Fig. 12A,B). Mysia linia wykazala si¢ nizszg wrazliwos$cig na
dziatanie GEM niz linia ludzka, jednak nadal zaobserwowano dawko-zalezne spadki
dla obu badanych parametrach (Fig. 12C,D). Linia RenCa wykazala si¢ tez nizsza
opornos$cig na dziatanie 5-FU, niz linia RCC4. Zmiany obserwowano przy 10X nizszych
stezeniach niz w linii ludzkiej (Fig. 12E,F). Co wigcej, W odrdznieniu od komorek
ludzkich, mysie komorki byly bardziej wrazliwe na inhibicj¢ proliferacji w hipoksji
(Fig. 12F).

Podsumowujac, obie linie komorkowe byly najbardziej wrazliwe na dziatanie VIN
oraz GEM, a najmniej na 5-FU. Mysia linia okazata si¢ bardziej wrazliwa na dzialanie
5-FU niz ludzkie komorki RCC4. Komoérki mysie, o normalnym pVHL, 1 komorki
ludzkie, o zmutowanym pVHL, w wigkszosci przypadkéw byty wrazliwe na dziatanie
lekow w normoksji i w hipoks;ji.

Na podstawie przeprowadzonych analiz do dalszych eksperymentow wybrano po
dwa stezenia lekow, gdzie zaobserwowano zaréwno spadek aktywnos$ci metabolicznej
jak 1 proliferacji przynajmniej w jednym z badanych warunkow tlenowych. Wybrane

dawki zaprezentowano w tabeli 14.
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Tabela 14. Dawki lekow wybrane do analizy fenotypu i zmian molekularnych w starych
komorkach nowotworowych.

RCC4 \ RenCa
Lek . .
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Figura 12. Chemoterapeutyki w sposéb dawko-zalezny obnizaja aktywno$¢ metaboliczna
i proliferacje mysich komérek RenCa w normoksji i hipoksji.
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Ocena dziatania VIN na A. aktywno$¢ metaboliczng i B. proliferacje; Ocena dziatania GEM na
C. aktywno$¢ metaboliczng i D. proliferacjg; Ocena dziatania 5-FU na E. aktywnos¢
metaboliczng 1 F. proliferacje. Kazdy stupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 £+ SEM
wyrazong jako odsetek wartosci otrzymanej dla komorek nietraktowanych lekiem odpowiednio
dla normoksji i hipoksji * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

8.1.2. Ocena wplywu chemoterapeutykow na markery starzenia komorkowego
w normoksji i w hipoksji

Starzeniem komorkowym okresla si¢ stan nieodwracalnej blokady cyklu
komorkowego. W wyniku tego procesu komorki nowotowrowe ulegajg zmianom
morfologicznym i biochemicznym, takim jak aktywno$c$ B-galaktozydazy zwigzanej
ze starzeniem komorkowym (SA-B-Gal), granularno$é, powickszenie oraz hipertrofie,
poprzez analize ilosci biatka przypadajacego na komorke [204]. W celu potwierdzenia,
czy wybrane dawki lekow wplywajg na indukcj¢ starzenia przeprowadzono analizy
oceniajagce wymienione wczesniej zmiany morfologiczne i biochemiczne. Zmiany

oceniono w dniu 11 (Fig. 9).
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Figura 13. VIN i GEM w dawko-zalezny sposob promuja aktywno$§¢ SA-p-Gal
oraz hipertrofie.
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A. Zdjecia reprezentacyjne przedstawiajace komorki wybarwione metoda cytochemiczng na
aktywno$¢ SA-B-Gal. Zdjecia wykonano w $wietle przechodzgcym. Skala 50 um . B. Analiza
odsetka komoérek SA-B-Gal wykonana na podstawie barwienia cytochemicznego. C. Analiza
hipertrofii wyrazajaca ilo$¢ biatka, oznaczong metodg BCA, na jedng komorke. Kazdy stupek
przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<(.001.

W ludzkiej linii komorkowej VIN oraz GEM w dawko-zalezny sposob wptyneta
na wzrost liczby komorek SA-B-Gal pozytywnych (Fig. 13A, B). Analiza hipertrofii
wykazala, ze oba leki promujg tez wzrost komoérek (Fig. 13C). Wyniki te potwierdzita
analiza cytometryczna, ktéra dodatkowo wykazata ze komorki po leczeniu GEM sg
mniejsze niz po leczeniu VIN (Fig. 14A,B). GEM nie wplyneta tez na akumulacje
odsetka komorek granularnych, w odréznieniu od VIN, gdzie zaobserwowany efekt byt

dawko-zalezny (Fig. 14A,C).
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Figura 14. VIN w wiekszym stopniu niz GEM powoduje akumulacje komérek
powi¢kszonych i granularnych.

A. Reprezentacyjne wykresy typu Dot-Plot przedstawiajgce sposob analizy odsetka populacji
komorek powigkszonych (czerwona bramka) i populacji komoérek granularnych (niebieska
bramka). B. Analiza odsetka komoérek granularnych wykonana przy uzyciu cytometrii

75



przeptywowej. C. Analiza odsetka komorek powickszonych wykonana przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Kazdy stupek przedstawia $srednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001.
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Figura 15. 5-FU indukuje markery starzenia w nizszym stopniu niz VIN.

A. Zdjecia reprezentatywne przedstawiajace komorki wybarwione metoda cytochemiczng na
aktywno$¢ SA-B-Gal. Zdjecia wykonano w $wietle przechodzacym. Skala 50 um B. Analiza
odsetka komorek SA-B-Gal wykonana na podstawie barwienia cytochemicznego. C. Analiza
hipertrofii wyrazajaca ilos¢ biatka, oznaczona metoda BCA, na komorke. Kazdy stupek
przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 £ SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.
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Po traktowaniu 5-FU odsetek komorek SA-B-Gal pozytywnych byt blisko 2 razy
nizszy niz tych traktowanych VIN i GEM. Efekt nie byt tez dawko-zalezny (Fig.
15A,B). W odréznieniu od dwoch wezesniej opisanych lekéw zaobserwowano tez
nizszy efekt 5-FU na hipertrofi¢ (Fig. 15C). Analiza cytometryczna wykazata, Ze
komorki leczone 5-FU byty mniejsze i mniej ziarniste niz komorki traktowane VIN i

GEM (Fig. 16A-C).
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Figura 16. 5-FU wplywa w mniejszym stopniu niz VIN na akumulacj¢ komérek
powi¢kszonych i ziarnistych.

A. Reprezentacyjne wykresy typu Dot-Plot przedstawiajace sposob analizy odsetka populacji
komorek powigkszonych (czerwona bramka) i populacji komorek granularnych (niebieska
bramka). B. Analiza odsetka komorek granularnych wykonana przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. C. Analiza odsetka komorek powigkszonych wykonana przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 £ SEM. * - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001.
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Figura 17. VIN i GEM w niZszym stopniu promuja rozwoj fenotypu starzeniowego
komérek mysich w hipoksji niZ w normoksji.

A. Zdjecia reprezentacyjne przedstawiajace komorki wybarwione metoda cytochemiczng na
aktywnos$¢ SA-B-Gal. Zdjecia wykonano w swietle przechodzacym. Skala 50 um B. Analiza
odsetka komoérek SA-B-Gal wykonana na podstawie barwienia cytochemicznego. C. Analiza
odsetka komorek granularnych wykonana przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Kazdy stupek
przedstawia $rednia warto§¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001. D.
Reprezentacyjne wykresy typu Dot-Plot przedstawiajace sposob analizy odsetka populacji
komorek granularnych.
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W odréznieniu od komorek ludzkich, mysie komorki wykazaty si¢ zdecydowanie
wyzszg opornos$cig na indukcje fenotypu starzeniowego w hipoksji w efekcie dziatanie
VIN i GEM (Fig. 17A-D). Tylko odsetek komoérek SA-B-Gal pozytywnych wzrastat
zarOwno w normoksji 1 w hipoksji (Fig. 17A,B). Akumulacja komorek granularnych
widoczna tylko w normoksji byta zdecydowanie wyzsza w komdrkach leczonych VIN
niz GEM (Fig. 17C,D).

5-FU w odréznieniu do dwéch wczesniej opisanych lekow wptynat zaréwno na
generacj¢ komorek SA-B-Gal pozytywnych jak i granularnych w obu warunkach
tlenowych. Zaobserwowane zmiany byly jednak nizsze w poréwnaniu do VIN (Fig.
18A-D).

Podsumowujac, wszystkie badane chemoterapeutyki wplynely na indukcje
starzenia komorek raka nerki, a efekt ten zalezy od rodzaju 1 dawki stosowanego leku.
Najbardziej istotne zmiany zaobserwowano po zastosowaniu leku toksycznego dla
mikrotubul, VIN. Obie linie wykazaly si¢ tez wysoka opornoscig na dziatanie 5-FU.
Z kolei komorki ludzkie wykazatly si¢ wieksza wrazliwosciag na GEM. W ludzkiej linii
niedotlenienie nie wplywa wistotny sposob na ekspresje markerow starzenia
w odréznieniu od linii mysiej, gdzie réznice odnotowano po zastosowaniu VIN i GEM
(Tab.15). Moze to wskazywac na istotng role pVHL w odpowiedzi na indukcje starzenia
w warunkach niedotlenienia.

Tabela 15. Podsumowanie zmian w markerach fenotypowych starzenia komodrkowego
w komérkach ludzkiej i mysiej linii raka nerki.

Stezenia lekow przedstawiono w wartosciach uM. Skréty: N- normoksja; H — hipoksja; T-
tendencja; NT — nie testowane; 1 - wzrost w poréwnaniu do komorek nietraktowanych.

Lek
Marker VIN 5-FU GEM
fenotypow RCC4 RenCa RCC4 RenCa RCC4 RenCa
y 0.1 0.5 0.01 | 0.05 75 100 1 5 0.01 | 0.02 0.1 0.25
NIH N{HfN/H NJHIN|H{N{HfN{H|N{HfN|H|N|HfN|H|N|H
sA-cal A I Tt ol e N I ol el )
Komérki N _1- - -1 -1 - - = =] =-0-1 - -
granularne T T T T T T T T T
Komérki N[ N| N[N - N{N|N|N - - N{N|N|N
P"Wi‘?k”“"eTTTTTTTTTT TTTTTT TTTTT
Hipertrofia N| N|N|N ) N[N[N|N N[{N|N|N
RARER B AR RS A EARa R R Rk

W celu lepszego zrozumienia jakie mechanizmy molekularne warunkuja
indukcje starzenia, w dalszej czeSci badan skupiono si¢ na analizach ludzkiej linii

komoérkowej poddanej dziataniu VIN, gdzie zaobserwowano najwigksze
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nagromadzenie komorek o fenotypie starzeniowym i komorek traktowanych 5-FU ktore

wykazaly opornos¢ na indukcje TIS.
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Figura 18. Niedotlenienie nie wplywa na indukcje¢ starzenia pod wplywem 5-FU
w komérkach mysich.

A. Zdjecia reprezentacyjne przedstawiajace komorki wybarwione metoda cytochemiczng na
aktywnos$¢ SA-B-Gal. Zdjgcia wykonano w $wietle przechodzacym. Skala 50 um B. Analiza
odsetka komorek SA-B-Gal wykonana na podstawie barwienia cytochemicznego. C. Analiza
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odsetka komorek granularnych wykonana przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Kazdy stupek
przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001. D.

Reprezentacyjne wykresy typu Dot-Plot przedstawiajace sposob analizy odsetka populacji
komorek granularnych.

8.1.3. VIN blokuje progresje¢ cyklu komorkowego

Starzenie komorkowe jest jednym z mechanizmow hamujgcych nowotworzenie,
poprzez nieodwracalne zahamowanie proliferacji komoérek o uszkodzonym DNA.
Blokada cyklu komoérkowego jest jedng z gtdwnych zmian charakteryzujacych komorki
TIS [92]. Z tego powodu przeprowadzono analize cyklu komoérkowego przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Analizy przeprowadzono w 11 dniu eksperymentu (Fig. 9).

W pierwszej kolejnosci wykonano analiz¢ odsetka komorek apoptotycznych
w fazie sub-G1, wskazujacych na indukcje¢ $mierci komorkowej. Najwiekszy odsetek
komorek apoptotycznych zaobserwowano po traktowaniu VIN. Populacja ta byla
istotnie nizsza W hipoksji. 5-FU promowat akumulacj¢ komoérek w fazie sub-G1

W nizszym stopniu niz VIN. Zmiany po traktowaniu 5-FU widoczne byty tylko
w normoksji (Fig. 19).
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Figura 19. Traktowanie VIN generauje wiecej komodrek apoptotycznych niz 5-FU.
Analize wielkosci populacji komorek w fazie sub-G1 wykonano przy uzyciu cytometrii
przeptywowej po interkalacji jodku propidyny do DNA. Wartosci na wykresach wyrazaja
stosunek komoérek w fazie sub-G1 w stosunku do wszystkich komoérek. Kazdy stupek
przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.
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Inkubacja z VIN spowodowata dawko-zalezny spadek populacji komorek

w fazie GO/G1 (Fig. 20A) przy rownoczesnym wzroscie populacji komorek w fazie

G2/M (Fig. 18B). inkubacji z VIN nie wptyneta na wielko$¢ populacji komorek w fazie

S (Fig. 20C). W odroéznieniu od VIN, traktowanie 5-FU zmniejszyto jedynie wiclkos¢

populacji komorek w fazie S, gdzie w hipoksji zaobserwowano efekt dawko-zalezny

(Fig. 20C).
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Figura 20. VIN promuje blokade komoérek w fazie G2/M oraz poliploidie.

Analize dystrybucji komoérek w fazach cyklu komorkowego wykonano z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej po interkalacji jodku propidyny do DNA. Wartosci na wykresach
wyrazaja stosunek komorek w danej fazie cyklu w stosunku do wszystkich komoérek. Na
wykresach przedstawiono analizy ilosciowe faz: A. GO/1; B. G2/M; C. S oraz D. komorek

poliploidalnych. Kazdy stupek przedstawia §rednig warto§¢ dla n> 3 = SEM. *

P<0.01, *** - P<0.001.
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Zaobserwowano takze, ze VIN promowala generacj¢ komorek poliploidalnych.
5-FU nie wplynelo na ich generacje (Fig. 20D). W przypadku obu lekéw nie
zaobserwowano réznic w dystrybucji komoérek w fazach cyklu komoérkowego migdzy
normoksja, a hipoksja.

W celu potwierdzenia blokady cyklu komoérkowego wykonano analize¢ ekspres;ji
bialek zwigzanych z cyklem komorkowym: p-Rb, p-cdc2 oraz p21 metoda Western-
Blot.

Do fosforylacji biatka p-Rb dochodzi w momencie, kiedy cykl komorkowy
przechodzi z fazy G1 do fazy S i glownym regulatorem ekspresji genéw regulujacych
proces proliferacji, takich jak E2F [205]. Kinaza CDK1 (and. Cyklin Dependent Kinase
1) znana tez jako cdc2 reguluje tranzycje z fazy G1 do S, synteze DNA w fazie S
oraz wejscie komorek w faz¢ mitozy (M). Aktywno$¢ kinazy determinuje jej
fosforylacja [206].

Inkubacja z VIN oraz 5-FU spowodowata istotny spadek ekspresji p-Rb (Fig.
19A,B) oraz p-cdc2 zarowno w normoksji jak i w hipoksji (Fig. 19A,C). Spadek
ekspresji obu biatek §wiadczy o zahamowaniu progresji cyklu komérkowego zaré6wno
po traktowaniu VIN jak i 5-FU.

Biatko p21, poprzez tworzenie kompleksoéw z kinazami, wtym z CDK1,
hamuje progresje cyklu komorkowego [207]. Jego ekspresja istotnie wzrosta po
inkubacji komorek z VIN, zarowno w normoksji jak i w hipoksji. (Fig. 21A,D).
W przypadku komorek leczonych 5-FU istotny statystycznie wzrost ekspresji p21
zaobserwowano tylko w normoksji po zastosowaniu tylko wyzszej dawki leku (Fig.
21A.D).

Do rozwoju starzenie w komorce muszg zosta¢ aktywowane dwa zjawiska:
zahamowanie cyklu komoérkowego oraz konwersja gerogeniczna, zwana takze
gerokonwersja. Gerokonwersja jest napedzana poprzez aktywacje $ciezki mTOR,
odpowiedzialng za aktywacje wzrostu komorki. Komorka rosnie, ale przez blokade
cyklu komoérkowego nie ulega cytokinezie. Prowadzi to do powiekszenia komorki
oraz hipertrofii  [107]. Analiza ekspresji efektora szlaku sygnatowego mTOR,
fosforylowanej formy rybosonmalnego biatka S6 (p-S6), wykazata ze w wyniku
traktowania VIN aktywno$¢ mTOR nie ro$nie, ale spada (Fig. 24A,D). Sugeruje to, ze

zaobserwowane zmiany w cyklu komoérkowym moga by¢ odwracalne.
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Figura 21. Leczenie VIN i 5-hamuje ekspresje bialek zwigzanych regulacja cyklu
komorkowego.

A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek p-Rb, p-cdc2
oraz p21. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. N - normoksja, H - hipoksja. B. Wzgledna
ekspresja biatka pRb C. Wzgledna ekspresja biatka p-cdc2. D. Warto$ci wzglednych ekspresji
badanych bialek wyrazaja stosunek wartosci uzyskanych dla odpowiedniego biatka do GAPDH.
Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 + SEM * - P<0.05, ** - P<0.01, *** -
P<0.001.

Regulacja cyklu komorkowego jest $ciSle kontrolowana przez biatka
supresorowe onkogenezy, takie jak p53 czy PTEN. Biatko p53 jest jednym z gtownych
czynnikow regulujacych aktywno$¢ inhibitora cyklu komorkowego p21 [207].
Traktowanie VIN wplyneto na istotny wzrost ekspresji p53 w obu warunkach
tlenowych (Fig. 22A,B). Ekspresja p53 wzrosta tez po inkubacji z 5-FU w wyzszym
stezeniu W normoksji (Fig. 22A,C). W obu przypadkach wzrost ekspresji p53 korelowat

Z wyzszg ekspresja p21.
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Figura 22. Traktowanie komérek VIN powoduje nadekspresje p53 i aktywacje bialka
PTEN.

A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek p-Rb, p-cdc2
oraz p21. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. N - normoksja, H - hipoksja B. Wzgledna
ekspresja biatka pRb C. Wzgledna ekspresja biatka p-cdc2. D. Warto$ci wzglednych ekspres;ji
badanych biatek wyrazajg stosunek wartosci uzyskanych dla odpowiedniego biatka do GAPDH.
Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** -
P<0.001.
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Jedna z gtéwnych funkcji formy cytoplazmatycznej PTEN jest inhibicja szlaku
kinazy Akt, a takze regulacja aktywno$ci p53. Aktywacja PTEN prowadzi tez do
zahamowania progresji cyklu komorkowego z fazy G1 do S, oraz z fazy G2 do M [208].
Na podstawie analizy densytometrycznej formy fosforylowanej i nieforsforylowanej,
oszacowano aktywno$¢ PTEN po traktowaniu VIN i 5-FU. Fosforylacja PTEN hamuje
jego aktywno$¢, dlatego obnizenie stosunku formy niefosforylowanej do
fosforylowanej, $wiadczy o zwigkszeniu aktywnosci tego biatka. W badanych

modelach zaobserwowano, ze aktywno$¢ PTEN wzrasta tylko w komorkach poddanych
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inkubacji z wyzszym stgzeniem VIN, zarowno w normoksji jak i w hipoksji (Fig.
22A.D).

Tabela 16. Podsumowanie zmian w cyklu komdrkowym oraz w ekspresji bialek
regulujacych jego funkcjonowanie.

Stezenia lekow przedstawiono w wartosciach uM. Skroty: N- normoksja; H — hipoksja;
T- tendencja; 1 - wzrost w porownaniu do komorek nietraktowanych; | - spadek
w poréwnaniu do komorek nietraktowanych; (|) - spadek wartosci W hipoksji
W poréwnaniu do normoksji

Lek
VIN 5-FU
Markery
0.1 0.5 75 100
N H N H N H N H
Sub-G1 1 7 7 () 1 - 1
G0/G1 ! ! ! !
S - - - - - l l l
G2/M 1 1 1
Poliploidia 1 i i i
pRb - l l ! l l l l
p-cdc2 ! l l ! l l l l
p21 1 1T 1 7 1
p-S6 ! 1T - - IT 1T
ps3 - 1 1 T 1
p-PTEN/PTEN - - 1T ! IT

Podsumowujac, traktowanie komoérek RCC4 VIN prowadzi do blokady cyklu
komorkowego. Blokowane sa one w fazie G2/M oraz ulegaja poliploidyzacji,
szczegblnie po zastosowaniu wyzszej dawki leku. Zmiany te korelowaty z nadekspresja
p53 1 aktywacja PTEN. Obnizona ekspresja p-S6, wskazujaca na zahamowanie szlaku
mTOR, $wiadczy o tym, ze zmiany te mogg by¢ odwracalne. W odréznieniu od VIN
inkubacja z 5-FU obnizenia jedynie populacje komorek w fazie S. W komodrkach
traktowanych 5-FU dochodzi jednak do blokady cyklu komoérkowego, na co wskazuje
analiza ekspresji biatek p-cdc2 i1 p-Rb. Nie zaobserwowano jednak zmian w ekspresji
p211p53. Analizy wykazaly tez, Zze niedotlenienie nie wplywa na hamowanie progresji

cyklu komorkowego (Tab. 16).
8.1.4. VIN promuje sekrecje¢ czynnikow SASP

Jednym z markerow charakterystycznych dla komorek TIS jest SASP [109].

W celu zbadania czy leczenie wybranymi chemoterapeutykami moze wptywac na
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sekretom komorek wykonano analizy wybranych czynnikow klasyfikowanych do
SASP przy uzyciu metody ELISA. Zbadano sekrecje IL-8, VEGF-A, osteopontyny,
biatka wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. Insulin-Like Growth Factor-
Binding Protein 3, IGFBP-3) oraz katepsyny-S. Czynniki wybrano na podstawie
wczesniejszych badan zuzyciem membran biatkowych dla raka nerki (dane
nieprzedstawione) i raka jelita grubego [134]. Eksperymenty przeprowadzono w dniu
11 (Fig. 9).

Jedyna cytoking, ktorej zmian sekrecji nie zaobserwowano po leczeniu VIN byta
IL-8. (Fig. 23A). W odroéznieniu od IL-8 sekrecja VEGF, osteopontyny oraz IGFBP-3,
wzrosta po leczeniu VIN, zarowno w normoksji jak i w hipoksji (Fig. 23B-D).
W przypadku katepsyny-S zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa W normoksji.

W hipoksji poziom IL-8 (Fig. 23A) oraz katepsyny-S (Fig. 23 E) spadt na skutek
dziatania 5-FU. Z kolei w normoksji to samo leczenie wptyngto na wzrost sekrecji
osteopontyny (Fig. 23 C) i IGFBP-3 (Fig. 23 D).

Podsumowujac, wzrost czterech zpigciu badanych czynnikow SASP po
leczeniu VIN potwierdza indukcj¢ starzenia niezaleznie od warunkow tlenowych. Co
wiegcej, zwigkszenie sekrecji  katepsyny-S, ktora jest enzymem lizosomalnym
nalezagcym do grupy peptydaz cysteinowych i odgrywa wazna role w regulacji procesu
autofagii moze wskazywac, ze W komorkach TIS dochodzi do aktywacji tego procesu
[209].
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Figura 23. VIN promuje sekrecje¢ czynnikow SASP niezaleznie od warunkow tlenowych.
Wyniki analizy sekrecji wybranych czynnikow SASP wykonana metoda ELISA: A. IL-8; B.
VEGF-A; C. Osteopontyna; D. IGFBP-3; E. Katepsyna-S. Kazdy stupek przedstawia $rednig
warto$¢ dla n> 3 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

8.1.5. VIN aktywuje autofagie
W celu zbadania czy w komoérkach raka nerki dochodzi do aktywacji autofagii

w wyniku indukcji starzenia, przeprowadzono analize ekspresji biatek autofagicznych:
dwoch izoform LC3B oraz p62/SQSTM1 (p62) wdniu 11 eksperymentu (Fig. 9).
Zwigkszona ekspresja drugiej formy biatka LC3B o wielkosci 16 kDa wskazuje na
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podwyzszong generacje autofagosomow i autofagolizosomoéw w komorce [210].
Podwyzszony poziom stosunku LC3B16/18 $wiadczy o aktywacji autofagii [211]. O
wydajnosci | zakonczeniu procesu autofagii Swiadczy ekspresja p62. Biatko to ulega
degradacji wraz autofagolizosomami na koncowym etapie autofagii [212]. O aktywacji
autofagii $wiadczy¢ moze rowniez obnizenie fosforylacji rybosomalnego biatka S6 (p-
S6), wskazujaca na zahamowanie aktywnos$ci szlaku mTOR [213].

Analiza ekspresji biatek autofagicznych, wykazata ze w komoérkach
inkubowanych z VIN stosunek formy 16/18 biatka LC3B zwigksza si¢ (Fig. 24 A,B), a
ekspresja biatek p62 (Fig. 22 A,C) oraz p-S6 (Fig. 22 A,D) maleje. Zmiany te wskazuja
na aktywacje autofagii w komoérkach TIS.

W odroéznieniu od komorek traktowanych VIN, w komoérkach traktowanych 5-
FU stosunek formy 16/18 LC3B nie ulegt zmianie (Fig. 24 A,B). Zaobserwowano
jednak spadek ekspresji p62 (Fig. 24 A,C) oraz p-S6 (Fig. 24 A,D) wskazujace na
aktywno$¢ autofagii i prawidtowy przeptyw autofagiczny.

W zadnym z badanych uktadéw eksperymentalnych nie zaobserwowano
wptywu hipoksji na ekspresje biatek zwigzanych z aktywacja autofagii (Fig. 24 A-D).

Podsumowujac, w komodrkach raka nerki autofagia ulega aktywacji niezaleznie
od warunkoéw tlenowych po traktowaniu VIN w wyzszym stezeniu (Fig. 24 A,C,D),
gdzie zaobserwowano najwiekszg populacje komorek starych oraz poliploidalnych.
Z kolei w komérkach traktowanych 5-FU, zaobserwowano mniej zmian wskazujacych

na istotne zwigkszenie aktywacji tego procesu.
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Figura 24. VIN aktywuje autofagie.

A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek LC3B, p62,
p-S6. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. N - normoksja, H - hipoksja B. Stosunek
wzglednych warto$ci dwoch form biatka LC3B (16/18) C. Wzgledna ekspresja biatka p62. D.
Wzgledna ekspresja biatka p-S6. Wartosci wzglednych ekspresji badanych bialek wyrazaja
stosunek wartosci uzyskanych dla odpowiedniego biatka do GAPDH. Kazdy shupek
przedstawia srednig wartos$¢ dla n> 3 £ SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

8.1.6. Analiza zmian ekspresji genow w wyniku indukcji TIS.

Analizy in vitro nie wykazaly istotnego wptywu niedotlenienia na indukcj¢
starzenia. W celu sprawdzenia czy wystepujg roznice W ekspresji gendw i aktywacji
szlakow migdzy  normoksja, a hipoksja wykonano poglebione analizy
sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. Next Genration Sequencing, NGS).
Dodatkowo celem analizy bylo znalezienie nowych szlakow, ktore potencjalnie
moglyby odgrywa¢ role w indukcji starzenia. Do analiz wykorzystano komorki
traktowane VIN 0.5 uM. Analizy przeprowadzono w 9 dniu eksperymentu (Fig. 9). Jako
kontrole zastosowano komorki nietraktowane. Do analiz wybrano geny, ktorych
parametry FDR (ang. False Discovery Rate) <0.1, oraz abs(logFC)>1 odpowiadajacym
co najmniej 2-krotniej zmianie ekspresji genow.
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W normoksji w poréwnaniu mi¢dzy komoérkami nietraktowanym, a komorkami
leczonymi VIN (UNT N vs VIN N) odnotowano 4145 genéw 0 zmienionej ekspresji
(ang. Differentually expressed genes, DEGS). W obrebie tego porownania odnotowano
851 genoéw 0 obnizonej ekspresji oraz 3094 geny 0 podwyzszonej ekspresji po
traktowaniu VIN VIN (Fig. 25).
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Figura 25. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genow istotnie zmienionych
w poréwnaniu UNT N vs VIN N.

Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim
oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (UNT N). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komorek leczonych
VIN (VIN N). Dane dotycza komdrek hodowanych w warunkach normoksji.

W hipoksji po traktowaniu VIN (UNT H vs VIN H) zaobserwowano zmiany
w 4075 DEGs, zczego ekspresja 823 gendw byla obnizona, a 3252 gendw byta
podwyzszona (Fig. 26).
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Figura 26. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genéw istotnie zmienionych
w poréwnaniu UNT H vs VIN H.
Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim
oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (UNT H). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komoérek leczonych
VIN (VIN H). Dane dotycza komoérek hodowanych w warunkach hipoksji.

Na podstawie analizy poréwnawczej par UNT N vs VIN N oraz UNT H vs
VIN H odnotowano obnizong ekspresje 590 genow w komorkach traktowanych VIN
wspolnych dla normoksji i hipoksji, co stanowi 54.4% DEG. W normoksji odnotowano
261 (24.1%  DEGs)  charakterystycznych  genow. W hipoksji  liczba
genow charakterystycznych o obnizonej ekspresji wyniosta 233 (21.5% DEGs) (Fig.
27A). W przypadku gendéw 0 podwyzszonej ekspresji wspélnych dla normoksji i
hipoksji odnotowano ich 2509 (65,4% DEGS), charakterystycznych dla normoksji 585
(15.2% DEGsS), a dla hipoksji 743 (19.4% DEGs) (Fig. 27B).
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Figura 27. Diagramy Venna przedstawiajacy geny zmienionej ekspresji komorek
nietraktowanych (UNT) wzgledem komoérek traktowanych VIN (VIN) w normoksji i
w hipoksji.

A. Diagram Venna dla genéw 0 obnizonej ekspresji w komorkach traktowanych VIN. B.
Diagram Venna dla genéw 0 podwyzszonej ekspresji w komorkach traktowanych VIN.

W celu wytypowania szlakow ulegajacych zmianie w wyniku indukcji starzenia
przeprowadzono analizy poréwnawcze z bazg KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Jako wyniki istotne o wartosci adjusted P-value <0.1. Wyniki
analiz przedstawione na figurze 26 wykazaly, ze geny o obnizonej ekspresji po
traktowaniu  VIN, zaréwno wnormoksji jak 1 whipoksji przypisano do

szlakow odpowiedzialnych za proliferacje oraz napraw¢ DNA. W przypadku
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procesOW zwigzanych z proliferacja geny o podwyzszonej ekspresji odpowiadaty
szlakom: cykl komorkowy, replikacjia DNA, mejoza oocytow oraz dojrzewanie
oocytow zalezne od progesteronu. Zidentyfikowane szlaki odpowiadajace za naprawe
DNA to: szlak niedokrwistosci Fanconiego (ang. Fanconi anemia pathway),
rekombinacja homologiczna, naprawa mismatch (ang. mismatch repair), naprawa
przez wycinanie zasady ang. base excision repair), naprawa przez wycinanie
nukelotydu (ang. nucleotide excision repair). Ponadto w normoksji istotne zmiany
zaobserwowano tez W szlakach zwigzanych z metabolizmem kwasu foliowego (ang.
one-carbon pool by folate), metabolizmu pirymidyn, biosyntezy nienasyconych
kwasow ttuszczowych oraz infekcja ludzkim wirusem T-limfotropowym typu 1 (Fig.
26A). W hipoksji zaobserwowano istotne zmiany w szlakach regulujacych progresje¢
raka pecherza, szlakach metabolicznych takich jak szlak pentofosforanowy,
metabolizmu  glutationu  oraz metabolizm  glikoksylanéw i  dikarboksylanow.
Zaobserwowano tez istotne zmiany w szlaku sygnatowym FoxO (ang. forkhead box O)
(Fig. 26B).
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Figura 28. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla gen6w 0 obnizonej ekspresji po
traktowaniu VIN w normoksji i hipoksji w odniesieniu do bazy danych KEGG.

Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminow KEGG dla poréwnan UNT vs VIN w A.
normoksji; B. hipoksji. Po prawej stronie stupka przedstawiono wartos$ci adjusted P-value
oraz zaznaczone kolorem czerwonym liczb¢ DEGs zmienionych W badanych poréwnaniach
w stosunku do liczby termindw przypisanych do szlakow w bazie KEGG.

W obu warunkach tlenowych zaobserwowano takze zmiany W $ciezce starzenia
komoérkowego. W normoksji zmianie ulegto 16/156 DEGs, a w hipoksji 17/156 DEGs
(Fig. 28). Wigkszos$¢ zmienionych genow (13), przypisanych do tego szlaku byta taka
sama zard6wno W normoksji jak i w hipoksji. Geny te odgrywaja role w regulacji cyklu
komorkowego i/lub naprawy DNA. Odnotowano tez nizsza ekspresje
genow kodujacych czynniki SASP, CXCLS8 (IL-8) w normoksji i hipoksji, oraz IL-6
w hipoksji.

Geny 0 wyzszej ekspresji, zarowno W normoksji jak i w hipoksji, zostaty
przypisane do szlaku zwigzanego z trawieniem i wchtanianiem biatek (ang. protein

digestion and absorption), szlaku uktadu dopeteniacza i kaskady krzepnigcia krwi (ang.
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complement and coagulation cascades) oraz szlaku interakcji receptoréw macierzy
zewnatrzkomorkowej (ang. extracellularmatrix-receptor interaction, ECM-receptor
interaction) (Fig. 29A,B). Tylko w normoksji odnotowano istotne zmiany w szlaku
regulujagcym metabolizm kwasu arachidonowego (ang. arachidonic acid metabolism)
(Fig. 29A). Ponadto w obu warunkach tlenowych odnotowano zmiany w szlakach
zwigzanych z sygnalizacja komorek nerwowych: w normoksji szlak zwigzany
z przewodzeniem aksonéw (ang. axon guidance) (Fig. 29A), a w hipoksji szlak
zwigzany Z neuroaktywna interakcjg ligand-receptor (ang. neuroactive ligand-receptor
interaction) (Fig. 29B).
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Figura 29. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla genéw o podwyzszonej ekspresji
po traktowaniu VIN w normoksji i hipoksji w odniesieniu do bazy danych KEGG.
Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminéw KEGG dla poréwnan UNT vs VIN w A.
normoksji; B. hipoksji. Po prawej stronie stupka przedstawiono wartosci adjusted P-value
oraz zaznaczone kolorem czerwonym liczbe DEGs zmienionych w badanych poréwnaniach
w stosunku do liczby terminéw przypisanych do szlakow w bazie KEGG.

Na podstawie analizy poréwnawcze] transkryptomu komorek leczonych VIN
hodowanych normoksji a tych hodowanych w hipoksji (VIN N vs VIN H) odnotowano
zmiany ekspresji 127 genow, z czego ekspresja 21 genow byla wyzsza, a 106

gendw byla nizsza w normoksji niz w hipoksji (Fig. 30).
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Figura 30. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genow istotnie zmienionych
w poréwnaniu VIN N vs VIN H.

Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim
oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (VIN N). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komoérek leczonych VIN
(VIN H). Dane dotycza komorek hodowanych w warunkach hipoksji.

Po poréwnaniu otrzymanych wynikéw z bazg KEGG geny o podwyzszonej
ekspresji w normoksji przypisano do trzech szlakow sygnatowych: ferroptozy (ang.
ferroptosis), szlaku sygnatowego glukagonu (ang. glucagon signalling pathway),
oraz szlaku sygnatowego zwigzanego z HIF-1 (ang. HIF-1 signalling pathway) (Fig.
31). Dla gen6éw o obnizonej ekspresji nie odnotowano szlakoéw, ktére zmanilyby si¢
W sposob istotny statystycznie (Adjusted P-value <0.1).

Geny przypisane do szlaku ferropotozy oraz szlaku sygnatlowego zwigzanego

z HIF1 pokrywaty sie. W obu szlakach odnotowano zmiany w genach TFRC,
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kodujacego biatko receptora transferryny 1 (ang. transferrin receptor protein 1)
oraz HMOX1, kodujace biatko oksygenzy hemowej 1 (ang. Heme Oxygenase-1, HO-
1).
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Szlak sygnatowy | 0.02782493  2/107
glukozy
Szlak sygnatowy 0.02782493  2/109
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Figura 31. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla genow o podwyzszonej ekspresji
w poréwnaniu VIN N vs VIN H w odniesieniu do bazy danych KEGG

Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminéw KEGG dla porownan VIN N vs VIN H.
Po prawej stronie stupka przedstawiono wartosci adjusted P-value oraz zaznaczone kolorem
czerwonym liczbe DEGs zmienionych w badanych poréwnaniach w stosunku do liczby
termindéw przypisanych do szlakow w bazie KEGG.

Przeprowadzone analizy wykazaly, Ze w wyniku indukcji procesu starzenia
transkryptomy komoérek hodowanych w normoksji oraz w hipoksji sa bardzo podobne.
W obu warunkach tlenowych wigkszo$¢ istotnie zmienionych szlakow dotyczyta
regulacji cyklu komoérkowego oraz procesow zwigzanych z naprawa DNA, ktére sa
jedng z glownych osi w procesie indukcji starzenia. Analizy wykazaly jednak, ze
istnieje grupa gendw, ktora zmienia si¢ tylko w normoksji badz w hipoksji, mimo braku
funkcjonalnego biatka pVHL. Na podstawie przeprowadzonych poréwnan mozna
przypuszczaé, ze komorki hodowane w odmiennych warunkach tlenowych, wykazuja
réznice  w metabolizmie. = W normoksji  dochodzi do istotnych  zmian
szlakow zwigzanych gospodarka tluszczy w komorce, gdy w hipoksji zmianie ulegty
szlaki zwigzane z metabolizmem cukrow. Poréwnanie komorek leczonych VIN

hodowanych w normoksji, do tych hodowanych w hipoksji wskazato, ze w warunkach

obnizenia poziomu tlenu zmianie mogg ulega¢ tez procesy zalezne od Zelaza.
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8.2. Rola autofagii w starzeniu komorkowym

Przeprowadzone analizy wykazaty, ze poza wzmozonym SASP, komorki nie
wykazujg zmian $wiadczacych o ich potencjalnie efekcie na progresje nowotworows,
takich jak ucieczka od blokady cyklu komoérkowego. Istniejg jednak doniesienia, ze
stare komorki wywodzace si¢ Z innych nowotworow zdolne sa do ucieczki od starzenia
i generacji komoérek potomnych [135, 145, 214]. Analiza ekspresji biatka efektorowego
mTOR wskazuje, ze obserwowane zahamowanie cyklu komérkowego po traktowaniu
VIN moze by¢ zmiang odwracalng. Dlatego tez opracowanie schematow leczenia
sprzyjajacych eliminacji starych komorek nowotworowych, wtym raka nerki, jest
kluczowa. Aktywacja autofagii wystepuje roéwnolegle zindukcjg fenotypu
starzeniowego [124], co zaobserwowano takze w badanym modelu raka nerki.
Podejrzewano wiec, ze modulacja tego procesu, ktory takze jest zalezny od aktywacji
szlaku mTOR, moze wptyna¢ na proces starzenia indukowanego chemioterapia, w tym
moze mie¢ efekt senolityczny.

Na tym etapie projektu gtownym celem do$§wiadczen bylo wyjasnienie roli
autofagii w starzeniu komorkowym poprzez: 1) sprawdzenie czy inhibicja autofagii, na
jej wczesnym etapie, moze wptynagé na indukcje starzenia oraz 2) sprawdzenie czy
zahamowanie autofagii, na jej péznym etapie, W starych komérkach moze wptywac na
ich przezycie lub zdolno$¢ do reaktywacji proliferacji. W tym celu wykorzystano
metody genetyczne i farmakologiczne. Pierwsza z nich opierala si¢ na wyciszeniu
genow autofagicznych ATGS5, ATG7, BECN1 oraz ULK1, zaangazowanych w etap
inicjacji i formowania fagoforu, z wykorzystaniem matych interferujacych czasteczek
RNA (siRNA). Metoda farmakologiczna opierata si¢ na wykorzystaniu
inhibitorow autofagii, HCQ i BafAl.

8.2.1. Zahamowanie autofagii na jej wczesnych etapach nie wplywa na starzenie
komorek raka nerki

W celu wyciszenia gendéw, gtowny schemat eksperymentu wydtuzono o jeden
dzien. Wyciszenie przeprowadzono 2 dni po wysianiu komorek. Dzien po transfekcji
komorki inkubowano przez 24 godziny z VIN w stezeniu 0.5 uM lub 5-FU w stezeniu

75 uM. Eksperymenty zakonczono w dniu 12 (Fig. 32).
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Figura 32. Schemat przeprowadzenia eksperymentow, na podstawie ktérych wykonano
analize wplywu modulacji autofagii na indukcje starzenia pod wplywem chemioterapii.
Legenda: a — dzien 1 — wysianie komorek; b — dzien 2 — zmiana warunkow tlenowych; c- dzien
3 —wyciszenie genow ATGS, ATG7, BECN1 oraz ULK1, metoda siRNA; d- dzien 4- inkubacja
z lekami badanymi przez okres 24 h; e- dni 5-9 — w dniu 5 zmiana pozywki na wolna od
chemoterapeutykow; e- dni 9-12 — w dniu 9 medium zostatlo wymienione na $wieze, po czym
eksperymenty kontynuowano do dnia 12.

Wyciszenie pojedynczych genow autofagicznych nie wplyngto na zmiang
aktywno$ci metabolicznej oraz proliferacji w odpowiedzi na zaden zbadanych
lekow (Fig. 33A-D). Podsumowujac, genetyczne zahamowanie autofagii na jej
wcezesnych etapach przed traktowaniem chemoterapeutykami nie odgrywa znaczacej

roli na etapie indukcji TIS w komoérkach raka nerki.
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Figura 33. Wyciszenie gendéw zwigzanych z regulacjq wczesnej autofagii nie wpltywa na
aktywno$¢ metaboliczng i proliferacje komorek traktowanych VIN i 5-FU.
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Analiza wptywu wyciszenia genéw autofagicznych ATG5, ATG7, BECN1, ULK1 w komoérkach
RCC4 na: A. Aktywno$¢ metaboliczng po traktowaniu VIN 0.5 uM; B. Proliferacj¢ komorek
po traktowaniu VIN 0.5 uM; C. Aktywno$¢ metaboliczng po traktowaniu 5-FU 75 uM; D.
Proliferacje po traktowaniu 5-FU 75 uM. Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 +
SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

8.2.2. Zahamowanie poéznych etapow autofagii w starych komoérkach
nowotworowych hamuje ich aktywno$¢ metaboliczng i proliferacje.

W zwiagzku ztym, ze wyciszenie gendw autofagicznych nie wplyneto na
efektywnos$¢ chemioterapii, przeprowadzono analizy gdzie autofagia zostata
zahamowana po podaniu chemioterapii. W tym celu wykorzystano dwa inhibitory
farmakologiczne autofagii BafAl i HCQ. HCQ jest pochodng chlorochiny, ktora dziata
poprzez bezposrednie wejscie do lizosomoéw zgodnie z gradientem pH [215, 216].
BafAl jest antybiotykiem ktoéry hamuje dziatanie V-ATPazy (ang. vacuolar-type H+-
ATPase, V-ATPase) pompy protonowej odpowiedzialnej za regulacje pH zewnatrz- i
wewnatrzkomorkowego. Pompy protonowe wystepuja tez W btonie lizosoméw, dlatego
BafA1l podobnie jak HCQ powodue neutralizacj¢ pH w tych organellach [217]. Oba
zwigzki hamujg fuzje lizosoamow z autofagosomami, hamujgc przy tym autofagie [218,

219].
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Figura 34. Wzory strukturalne inhibitorow autofagii.
A. Wzér strukturalny BafA1 (Zrodto: https://en.wikipedia.org/wiki/Bafilomycin); B. Wzor
strukturalny HCQ (Zrédto: https://pl.wikipedia.org/wiki/Hydroksychlorochina).

W celu przeprowadzenia eksperymentow z uzyciem farmakologicznych
inhibitorow  autofagii, = zmodyfikowano  glowny  schemat  eksperymentu
poprzez uwzglednienie inkubacji z HCQ i BafAl w dniu 8 hodowli, cztery dni po
inkubacji z chemioterapeutykami. W tym dniu w hodowlach zaobserwowano zmiany
wskazujace na indukcje starzenia po traktowaniu VIN. Zahamowanie autofagii w tym
momencie mialo za zadanie ocen¢ jak inhibitory autofagii na komorki traktowane
chemoterapeutykami, w tym komorki TIS. Inkubacja z inhibitorami trwata 24 godziny.

W zaleznos$ci od rodzaju analiz, eksperymenty zakonczono w dniu 9 lub 11. Do indukcji
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starzenia, tak jak w przypadku genetycznej modyfikacji autofagii, wykorzystano VIN
w stezeniu 0.5 uM lub 5-FU w stezeniu 75 uM (Fig. 35).

1 2 3 4 3 9 11

[
Ll

Dni eksperymentu

Figura 35. Schemat przeprowadzenia eksperymentow, na podstawie ktérych wykonano
analize wplywu inhibicji autofagii na komorki po wcze$niejszym leczeniu chemioterapia.
Legenda: a — dzien 1 — wysianie komorek; b — dzien 2 — zmiana warunkow tlenowych; c- dzien
3 - inkubacja z lekami badanymi przez okres 24 h; e- dni 4-9 —w dniu 4 pozywke zmieniono na
wolng od chemoterapeutykéw; e- dzien 8 — inkubacja z farmakologicznymi inhibitorami
autofagii; f - dni 9-11 — w dniu 9 medium zostato wymienione na wolne od inhibitora autofagii,
po czym eksperymenty kontynuowano do dnia 11.

W pierwszej kolejno$ci wykonano analizy aktywnosci metabolicznej i
proliferacji komoérek po leczeniu BafAl (0-1 pM). BafAl w stezeniach > 0.1 uM
istotnie obnizyta aktywno$¢ metaboliczng komorek traktowanych VIN (Fig. 36A),
oraz komorek traktowanych 5-FU (Fig. 36C). Komorki traktowane VIN wykazaty si¢
wigkszg wrazliwoscig na zahamowanie proliferacji (Fig. 36B), niz komorki inkubowane

wczesniej z 5-FU (Fig. 36D). Nie zaobserwowano zadnych réznic migdzy komorkami

hodowanymi w normoksji i w hipoksji (Fig. 36A-D).
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Figura 36. BafA1 hamuje aktywno$¢ metaboliczng i proliferacj¢e komoérek traktowanych
5-FUi VIN.

A. Aktywno$¢ metaboliczna komorek RCC4, leczonych VIN w stezeniu 0.5 uM, w odpowiedzi
na rozne stezenia BafAl. B. Proliferacja komorek RCC4, leczonych VIN w st¢zeniu 0.5 uM,
W odpowiedzi na rozne stezenia BafAl. C. Aktywno$¢ metaboliczna komorek RCCA4,
leczonych 5-FU w stezeniu 75 puM, odpowiedzi na rézne stezenia BafAl. D. Proliferacja
komoérek RCC4, leczonych 5-FU w stgzeniu 75 uM, w odpowiedzi na rdzne stezenia BafAl.
Analiza proliferacji zostata wykonana przy uzyciu testu inkorporacji BrdU. Kazdy stupek
przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 + SEM wyrazona jako odsetek wartosci dla komorek
traktowanych tylko VIN lub 5-FU. Warto$ci * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

Zastosowanie BafAl wykazato, ze farmakologiczna inhibicja autofagii ma
dziatanie cytotoksyczne na komorki raka nerki traktowane VIN i 5-FU. BafAl nie jest
jednak zarejestrowana do uzytku klinicznego. Z tego powodu w dalszej cze$ci badan
sprawdzono, czy inny inhibitor autofagii, HCQ, wykaze si¢ podobnym dziataniem.
Zwiazek ten jest stosowany W terapii malarii i choréb autoimmunologicznych [220].

W badaniach klinicznych wykazano tez, ze zastosowanie terapii kombinowej HCQ
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z lekami cytotoksycznymi, takimi jak GEM, zwigksza skuteczno$¢ leczenia réznych

typoW nowotworow [221].
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Figura 37. HCQ obniza aktywno$¢ metaboliczna i proliferacje komorek traktowanych
VIN i 5-FU.

A. Aktywnos$¢ metaboliczna komérek RCC4 traktowanych VIN 0.5 uM, odpowiedzi na rézne
stezenia HCQ. B. Proliferacja komorek RCC4, leczonych VIN 0.5 pM, w odpowiedzi na rozne
stezenia HCQ. C. Aktywno$¢ metaboliczna komorek RCC4, leczonych 5-FU w stezeniu 75 uM,
odpowiedzi na r6zne stezenia HCQ. D. Proliferacja komorek RCC4, leczonych 5-FU w stezeniu
75 uM, w odpowiedzi na rozne stezenia HCQ. Analiza proliferacji zostata wykonana przy
uzyciu testu inkorporacji BrdU. Kazdy stupek przedstawia srednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * -
P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

Spadek aktywno$ci metabolicznej w komoérkach traktowanych VIN
zaobserwowano po zastosowaniu nizszych dawek HCQ (Fig. 37A) niz w komoérkach

traktowanych 5-FU (Fig. 37B). Odwrotng zaleznos$¢ zaobserwowano w proliferacji. W
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komorkach VIN spadek proliferacji odnotowano po zastosowaniu wyzszych dawek
inhibitora niez w komorkach traktowanych 5-FU (Fig. 37C,D).

W wyniku leczenia VIN otrzymano hodowle heterogenne, w sktad ktorych
wchodzity komorki stare oraz w zdecydowanie mniejszej ilosci komoérki niezmienione
starzeniowo. W celu potwierdzenia ktorej populacji moze dotyczy¢ cytotoksyczny efekt
HCQ przeprowadzono analogiczne analizy na komorkach nietraktowanych
chemioterapig. Schemat przeprowadzenia eksperymentu przedstawiono na Figurze
38A.

Zastosowanie najwyzszych stezen HCQ w komoérkach mlodych istotnie
zmniejszyto aktywno$¢ metaboliczng (Fig. 38B), ale nie miato wptywu na proliferacje
(Fig. 38C) co miato miejsce W komorkach starych i komoérkach leczonych 5-FU. Co
wigcej, W hipoksji komorki nietraktowane wykazaty si¢ wigksza oporno$cig na
dziatanie HCQ, podobnie do komoérek leczonych 5-FU (Fig. 38B,C).

Podsumowujac, komorki raka nerki traktowane VIN cechuja si¢ najwicksza
wrazliwoscig na dziatanie inhibitoréw autofagii. Komorki traktowane 5-FU i komorki
nietraktowane sg bardziej oporne na ich dziatanie. Sugeruje to, ze zastosowanie

inhibitorow w odpowiednich dawkach moze dziata¢ selekcyjnie na komoérki TIS.
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Figura 38. HCQ w mniejszym stopniu hamuje aktywno$¢ metaboliczng i proliferacje
komorek nietraktowanych niz komorek traktowanych chemoterapeutykami.
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A. Schemat traktowanie nietraktowanych komorek raka nerki inhibitorem autofagii HCQ.
Legenda: a — dzien 1 — wysianie komorek; b — dzien 2 — zmiana warunkow tlenowych; c- dzien
3 —inkubacja z HCQ przez okres 24 h; d- dni 4-7 —w dniu 4 zmiana pozywki na wolng od HCQ.
Eksperymenty kontynuowano do dnia 7. B. Aktywno$¢ metaboliczna komoérek RCC4
w odpowiedzi na rézne stezenia HCQ. C. Proliferacja komérek RCC4 w odpowiedzi na rdzne
stezenia HCQ. Kazdy stupek przedstawia §rednig wartos¢ dla n> 3 + SEM. * - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001.

Bazujac na uzyskanych wynikach zdecydowano, ze do analiz molekularnych i
fenotypowych efektu HCQ na komorki traktowane VIN, komoérki nietraktowane i
komorki traktowane 5-FU uzyte zostanie 50 uM stezenie.

8.2.3. HCQ promuje wucieczke¢ od starzenia w komorkach raka nerki
traktowanych VIN

Poniewaz HCQ obnizyto aktywno$¢ metaboliczng oraz proliferacje gltownie
komorek starych w dalszych eksperymentach zbadano, czy ma ona wplyw na indukcje
$mierci komorkowej oraz blokade cyklu komorkowego.

Analiza liczebnosci komorek wykazata, ze HCQ istotnie zmniejsza gestos¢

hodowli komorek traktowanych VIN oraz komoérek nietraktowanych zarowno

w normoksji jak i w hipoksji. HCQ nie wptyneto na komorki traktowane 5-FU (Fig. 39).
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Figura 39. HCQ zmniejsza gesto$¢ hodowli komorek nietraktowanych oraz komérek
traktowanych VIN.

Liczbe komorek przedstawiono jako liczbe na cm? powierzchni naczynia hodowlanego. Kazdy
stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 +£ SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

Spadek liczebno$ci komoérek moze wynikac z indukcji $mierci komorkowej. Pod
wplywem HCQ w hodowlach komorek nietraktowanych i komorek traktowanych VIN

zwigkszyla si¢ populacja komorek w fazie sub-G1, co wskazue na akumulacj¢ komorek
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apoptotycznych. W hipoksji komorki traktowane VIN byly mniej wrazliwe na indukcjg

$mierci komorkowej (Fig. 40).
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Figura 40. HCQ promuje akumulacj¢e komorek w fazie sub-G1 w hodowlach komérek
nietraktowanych i traktowanych VIN.

Analize wielkosci populacji komoérek w fazie sub-G1 wykonano z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej po interkalacji jodku propidyny do DNA. Wartosci na wykresach wyrazaja
stosunek komoérek w fazie sub-G1 w stosunku do wszystkich komorek. Kazdy stupek
przedstawia srednig warto$¢ dla n> 3 = SEM: * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

Analiza cyklu komorkowego wykazata, ze HCQ zmniejsza populacje komoérek
mtodych w fazie GO/G1 w normoksji. Taki sam efekt zaobserwowano w komorkach
starych w hipoksji (Fig. 41A). HCQ w komorkach starych wptyneto tez na akumulacje
komorek w fazie G2/M w hipoksji (Fig. 41B) oraz obnizyto populacj¢ komorek w fazie
S wobu warunkach tlenowych (Fig. 41C). Ponadto w hipoksji populacja
poliploidalnych traktowanych VIN 1 HCQ byla wyzZsza niz ta zaobserwowana
w normoksji (Fig. 41D). HCQ nie wptyneto na dystrybucj¢ komorek traktowanych 5-
FU w fazach cyklu (Fig. 41A-C), ale obnizyto odsetek komorek poliploidalnych (Fig.
41D).
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Figura 41. HCQ zmienia rozklad komérek nietraktowanych i komorek traktowanych VIN
w cyklu komoérkowym.

Analize¢ dystrybucji komoérek w fazach cyklu komorkowego wykonano z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej po interkalacji jodku propidyny do DNA. Wartosci na wykresach
wyrazaja odsetek komorek w danej fazie cyklu w stosunku do wszystkich komorek. Na
wykresach przedstawiono analizy ilosciowe faz: A. G0/1; B. G2/M; C. S oraz D. komorek
poliploidalnych. Kazdy stupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001.

W celu potwierdzenia efektu HCQ na zmiany w cyklu koméorkowym wykonano
analizg ekspresji biatlek odpowiedzialnych za jego regulacje, p-Rb, p-cdc 2, p53
oraz p21, przy uzyciu metody Western Blot.

W komorkach traktowanych VIN HCQ obnizyto ekspresje¢ biatka p-Rb (Fig.
42A,B), ale nie wptynglo w sposob istotny na ekspresje p-cdc2 (Fig. 42A,C).
W normoksji odnotowano spadek ekspresji p53 (Fig. 42A,D). Z kolei w hipoksji
inkubacja z HCQ spowodowata istotny spadek ekspresji p21 (Fig. 42A,E), co sugeruje
wyjscie Z zahamowania cyklu komoérkowego.

W komorkach nietraktowanych HCQ obnizyto ekspresj¢ p-Rb (Fig. 42A,B)
oraz p-cdc2 (Fig. 42A,C) w hipoksji, nie wptyneto na ckspresje biatka p53 (Fig.
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42A,D), ale w normoksji promowato nadekspresje biatka p21 (Fig. 42A,D). Wyniki te
wskazujg na zahamowanie cyklu komérkowego oraz thumaczg zmniejszenie populacji
komorek w fazie GO/G1 w normoksji.

W komorkach traktowanych 5-FU zahamowanie autofagii nie wplyneto
W sposob istotny na ekspresj¢ badanych biatek (Fig. 42A-E), co potwierdza brak r6znic
w dystrybucji komorek w cyklu komorkowym.

Podsumowujac, HCQ nie dziata selekcyjnie na komoérki raka nerki indukowane
do starzenia. Zard6wno w komorkach nietraktowanych, jak i traktowanych VIN inhibicja
autofagii promuje blokade¢ cyklu komoérkowego. Z kolei spadek ekspresji p53 i p21
w poliploidalnych komorkach traktowanych VIN sugeruja, ze mogg one ucieka¢ od

starzenia.
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Figura 42. HCQ hamuje ekspreje bialek zwigzanych z regulacjg cyklu komérkowego, ale
obniza ekspresje inhibitorow cyklu komérkowego w komérkach traktowanych VIN.

A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek p-Rb, p-
cdc2, p53 oraz p21. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. N - normoksja, H - hipoksja;
B. Wzgledna ckspresja biatka pRb C. Wzgledna ekspresja biatka p-cdc2. D. Wzgledna
ekspresja biatka p53. D. Wzgledna ekspresja biatka p21. Wartosci wzglednych ekspres;ji
badanych bialek wyrazaja stosunek wartosci uzyskanych dla odpowiedniego biatka do GAPDH.
Kazdy stupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 £ SEM * - P<0.05, ** - P<0.01, *** -
P<0.001.

8.2.3.1. Hipoksja przyspiesza generacje komorek potomnych w wyniku
zahamowania autofagii

Spadek ekspresji p21 i p53 wskazuje na ucieczke od starzenia, co moze wigzaé

si¢ Z generacja komodrek potomnych. Udowodniono, ze komorki poliploidalne moga
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ulega¢ podzialom amitotycznym w wyniku depoliploidyzacji [222]. Zajscie tego
procesu mozna oceni¢ na podstawie zmian W morfologii jader komoérkowych.

W celu zbadania czy inhibicja autofagii mogla wplyngé na indukcje
depoliploidyzacji przeprowadzono analizy morfologii jader komorkowych. W celu
okreslenia kinetyki zmian, morfologi¢ analizowano W dwoch punktach czasowych,
w dniach 91 11 eksperymentu, odpowiednio 24 i 72 godziny po podaniu HCQ (Fig. 35).
Jadra komoérkowe zostaty wybarwione przy uzyciu barwnika Hoechst 33342. Barwienie
przeprowadzono  przyzyciowo na  komorkach  hodowanych — w normoksji
oraz w hipoksji. Na podstawie obserwacji mikroskopowej scharakteryzowano cztery
populacje komorek: 1) komoérki Z jadrami o normalnej morfologii, 2) komorki z jadrami
powiekszonymi, 3) komorki z jadrami paczkujacymi oraz 4) komorki wielojadrzaste.
Zdjecia obrazujace roznice W morfologii jader komorkowych przedstawiono na
figurze 9.

Populacja komoérek znormalnymi jadrami komodrkowymi byla najmniejsza
w komorkach traktowanych VIN zar6wno w normoksji jak 1 w hipoksji (Fig. 43A,E).
Po zastosowaniu HCQ populacja komorek TIS z normalnymi jadrami komoérkowymi
spada w normoksji niezaleznie od badanego punktu czasowego (Fig. 43A). Z kolei
w hipoksji zaobserwowano zwigkszenie si¢ wielkosci tej populacji w miar¢ uptywu
czasu (Fig. 43E).

Po zahamowaniu autofagii w normoksyjnych komoérkach traktowanych VIN
zaobserwowano tez zmniejszenie si¢ populacji komorek o powigkszonych jadrach
komorkowych (Fig. 43B). W hipoksji zaobserwowano, ze w miar¢ uplywu czasu
populacja ta ros$nie (Fig. 43F). Nagromadzenie si¢ komoérek o powigkszonych jadrach
komoérkowych zaobserwowano rowniez w komodrkach mtodych (Fig. 43F).

Komérki 7 jadrami paczkujacymi byly widoczne tylko w komorkach
traktowanych VIN, a zahamowanie autofagii istotnie zwiekszylo t¢ populacje
w normoksji i hipoksji w dniu 9 (Fig. 43C, G). W normoksji populacja ta zwigkszyta
si¢ W miarg uptywu czasu (Fig. 43C). W hipoksji, w dniu 11 zaobserwowano odmienng
kinetyke zmian, gdzie populacja ta malata (Fig. 43G). Zahamowanie autofagii
doprowadzito tez do powstania tego typu komoérek w hodowlach komorek
nietraktowanych i komorek traktowanych 5-FU (Fig. 43C,G).

Komorki wielojadrzaste obecne byty tylko w hodowlach komorek traktowanych
VIN (Fig. 42D,H). W hipoksji zahamowanie autofagii doprowadzito do istotnego

zmniejszenia si¢ wielko$ci tej populacji komorek obu punktach czasowych (Fig, 43H).
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Podsumowujac otrzymane wyniki wskazuja, ze W miar¢ uptywu czasu od
zahamowania autofagii w hipoksji dochodzi do generacji komoérek potomnych mimo

blokadu cyklu komorkowego.
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Figura 43. Analiza kinetyki zmian w odsetkach populacji komérek o roznych typach
morfologii jader komoérkowych.

Analize kinetyki zmian morfologii jader komoérkowych wykonano w dwoch punktach
czasowych.  Morfologi¢  jader  oceniano na  podstawie  zdjg¢  preparatow
immunofluorescencyjnych, gdzie badane organelle wybarwiono Hoechst 33342,

8.2.4. Generacja komorek potomnych moze by¢ zwigzana z blokada przeplywu
autofagii i reaktywacjq aktywnosci lizosomalnej

W ludzkich komérkach dochodzi do aktywacji autofagi. Proponuje sie, ze
autofagia moze regulowac process depoliploidyzacji i ucieczki od starzenia [157, 223].
Mechanizm dziatania HCQ opiera si¢ na uposledzeniu zdolnosci autofagosomoéow do
fuzji z lizosoamami, hamujac przy tym przeptyw autofagiczny [224]. Z tego powodu w
dalszej czesci pracy zbadano, czy zastosowanie HCQ wptyneto na proces autofagii w
komorkach traktowanych VIN oraz w komodrkach traktowanych 5-FU i
nietraktowanych.

W celu zbadania czy HCQ wplywa na proces autofagii wykonano analizy
ekspresji biatek LC3B, p62 oraz p-S6 metoda Western Blot w dniu 11 eksperymentu
(Fig. 35).

HCQ istotnie zwigkszyto stosunek form 16 do 18 biatka LC3B we wszystkich
badanych probkach (Fig. 43A,B) co wskazuje na aktywacj¢ autofagii. Najbardziej
istotne zmiany HCQ wywotato w starych hodowanych w hipoksji (Fig. 44A,B).
W hipoksji HCQ obnizylo tez ekspresj¢ p-S6, w komodrkach traktowanych VIN i
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nietraktowanych. W normoksji  takie zmiany zaobserwowano w komorkach
nietraktowanych (Fig. 44A,D). Zmiany te wskazuja, ze w komorkach do aktywacji
autofagii.

W tym samym czasie HCQ w komorkach starych zwigkszylo ekspresj¢ p62
niezaleznie od warunkow tlenowych. Tendencje wzrostowa zaobserwowano takze po
podaniu HCQ do komorek traktowanych 5-FU (Fig. 44 A,C). Brak degradacji p62
wskazuje, ze¢ w komorkach nie doszto do lizy autofagolizosomow, mimo aktywacji
autofagii. Zmiany te sygnalizuja, ze zastosowanic HCQ blokuje przeptyw autofagiczny,

szczegolnie W komorkach traktowanych VIN.
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Figura 44. HCQ blokuje przepelyw autofagiczny w komoérkach raka nerki.

A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedsatwiajace ekspresje biatek LC3B, p62,
p-S6. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. N - normoksja, H - hipoksja B. Stosunek
wzglednych warto$ci dwoch form biatka LC3B (16/18) C. Wzgledna ekspresja biatka p62. D.
Wzgledna ekspresja biatka p-S6. Warto$ci wzglednych ekspresji badanych bialek wyrazaja
stosunek wartosci uzyskanych dla odpowiedniego biatka do GAPDH. Kazdy shupek
przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

Autofagia jest zalezna od aktywnosci lizosomow [224]. W celu sprawdzenia czy
modulacja autofagii z uzyciem HCQ wigze si¢ ze zmiang aktywnosci lizosomalnej
wykonano analizy cytometryczne, w ktorych lizosomy zostaty wybarwione przy uzyciu

barwnika fluorescencyjnego, Lysotrackera™., Lysotracker™ specyficznie wybarwia
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organella o niskim pH, takie jak lizosomy. W celu zbadania kinetyki zmian aktywnos¢
lizosomalng oznaczono w dniu 9 (24H po podaniu HCQ) oraz w dniu 11 (72H po
podaniu HCQ) eksperymentu (Fig. 35).

HCQ wadniu 9 zmniejszyto aktywno$¢ lizosomalng W starzejacych sie
komorkach w normoksji (Fig. 45) i1 w hipoksji (Fig. 46). Zkolei wdniu 11
zaobserwowano reaktywacje aktywnos¢ lizosomalnej (Fig. 45; Fig. 46). W normoksji,
po inkubacji z HCQ, aktywno$¢ lizosomalna w komorkach traktowanych VIN byta
prawie 2x wyzsza (Fig. 45) niz w hipoksji (Fig. 46). Reaktywacje aktywnosci
lizosomalnej zaobserwowano takze w komoérkach traktowanych 5-FU (Fig. 45; Fig. 46),
podczas gdy w komorkach nietraktowanych nie zaobserwowano istotnie statystycznych
zmian (Fig. 44; Fig. 45).
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Figura 45. HCQ wzmaga aktywno$¢ lizosomalng komoérek w normoksji w komorkach

traktowanych VIN i 5-FU w miare¢ uplywu czasu.

Eksperymenty wykonano przy uZyciu cytometrii przeptywowej. Komorki wybarwiono
przyzyciowo barwnikiem fluorescencyjnym Lysotracker™ Red DND. A. Analiza kinetyKi
zmian w aktywnosci lizosomalnej komorek hodowanych w normoksji 24H i 72H po podaniu
HCQ wyrazona jako $rednig warto$¢ fluorescencji - AMFI (réznica sygnalu pozytywnego od
sygnatu negatywnego). Kazdy shupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 3 + SEM. * - P<0.05,
**-P<0.01, *** - P<0.001.B. Reprezentacyjne histogramy przedstawiajace wzor intensywnosci
fluorescencji komorek niebarwionych oraz barwionych Lysotracker™ Red DND (PE-A - EM

585421).
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Figura 46. W hipoksji HCQ promuje aktywnos$¢ lizosomalng w nizZszym stopniu niz w
normoksji.

Eksperymenty wykonano przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Komodrki wybarwiono
przyzyciowo barwnikiem fluorescencyjnym Lysotracker™ Red DND. A. Analiza kinetyki
zmian w aktywnosci lizosomalnej komorek hodowanych w normoksji 24H i 72H po podaniu
HCQ wyrazona jako $rednig warto$¢ fluorescencji - AMFI (rdznica sygnalu pozytywnego od
sygnatu negatywnego). Kazdy stupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 3 = SEM. * - P<0.05,
** P<0.01, *** P<0.001. B. Reprezentacyjne histogramy przedstawiajace wzor
intensywnosci fluorescencji komorek niebarwionych oraz barwionych Lysotracker™ Red DND
(PE-A - EM 585+21).
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Poniewaz hipoksja moze zaburza¢ pH zewnatrz jak i wewnatrz komorek, w celu
weryfikacji wynikow z analizy cytometrycznej wykonano dodatkowe oznaczenie na
sekrecje katepsyny-S w 11 dniu eksperymentu. Katepsyna-S jest markerem aktywnos$ci
lizosomalnej, ktory odgrywa istotng role w regulacji przeptywu autofagicznego [225].
Aktywno$¢ tego enzymu jest niezalezna od pH w komorce [209]. HCQ spowodowato
istotny wzrost sekrecji katepsyny S w komorkach mtodych oraz komorkach starych
w normoksji jak i w hipoksji, gdzie wzrost byt istotnie wyzszy W hipoksji.
W komoérkach leczonych 5-FU nie zaobserwowano zadnych istotnych zmian w stezeniu
wydzielanej przez komorki katepsyny S (Fig. 46). Sugeruje to, ze w komorkach
traktowanych VIN i nietraktowanych dochodzi do wzrostu aktywnosci lizosomalnej po

zahamowaniu autofagii.
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Figura 47. Traktowanie HCQ zwieksza sekrecje katepsyny S w komorkach
nietraktowanych i komérkach traktowanych VIN.

Analiza poziomu Katepsyny S w medium zebranym w dniu 1+7 wykonana przy uzyciu metody
ELISA. Kazdy stupek przedstawia srednig wartos¢ dla n> 3 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01,
*** . P<0.001.

Podsumowujac, HCQ hamuje przeplyw autofagiczny. Zastosowanie tego
inhibitora krétkotrwale hamuje aktywno$¢ lizosomalng. Reaktywuje si¢ ona po
usuni¢ciu leku. Zmiany te byty najwigksze w hipoksji co pokrywa si¢ z generacja
komorek potomnych w niedotlenieniu.

117



8.2.5. Inhibicja autofagii zmienia sekrecj¢ SASP

SASP jest nie tylko markerem starych komorek nowotworowych. Odgrywa on
tez istong role W komunikacji komorek starych z mikrosrodowiskiem guza. Aktywnos$¢
autofagii moze tez promowac sekrecj¢ SASP [226].

Analize¢ sekrecji wybranych czynnikow SASP przeprowadzono w dniu 11
eksperymentu (Fig. 35). Sekrecja IL-8, VEGF, osteopontyny i IGFBP-3 wzrosta w pod
wplywem HCQ w komérkach mtodych, co sugeruje pro-starzeniowy efekt HCQ (Fig.
48A-D). Inhibicja autofagii wptyneta na sekrecj¢ SASP przez komorki traktowane VIN
glownie w hipoksji, gdzie poziomy IL-8 VEGF-A i osteopontyny wzrosty (Fig. 48-C),
a sekrecja iIGFBP3 obnizyta si¢ (Fig. 48D). Poziom IGFBP-3 obnizyt si¢ tez
w normoksji (Fig. 48D). W komorkach leczonych 5-FU nie zaobserwowano zadnych
istotnych zmian pod wptywem leczenia HCQ (Fig. 48A-D).

Podsumowujac wykazano, ze generacji komorek potomnych w hipoksji
towarzyszy istotny wzrost sekrecji takich czynnikow SASP jak IL-8, VEGF-A
oraz osteopontyna przy rownoczesnym spadku sekrecji IGFBP-3. Zmiany te
potwierdzaja, ze zahamowanie autofagii wptywa na ucieczke od starzenia komorek
traktowanych VIN. Zbadanie roli SASP w ucieczce od starzenia jest kluczowa do
lepszego zrozumenia tego procesu. Ponadto, przedstawione wyniki wskazuja, ze
czynniki takie jak IGFBP-3 czy Osteopontyna moga postuzy¢ jako markery do detekc;ji

komorek uciekajacych od starzenia.
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Figura 48. Inhibicja autofagii wplywa w znaczacy sposéb na zmiany w sekrecji
czynnikéw SASP w modelach komérek mlodych oraz TIS

Wyniki analizy sekrecji wybranych czynnikow SASP wykonana metodg ELISA: A. IL-8; B.
VEGF-A; C. Osteopontyna; D. IGFBP-3. Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dlan>3 +
SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

8.2.6. Wplyw inhibicji autofagii na zmiane ekspresji genow w starych
komorkach nowotworowych — sekwencjonowanie nast¢pnej generacji

Wiedzac, ze hipoksja przyspiesza generacj¢ komorek potomnych w wyniku
zahamowania autofagii przeprowadzono poglgbione analizy NGS w celu ustalenia
potencjalnych szlakéw odpowiedzialnych za ten efekt. Analizy wykonano w dniu 9
eksperymentu (Fig. 35).

W normoksji po inkubacji z HCQ (porownanie VIN N vs VIN+HCQ N)
odnotwano 3101 DEGs, 1637 o obnizonej ekspresji i 1428 0 podwyzszonej ekspresji
(Fig. 49).

119



VIN Nvs VIN + HCQ N
genes with FDR < 0.1 and abs(logFC) > 1

Name.of.probe
OR2AG2

MMP3

Name.of.probe
BoM | KLY
B VN HeaN

heatmap color key
z-score logCPM

2
NA 1

0

I"
= PDE3A 2

Ci7ort114

NA

o

WIM7

WIM

WIM!
WIM10
WIM11

Figura 49. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genéw istotnie zmienionych
w poréwnaniu VIN N vs VIN + HCQ N.
Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim

oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (VIN N). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komorek leczonych VIN
(VIN + HCQ N). Dane dotycza komorek hodowanych w warunkach hipoksji.

W hipoksji (VIN H vs VIN + HCQ H) odnotowano zmiang¢ ekspresji 3119
genoéw, 1687 o obnizonej ekspresji i 1432 0 podwyzszonej ekspresji (Fig. 50).
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Figura 50. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genow istotnie zmienionych
w poréwnaniu VIN H vs VIN + HCQ H.
Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim

oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (VIN H). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komoérek leczonych VIN
(VIN + HCQ H). Dane dotycza komorek hodowanych w warunkach hipoksji.

Analiza poréwnawcza wykazata, ze zarowno w normoksji jak i hipoksji
nadekspresji ulega 1128 takich samych genow (50.5%). Wsrdéd gendéw o obnizonej
ekspresji po inkubacji z HCQ odnotowano 559 genow charakterystycznych (25%) dla
hipoksji , i 545 DEGs (24.4%) dla normoksji (Fig. 51A). Wsrod gendw 0 podwyzszonej
ekspresji 1027 (56%) DEGs bylo wspolnych dla normoksji i hipoksji, 405 DEGs
(22.1%) DEGs byto charakterystyczne dla hipoksji, a 401 (21.9%) dla normoks;ji (Fig.
51B).
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1128
(50.5%)

545
(24.4%)

VIN H vs VIN N vs
VIN + HCQH VIN + HCQ HN
B.

401
(21.9%)

405
(22.1%)

VIN H vs
VIN + HCQH

VIN N vs
VIN + HCQ HN

Figura 51. Diagramy Venna przedstawiajacy geny zmienionej ekspresji komorek starych
(VIN) wzgledem komorek starych leczonych HCQ (VIN+HCQ) w normoksji i w hipoksji.
A. Diagram Venna dla genow o podwyzszonej ekspresji B. Diagram Venna dla gendéw 0

obnizonej ekspresji.

Na podstawie analizy porownawczej Z baza danych KEGG, zaobserwowano, ze
geny, ktorych ekspresja zmalata po inkubacji w HCQ w normoksji i hipoksji przypisane
zostaly do mechanizméw zwigzanych 7z proliferacj¢ komorek. Potwierdza to
wczesniejsze obserwacje wskazujace, ze w komorkach starych pod wptywem

zahamowania autofagii ekspresja biatek regulujacych cykl komérkowy spada (Fig. 52).
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Figura 52. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla genéw wspolnych dla normoksji
i hipoksji 0 obnizonej ekspresji po traktowaniu HCQ.

Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminow KEGG Po prawej stronie stupka
przedstawiono warto$ci adjusted P-value oraz, zaznaczone kolorem czerwonym, liczbe DEGs
zmienionych w badanych poréwnaniach w stosunku do liczby terminow przypisanych do
szlaku w bazie KEGG.

Najbardziej zmienione $ciezki, do ktérych przypisano wspdlne geny o
podwyzszonej ekspresji przypisano do szlakow: interakcja cytokina-cytokina, $ciezki
sygnatowej receptora podobnego do NOD (ang. NOD-like receptor), $ciezki sygnatowe;j
TNF (ang. Tumor Necrosis Factor) oraz sciezki sygnatowej NF-kappa B. Ponadto wiele

zmienionych $ciezek zwigzana jest z regulacja odpowiedzi na zakazenia rdznego typu

mikroorganizmow patogennych (Fig. 53) co sugeruje aktywacj¢ odpowiedzi zapalne;.

KEGG_2021_Human
Interakeja cytokina-cytokina _0 51/295
$ciezka sygnatowa receptora podobnego do _0 37/181
satasgraoar | )
Sciezka sygnalowa NF-kappa B _0 27/104
Infekeja wirusem miesaka kaposiego <+ [ NN >
aope s | N "
Interakcja biatek wirusowych z cytokinami i receptorami cytokin _ fe.08 22/100
Tluszcze i miadiyca _ 1e-08 33215
Scietka sygnatowal-17 | [ NN 1 2007 20/
Scieika sygnatowarreceptora lektyny typu  { R i 2e-07  21/104
koronawirus | |GG .07 32
Infekja ludzkim cytomegalowirusem _ 1 54g.06 30/225
Scieika sygnatowa receptora toll-podobnego | | NNNMNIIII 2 650-06 19/104
Reumatoidalne zapalenie stawow _ 1.123e-05 17/93
Legionelloza _ 1619-05 13/57
0 5 10 15

-log,,(Adjusted.PValue)

Figura 53. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla genéw wspolnych dla normoksji
i hipoksji o0 podwyzszonej ekspresji po traktowaniu HCQ.
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Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminow KEGG Po prawej stronie stupka
przedstawiono wartosci adjusted P-value oraz, zaznaczone kolorem czerwonym, liczb¢ DEGs
zmienionych w badanych poroéwnaniach w stosunku do liczby terminow przypisanych do
szlaku w bazie KEGG.

Poniewaz zaobserwowano, ze W hipoksji ucieczka od starzenia i generacja
komorek potomnych nastepuje szybciej niz w normoksji, kolejnym krokiem byta
identyfikacja genow, ktorych ekspresja rozni si¢ pomigdzy obydwoma warunkami
tlenowymi. W tym celu przeprowadzono analizy poréwnawcze VIN + HCQ N vs VIN
H + HCQ H. Wykazano, ze ekspresja tylko 67 gendw zmienia si¢ W sposob istotny
statystycznie pomi¢dzy normoksja a hipoksja. Odnotowano 7 gendw o podwyzszonej

ekspresji oraz 60 gendw o nizszej ekspresji w normoksji (Fig. 54).
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Figura 54. Mapa cieplna przedstawiajaca wyniki ekspresji genéw istotnie zmienionych
w poréwnaniu VIN + HCQ N vs VIN + HCQ H.
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Kolorem czerwonym zaznaczono geny o podwyzszonej ekspresji. Kolorem niebieskim
oznaczono geny o nizszej ekspresji. Po lewej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
nietraktowanych (VIN + HCQ N). Po prawej stronie przedstawiono wyniki dla komorek
leczonych VIN (VIN + HCQ H). Dane dotyczg komorek hodowanych w warunkach hipoksji.
Wsrod DEGs o obnizonej ekspresji nie odnotowano istotnie zmienionych
szlakow, ale zidentyfikowano 4 geny kodujace biatka: KLRG1, HMOXI1, H3C10

oraz PSATL1 (Tab. 17).

Tabela 17. Lista genéw o nizszej ekspresji po traktowaniu HCQ.

Nazwa genu Biotyp genu logFC | Wartos¢ P FDR
InNcRNA 1.8347624 | 0.0002630 | 0.0510368
InNcRNA 1.7761848 | 0.0000019 | 0.0067208

KLRG1 Gen kodujacy biatko | 1.259287 | 0.0008569 | 0.0799783

HMOX1 | Gen kodujacy biatko | 1.0880261 | 0.0000559 | 0.0279140

H3C10 Gen kodujacy biatko | 1.0862431 | 0.0004966 | 0.0654943

TMCC1-DT INcRNA 1.0542005 | 0.0007603 | 0.0781256

PSAT1 Gen kodujacy biatko | 1.0202595 | 0.0002755 | 0.0526516

W przypadku DEGs o obnizonej ekspresji odnotowano tylko jeden istotnie
zmieniony szlak, zwigzany z metabolizmem azotu, d ktorego przypisano geny kodujace
biatka anhydraz weglanowych (ang. Carbonic Anhydrase, CA), CA13 i CA14 (Fig. 55),
odgrywajacych kluczows rolg w obnizaniu pH w $rodowisku guza [227].

KEGG_2021_Human

Metabolizm
azotu

oos0s917s 2/17

0.0 04 08 12

-log,o(Adjusted.P.Value)

Figura 55. Analiza szlakéw najbardziej zmienionych dla genéw 0 podwyzszonej ekspresji
w porownaniu po traktowaniu HCQ.

125



Na wykresach przedstawiono wyniki analiz terminow KEGG Po prawej stronie stupka
przedstawiono wartosci adjusted P-value oraz zaznaczone kolorem czerwonym liczb¢ DEGs
zmienionych w badanych poroéwnaniach w stosunku do liczby terminow przypisanych do
szlakow w bazie KEGG.

Podsumowujac, zahamowanie autofagii w komoérkach traktowanych VIN
hodowanych w normoksji lub hipoksji niewielka grupa gendéw rézni si¢ ekspresja.
Wsrod nich znajdujg si¢ geny zwigzane zarowno Z regulacjg metabolizmu, takie jak

PSAT-1,

stwierdzenie, czy moga one pelni¢ rolg w porcesie ucieczki od starzenia wymaga

jak i Jednoznaczne

reorganizacja chromosomlang czy cytokineza.

dalszych analiz.

8.2.6.1.
W celu NGS dla
gendw przeprowadzono analize ekspresji metodg RT-PCR. Do analiz wybrano geny,

Weryfikacja wynikow NGS
weryfikacji wynikow analizy wybranych
ktorych ekspresja byta istotnie zmieniona i ktore zostaly zidentyfikowane istotnie
zmienionych szlakach wybranych na podstawie poréwnania z baza KEGG.
Do analiz wybrano nast¢pujace geny: HO-1, PLK-1, VEGFC, CDC20, BMP2,
NEK2, IGFBP-3, GTSE1, C3i ROBO1 (Tab.18).

Tabela 18. Lista genéw wybrana do weryfikacji NGS wraz wartosciami logFC dla
analizowanych poréwnan.

Poréwnanic | UNTNVs | UNT Hvs | VINNvs V\'/'\I'NN+VS V\'/'\IINH+VS |—\|/c|:ngr\|

VINN | VINH | VINH | e coy | WVINS

HCQH

GEN logFC

HMOX1 - - 1.2180525 | -1.8417840 | -1.9718104 | 1.0880261
PLK1 2.3507553 1.7983372 - 2.6166054 2.6170064 -
VEGFC - - - -1.7163169 | -1.8014721 -
CDC20 2.4358042 1.7456581 - 3.7111716 3.5057908 -
BMP2 - - - -2.9143188 | -2.5699410 -
NEK?2 2.4009681 1.4989703 - 5.4474088 4.2922403 -
IGFBP3 - - - 2.0916807 1.2793047 -
GTSE1 2.2347258 1.5722936 - 41924723 3.6822209 -
C3 13.6974079 | -3.9013487 i i i i
ROBOL | -1.0666916 | -1.6564867 i i i i
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Analiza ekspresji gendw metoda RT-PCR potwierdzita wyniki otrzymane dla
genow HMOX1, PLK1, VEGFC, CDC20, BMP2, iGFBP3, GTSE1l oraz ROBO1
(Fig. 56A-C, G, H, J). Dla genéow NEK2 i C3 zaobserwowano tendencje wzrostowe
wskazujgce na taki sam kierunek zmian jak w analizach NGS (Fig. 56 F,I).
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Figura 56. Analiza ekspresji genéw wybranych do weryfikacji NGS

Analiza ekspresji genow A. HMOX1, B. PLK-1, C.VEGFC, D. CDC20, E. BMP2, F. NEK2,
G. IGFBP3, H.GTSEL, I. C3 i J. ROBO-1. Wartosci przedstawiono jako warto$¢ wzgledna
w prownaniu do ekspresji genu referencyjnego GAPDH. Kazdy slupek przedstawia $rednig
warto$¢ dla n=3 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

127



8.3. Whplyw inhibicji autofagii na proces starzenia indukowanego chemioterapia

1n vivo

Eksperymenty przeprowadzone in vitro wykazaly, ze stosujac chemioterapi¢
mozna zaindukowac¢ proces starzenia zarowno W ludzkich jak i w mysich komoérkach
raka nerki, a pulsacyjne zahamowanie autofagii promuje ucieczke od starzenia, gdzie w
hipoksji efekt byt przyspieszony. W celu weryfikacji tych obserwacji przeprowadzono
analizy in vivo z wykorzystaniem syngenicznego modelu mysiego. Do eksperymentu
wykorzystano myszy szczepu Balb/c, samce w wieku 8-tygodni. Do eksperymentu
wykorzystano 52 osobniki.

8.3.1. Opracowanie @ modelu  starzenia  komdrkowego indukowanego
chemioterapig in vivo

Gléwnym zalozeniem tych eksperymentow bylo opracowanie modelu
eksperymentalnego najblizszego warunkom klinicznym, ktéry umozliwitby
prowadzenie badan nad starzeniem komoérkowym indukowanym chemioterapia in vivo.

Guzy u myszy indukowano z uzyciem komoérek mysiego raka nerki - RenCa.
Komorki wstrzyknigto myszom podskornie, W okolice goérng grzbietowa W ilosci
100 000. Pierwsze mierzalne guzy zaobserwowano 15 dni od rozpoczgcia
eksperymentu. Wzrost guza zaobserwowano u wszystkich myszy z wyjatkiem jedne;j.

Leczenie rozpoczeto po tym jak u wiekszosci myszy guzy byly wyczuwalne
palpacyjnie. Zwierzgta poddano dwuetapowemu leczeniu. W pierwszym tygodniu
pierwszego etapu leczenia wszystkie myszy otrzymaty leczenie VIN w dawce 0.5
mg/kg. Lek podawany byt myszom codziennie przez 5 dni, po ktorych nastgpita 3-
dniowa przerwa w leczeniu. W drugim tygodniu, dawka VIN zostala zmniejszona do
0.38 mg/kg. Schemat leczenia pozostat taki sam jak w tygodniu pierwszym. Okres
leczenia w pierwszym etapie trwal w sumie 16 dni. W tym czasie od dnia 10 do dnia 21
zaobserwowano stabilny przyrost objetosci guza. Od dnia 21 do dnia 26 objetosci guza
nie zmienialy si¢, co sugerowalo zahamowanie jego wzrostu na skutek dziatania

chemioterapii i wynikajacej z tego indukcji starzenia (Fig. 57).
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Figura 57. HCQ nie wplywa na tempo wzrostu guza.

Obserwacje dotyczace objetosci guza rozpoczeto od dnia nastrzyknigcia myszy (dzien 0).
Obserwacje kontynuowano do dnia 31. Do dnia 24 przedstawiono $rednig dla objgtosci
guzow wszystkich osobnikow bioragcych udziat w eksperymencie. W dniu 26 myszy
zrandomizowano do dwoch grup. W dniach 26-31 przedstawiono wyniki pomiaréw objetosci
guzow dla dwoch grup VIN NaCl i VIN HCQ. W dniu 31 zakonczono podawanie lekow. Kazdy
punkt przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 5 + SEM.

W zwigzku z widocznym zahamowaniem przyrostu objgtosci guzow w dniu 26
zwierzeta zrandomizowano do dwoch grup VIN NaCl i VIN HCQ w celu zbadania
wplywu zahamowania autofagii na starzenie in vivo (Fig. 57).

Do grupy VIN NaCl zrandomizowano 12 osobnikow. Badania pilotazowe
wykazaly, ze zaprzestanie leczenia VIN spowodowato gwattowny rozrost guza. W celu
uniknigcia tego zjawiska we wilasciwym eksperymencie, leczenie VIN prowadzono
przez caly czas trwania eksperymentu, przy czym dawke zmniejszono do 0.3 mg/kg.
W zalozeniu dawka ta miata spowolni¢ proliferacj¢ 1 rozrost guza. Grupa VIN NaCl
stanowita grupe kontrolna.

Do drugiej grupy, VIN HCQ, zrandomizowano 15 osobnikow. Dla myszy,
oprocz wspomnianego wczesnie] leczenia VIN w dawce 0.3 mg/kg, podano takze
inhibitor autofagii, HCQ, w dawce 30 mg/kg. Celem tej grupy bylo zbadanie, czy
zahamowanie autofagii moze wptywac ucieczke komorek nowotworowych od starzenia

i/lub na tempo wzrostu guza.
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Leczenie w drugim etapie trwato do dnia 31. Guzy zwickszyly swoja wielkos¢
blisko dwukrotnie w stosunku do dnia randomizacji (Fig. 57). Po zakonczeniu
obserwacji, w dniu 35 myszy z grup VIN NaCl i VIN HCQ u$miercono.

Zaobserwowano, ze W grupie VIN HCQ $rednia obj¢tos¢ guza byta nieznacznie
wigksza niz w grupie VIN NaCl, jednak zmiany te nie byty istotne statystycznie (Fig.
56). Nie zaobserwowano takze Istotnych statystycznie réznic W $redniej masie
guzow W momencie u$miercenia zwierzat (Fig. 57). Wyniki te sugerujg, ze

zahamowanie autofagii in vivo nie wptywa na tempo wzrostu guza.
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Figura 58. Zastosowanie HCQ nie wplynelo na Srednia mase guza.

Analizie poddano guzy pobrane od zwierzat zrandomizowanych do grup VIN NaCl i VIN HCQ.
Guzy zostaly wyizolowane i zwazone po planowanej nekropsji. Kazdy stupek przedstawia
srednig warto$¢ dla n> 5 + SEM.

8.3.1.1. Kontrola wzrostu guza wiaze si¢ z zastosowaniem wysoce toksycznych
dawek chemioterapii

Wsrod badanych zwierzat wystapita ogolna wysoka $miertelnos¢. Stan zdrowia
1 dobrostan zwierzat oceniane byly przez czas trwania catego badania. U cz¢$ci zwierzat
obserwowali$my wzdecia 1 problemy z wyprdznianiem, ale nie towarzyszyty temu inne
efekty niepozadane, ktore sygnalizowalyby pogorszenie dobrostanu zwierzat. W trakcie
eksperymentu nie zaobserwowali$my spadku wagi zwierzat, zwierzeta dbaly o siebie i
byty aktywne. Nie zaobserwowano u nich zmruzenia oczu, cofnigcia wibrysow,
utrudnienia w oddychaniu oraz piloerekcji. Tylko u pojedynczych osobnikow
zaobserwowano biegunki, zmiany te jednak byly przejsciowe. Mimo tego, z grupy 52
zwierzat poddanych leczeniu, 17 zwierzat padlo przedwczesnie, przed randomizacjg i
rozpoczeciem drugiej tury leczenia. Tylko 8 zwierzat wytaczono z eksperymentu przed
randomizacjg. U zwierzat tych zaobserwowaliSmy gwaltowny rozrost guzéw, ktérych

objetos¢ byla bliska lub przekroczyta warto$¢ krytyczng 1.5 cm?®. Przekroczenie tej
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warto$ci byto kluczowym kryterium, ktoérego spetnienie klasyfikowato zwierze do
humanitarnej eutanazji.

Po randomizacji padto kolejnych 13 myszy z czego 7 zwierzat zostato wezesniej
zrandomizowanych do grupy VIN NacCl, a 6 do grupy VIN HCQ. Wysoka $miertelno$¢
1 nagromadzenie efektow ubocznych terapii bylo zwigzane najprawdopodobniej
Z intensyfikacja leczenia.

W eksperymentach pilotazowych wykorzystano dawke VIN 1.5 mg/kg, gdzie
lek podawany byl raz w tygodniu. Schemat leczenia i dawki lekow zaczerpnigte zostaty
z danych literaturowych [228, 229]. U zwierzat nie zaobserwowano
efektow ubocznych, jednak leczenie to okazalo si¢ na tyle skuteczne by zahamowac
rozrost guza. Dlatego w eksperymencie wlasciwym sumaryczng tygodniowa dawke
zwigkszono do 2.5 mg/kg, ale lek podawany byt czesciej i w nizszych dawkach [230].
Przy intensyfikacji terapii udalo si¢ spowolni¢ rozrost guzow. Wigzalo si¢ to jednak
Z wystapieniem wielu objawoéw niepozadanych u myszy, ktore zaobserwowano dopiero
pos$miertnie, po przeprowadzeniu sekcji (Tab.19).

W czasie sekcji zwierzat, ktore padly przedwczesnie (grupa zgony)
zaobserwowano zmiany i nieprawidtowosci w anatomii wielu organow (Tab. 19). U
najwigkszej ilosci zwierzat zaobserwowano przekrwienie phluc bez widocznych
objawow krwawienia (22 zwierzeta), zaburzenie perystaltyki jelit (13 zwierzat)
oraz atrofie lub znieksztatcenia §ledziony (19 zwierzat). Przekrwienia zaobserwowano
takze w takich organach jak mozg (10 zwierzat), jelita (7 zwierzat), nerki (6 zwierzat),
watroba (5 zwierzat), trzustka (3 zwierzgta) oraz zotadek (1 zwierze). Krwawienia do
czaszki wystapity u 4 myszy. U zwierzat, ktore zakonczyly eksperyment planowo
zaobserwowano mniej nieprawidlowosci. Najczgstsze byty przekrwienia ptuc, z czego
wigcej przypadkow odnotowano w grupie VIN HCQ.

Najwigcej nieprawidtowosci zaobserwowano w uktadzie pokarmowym,
w szczegolnosci w jelitach. Zmiany w jelitach nie dotyczyly tylko zaburzenia ich
perystaltyki, ktorg scharakteryzowano na podstawie nagromadzenia masy katowej
w dolnym odcinku jelita. Czgsta byla takze obecnos¢ gazdéw oraz niestrawionego
pokarmu w jelitach. W przypadku 9 zwierzat tres¢ ich jelit byla krwawa, co moze
wskazywac¢ na aktywne krwawienie do narzadu. Zaburzenia w uktadzie pokarmowym
dotyczyly tez morfologii zotadka. Poza przekrwieniem u kilku zwierzat zaobserwowano

krwawienie w zotadku lub jego atrofi¢. Zmiany te odnotowano takze u myszy ktore
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zakonczyty eksperyment planowo, jednak nie odnotowano roéznic pomigdzy grupami
VIN NaCl i VIN HCQ.

Nagromadzenie nieprawidtowosci w obrebie uktadu pokarmowego wskazuje na
to, ze zastosowana terapia miata duzy wplyw na trawienie oraz przyswajanie
sktadnikow odzywczych z pokarmu. Problemy z przyswajaniem pokarmu oraz liczne
przekrwienia, ktére wystapity na skutek stosowanej terapii moga ttumaczy¢ wysoka
Smiertelno$¢ zaobserwowang w czasie trwania eksperymentu. Ponadto analizy
posmiertne myszy z grup VIN HCQ i VIN NaCl wskazuja, ze zastosowanie HCQ nie
wptyneto w sposob znaczacy na toksyczno$¢ terapii.

Tabela 19. Podsumowanie wystapienia nieprawidlowos$ci w anatomii organéw zwierzat
bioracych udzial w eksperymencie ocenionych po§miertnie.

Objawy Zgony VIN NaCl VIN HCQ
Krwawienie do czaszKi 4 - -
Przekrwienie mézgu 10 - -
Krwawienie do pluc 2 - -
Przekrwienie ptuc 22 3 7
Krwawienie do zotadka 3 1 -
Przekrwienie zoladka 1 1 -
Atrofia zoladka 1 - 1
Zaburzenie perystaltyki jelit 13 4
Niestrawiony pokarm 9 - -
w jelitach

Przekrwienie jelit 7 1 -
Krwawa tres¢ w jelicie 8 - 1
Powietrze w jelitach 8 1 1
Krucha $ciana jelita 1 - -
Atrofia lub odksztatcenie 19 - 1
sledziony

Przekrwienie nerek 6 - 1
Przekrwienie watroby 5 1 -
Inne nieprawidtowosci watroby 7 - -
Przekrwienie trzustki 3 - 0
Inne nieprawidlowosci serca 1 - -

Brak réznic w toksycznosci pomiedzy grupami VIN NaCl i VIN HCQ
potwierdzily analizy parametrow krwi: krwinek bialych (Fig. 59A-D), krwinek
czerwonych (Fig. 59E-J) oraz plytek krwi (Fig. 59K,L). Wyniki badanych parametrow
nie odbiegaly od norm dostepnych w literaturze [231, 232]. Nie zaobserwowano tez
istotnych r6znic w masie organdow: mozgu, watroby, ptuc, nerek, serca i sledziony,

pomiedzy grupami VIN NaCl i VIN HCQ (Fig. 60). Analiza przezywalnosci w grupach
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VIN NaCl i VIN HCQ nie wykazala Zzadnych istotnych réznic statystycznych, co
wskazuje na to, ze HCQ nie wptyngto na $miertelno$¢ wsrod myszy (Fig. 61).
Podsumowujac, w czasie trwania eksperymentu nie odnotowano zmian
swiadczacych o gwaltownym pogorszeniu si¢ stanu zdrowia zwierzat. Wigkszos$¢
objawow niepozadanych odnotowano dopiero po $mierci zwierzat. Eksperymenty

wykazaly, ze leczenie HCQ nie wptywa na toksycznosc¢ terapii w czasie jej trwania.
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Figura 59. HCQ nie wplywa na parametry krwi.

Analiza populacji parametroéw krwi zostata wykonana przy uzyciu urzadzenia ABC VET.
Wykresy przedstawiajg odpowiednio: A. ilos¢ wszystkich biatych krwinek (WBC), B. udziat
procentowy monocytow, C. udzial procentowy limfocytow oraz D. udzial procentowy
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granulocytow; E. catkowita objetos¢ krwinek czerwonych (RBC), F. hematokryt (HCT), G.
hemoglobing catkowita (HGB), H. stgzenie hemoglobiny w krwince (MCHC), i. rozktad
objetosci erytrocytow (RDW) oraz J. srednig objeto$é krwinek czerwonych (MCV). K. $rednig
wielkos¢ plytek krwi (MPV) oraz L. poziom plytek krwi (PLT). Kazdy stupek przedstawia
srednig warto$¢ dla n> 5 = SEM.
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Figura 60. HCQ nie wplywa na mase¢ organow myszy.
Na wykresach przedstawiono odpowiednio masy: A. mézgu, B. watroby, C. ptuc, D. nerek, E.

serca i F. sledziony. Organy zostaly zwazone po przeprowadzeniu planowej nekropsji. Kazdy
stupek przedstawia srednig warto$¢ dla n> 5 £ SEM.
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Figura 61. Zastosowanie HCQ nie wptywa na przezywalnos¢ zwierzat.

Krzywa przezywalnosci Kaplana-Meiera. W analizie przezywalno$ci poréwnano grupy
zwierzat VIN NaCl oraz VIN HCQ od dnia randomizacji (26) do dnia 35, w ktorym
przeprowadzono ostatnie nekropsje. Wykres nie uwzglednia zwierzat, ktore zakonczyty
eksperyment planowo.

8.3.1.2. HCQ aktywuje autofagie in vivo

Analizy in vitro wykazaly, ze w komorkach poddanych indukcji starzenia
dochodzi do aktywacji autofagii, a samo zahamowanie autofagii przy uzyciu HCQ
prowadzito do blokady przeptywu autofagicznego. W celu zbadania czy dziatanie HCQ
wplyneto na aktywno$¢ autofagii w guzach wykonano analizy ekspresji biatek
zwigzanych ztym procesem: p62, LC3B, ATGS5 oraz p-S6. HCQ nie wplynelo na
ekspresje p62 (Fig. 62A,B), ale wptyneto zwigkszenie stosunku izoform 16 kDa do 18
kDa biatka LC3B (Fig. 62A,C). Sugeruje to, ze w grupie VIN HCQ doszto do aktywacji

autofagii.
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Figura 62. Farmakologiczna inhibicja autofagii wptywa na aktywacje autofagii ale nie na
aktywnos¢ lizosomalna.

Analize ekspresji biatek p62, LC3B, p-S6, ATGS5 wykonano metodg Western Blot. Jako biatko
referencyjne wykorzystano GAPDH A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot
przedstawiajace ekspresje biatek p62, LC3B, p-S6, ATGS. GAPDH uzyto jako biatka
referencyjnego. B. Wzgledna ekspresja biatka p62; C. Stosunek wzglednych wartosci dwoch
form biatka LC3B (16/18). D. Wzgledna ekspresja biatka ATGS. E. Wzgledna ekspresja biatka
p-S6; F. Sekrecja katepsyny S zmierzona metodg ELISA. Wartosci wzglednych ekspres;ji
badanych biatek wyrazaja stosunek warto$ci, uzyskanych poprzez analiz¢ densytometryczna,
bialek badanych do biatka referencyjnego, GAPDH. Kazdy stupek przedstawia srednig warto$¢
dlan>5+ SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

W celu zbadania czy aktywacja autofagii mogtaby by¢ wynikiem zmian na
wczesnych etapach tego procesu, wykonano analize ekspresji bialka ATGS,
zaangazowanego W proces tworzenia autofagosomu. Nie zaobserwowano zadnych

roznic ekspresji ATGS5 pomigdzy grupami co sugeruje, ze zmiany w aktywnoS$ci

136



autofagii sg wynikiem zmian wystepujacych na pozniejszych etapach tego procesu, co
potwierdza dziatanie HCQ (Fig. 62A,E).

W celu sprawdzenia czy, tak jak w przypadku eksperymentow in Vvitro,
aktywacja autofagii koreluje z zahamowaniem dzialania mTOR, wykonano analize
ekspresji p-S6. Analizy in vivo wykazaty, ze w grupie VIN HCQ poziom ekspresji tego
biatka nie zmienia si¢ (Fig. 62A,D), co wskazuje na brak zmian w aktywacji mTOR.

Analizy in vitro wykazaly, ze farmakologiczne zahamowanie autofagii nie tylko
prowadzi do blokady przeptywu autofagicznego, ale wzmaga tez aktywno$¢
lizosomalng co przejawiato si¢ podwyzszonym poziomem sekrecji katepsyny S. in vivo
nie zaobserwowano zmian w poziomie produkcji katepsyny S co sugeruje, ze modulacja
autofagii nie zwicksza aktywnosci lizosomalnej komorek w guzie (Fig. 62F).

Podsumowujac, HCQ wptyneto tylko na zwigkszenie stosunku LC3-I1/I,
swiadczy to o zwickszonej formacji autofagosomow. Pozostate badane markery nie

zmienity si¢, co wskazuje, ze regulacja autofagii nie zostata zaburzona.

8.3.2. Starzenie jest indukowane in vivo

Glownym celem eksperymentow na zwierzgtach bylo zbadanie czy
zastosowanie chemioterapii in vivo moze powodowac starzenie komorkowe.

W celu zbadania czy w guzach obecne byty komoérki TIS wykonano barwienia
histochemiczne skrawkow guzow na aktywnos$é SA-B-Gal. W celu potwierdzenia czy
barwienie bylo specyficzne wykonano barwienia pozytywne i negatywne, gdzie
w barwieniu negatywnym do mieszaniny reakcyjnej nie dodano X-Gal. Wyniki analizy
przedstawione na figurze 63 wykazaty, ze w obu grupach, w wigkszosci zbadanych
guzéw, obecne byly fragmenty tkanki SA-B-Gal pozytywnej, co wskazuje na indukcje
starzenia. Miedzy badanymi grupami nie odnotowano jednak istotnych roznic
w powierzchni SA- B-Gal pozytywnej, co wskazuje, ze HCQ nie wptywa na starzenie

komorek in vivo.
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Figura 63. HCQ nie wplywa na wielok§¢ powierzchni tkanki SA-B-Gal pozytywnej
w guzach in vivo.

Analiza aktywnos$ci SA-B-Gal zostala wykonanana na preparatch histologicznych
przygotowanych z tkanki guza. A. Analiza liczbowa powierzchni tkanki SA-B-Gal pozytywnej
wyrazona jako procent powierzchni preparatu. Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla
n> 5+ SEM. B. Zdjecia reprezentatywne przedstawiajace barwienie pozytywne oraz barwienie
negatywne tego samego preaparatu. Preparaty zostaly wybarwione metodg histochemiczng
w obecnosci lub bez substratu SA-B-Galu. Zdjecia wykonano w $wietle przechodzagcym. Skala
50 pm.

In vitro zaobserwowano, ze indukcja starzenia komorkowego oraz zahamowanie
autofagii w znaczacy sposob wplywaja na zmiany w SASP. W celu potwierdzenia, czy
zastosowana terapia mogta wptyna¢ na ekspresje cytokin w analizie poddano wczesniej
testowane in vitro cytokiny: IL-8, VEGF-A, osteopontyne i IGFBP-3. Ponadto,
przeprowadzono analiz¢ produkcji FGF23 oraz ICAM-1. Analizy wykazaly, ze
jedynymi cytokinami, ktorych sekrecja roznila si¢ miedzy grupami sg IL-8
oraz osteopontyna. W obu przypadkach ich sekrecja wzrosta po leczeniu HCQ (Fig. 64
AB).
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Figura 64. Sekrecja IL-8 i osteopontyny wzrasta po leczeniu HCQ.

Wyniki analizy produkcji wybranych czynnikow SASP w lizatach biatkowych guzow
wykonana metodg ELISA: A. IL-8; B. Osteopontyna; C. IGFBP-3; D. VEGF-A; E. FGF23; F.I-
CAM 1. Kazdy shlupek przedstawia $rednig wartos¢ dla n> 5 = SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01,
*** - P<0.001.

Podsumowujgc, w guzach potwierdzono indukcj¢ starzenia in vivo. HCQ nie
wplywa na powierzchni¢ tkanek SA-B-Gal pozytywnych, ale promuje produkcje
czynnikow SASP, IL-8 i osteopontyny. Poniewaz podwyzszong sekrecje tych cytokin
zaobserwowano w komorkach raka nerki uciekajacych od starzenia i generujacych
komorki potomne in vitro, mozna przypuszczac, ze HCQ promuje ucieczkg od starzenia

in vivo.
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8.3.3. HCQ nie wplywa na proliferacj¢, ale promuje wyjscie z blokady cyklu
komorkowego oraz tendencje do aktywacji Smierci komérkowej w guzach

Poniewaz starzenie komoérkowe jest Scisle zwigzane zregulacja cyklu
komorkowego, w dalszych eksperymentach wykonano analizy ekspresji cyklin
zwigzanych z jego regulacja: p-cdc2 oraz cykliny B, oraz analiz¢ ilo§ciowa komorek
aktywnie proliferujacych. Pomigdzy grupa VIN NaCl i VIN HCQ nie zaobserwowano
zadnych istotnych réznic w ekspresji obu biatek (Fig. 65A-C).

W celu przeprowadzenia analizy ilosciowej komorek aktywnie proliferujacych
na skrawkach guzow wykonano barwienie immunofluorescencyjne na obecnos¢ Ki67.
Ki67 jest obecne we wszystkich komoérkach bedacych w fazach czynnych cyklu
komorkowego (G1, S, G2 oraz M). Na podstawie przeprowadzonej analizy wykazano,
ze $rednia ilos¢ komorek Ki67 nie zmienia si¢ po leczeniu HCQ (Fig. 65D-E). Wskazuje

to, ze HCQ nie wptyngto na proliferacj¢ komorek w guzie.
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Figura 65. HCQ nie wplywa na proliferacje komorek w guzach in vivo.
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Analize ekspresji biatlek p-cdc2 oraz cyklina B wykonano metoda Western Blot. A.
Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek p-cdc2 i cyklina
B. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego. Wartosci wzglednych ekspresji badanych biatek
wyrazaja stosunek wartosci biatek badanych do biatka referencyjnego, GAPDH. B. Wzgledna
ekspresja biatka p-cdc2, C. Wzgledna ekspresja biatka Cyklina B. D. Analiza odsetka komodrek
Ki67 pozytywnych wyrazona jako procent wszystkich komorek. Kazdy stupek przedstawia
$rednig warto$¢ dla n> 5 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001. E. Reprezentatywne
zdjecia przedstawiajace wynik barwienia immunofluorescyjnego wykrywajacego biatko Ki67
(kolor pomaranczowy, AF 555) oraz obraz jader komoérkowych (kolor niebieski, Hoechst
33324). Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Do obserwacji jader
komoérkowych wykorzystano uktad filtrow o parametrach EX 385+10 nm, BP 405 nm, EM
425415 nm. Do obserwacji Ki67 wykorzystano uktad filtrow o parametrach EX 545.5+12.5 nm,
BP 570 nm, EM 605435 nm. Warto$¢ skali: 50 pm.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono analize ekspresji bialek zwigzanych
Z inhibicja cyklu komorkowego metoda Western Blot: pl16, p21 oraz p53. W przypadku
p21 zaobserwowano tylko tendencje wzrostowa po leczeniu HCQ (Fig. 66A,B), i nie
zaobserwowano roznic W ekspresji p53 (Fig. 66A,C). W grupie VIN HCQ ekspresja
p16 bylta nizsza w porownaniu do grupy VIN NaCl (Fig. 66A,D).

W celu sprawdzenia, czy zaaplikowana terapia mogla wplynaé¢ na $mierc
komorkows, wykonano analize ekspresji cigtej formy biatka PARP-1, markera
apoptozy. W grupie VIN HCQ analiza ekspresji cigtej formy biatka wykazata trend
wzrostowy w poréwnaniu do grupy VIN NaCl (Fig. 66A,D), co sugeruje indukcj¢
apoptozy.

Podsumowujac, HCQ nie wplyng¢lo istotnie na proliferacje komorek w guzie.
Obnizona ekspresja pl6 moze wskazywac¢ na wczesne oznaki ucieczki od starzenia
zalezng od szlaku pl6/p-Rb. Wymaga to jednak potwierdzenia, w dlugotrwatych

eksperymentach na wigkszych grupach zwierzat.
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Figura 66. HCQ hamuje ekspresje p16 in vivo.

Analize ekspresji biatek p21, p53 oraz p16 wykonano metoda Western Blot. A. Reprezentacyjne
wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek p16, p21 i p53. GAPDH uzyto
jako biatka referencyjnego. Wartos$ci wzglednych ekspresji badanych biatek wyrazaja stosunek
warto$ci biatek badanych do biatka referencyjnego, GAPDH. B. Wzgledna ekspresja biatka
p21, C. Wzgledna ekspresja biatka p53, D. Wzgledna ekspresja biatka pl6, E. Wzgledna
ekspresja cietej formy PARP-1, Kazdy stupek przedstawia $rednig warto$¢ dla n> 5 = SEM. * -
P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001.

83.4. HCQ nie wplywa na mikrosrodowisko guzow poza odpowiedzia
antyoksydacyjng

W celu oceny czy HCQ wplywa na mikrosrodowisko guza przeprowadzono
analizy ekspresji markerow stresu oksydacyjnego, EMT, macierzystosci, hipoks;ji i
odpowiedzi immunologicznej.

W ramach oceny aktywacji stresu oksydacyjnego wykonano analizy ekspresji

biatlek oksygenaza hemowa 1 (ang. Heme Oxgenase 1, HO-1) oraz peroksydaza
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glutationowa 1 (ang. Gluthatione peroxidase 1, GpX1). Leczenie HCQ nie wplyngto na
ekspresj¢ HO-1 (Fig. 67A,B), ale zwigkszyto ekspresj¢ biatka GpX1 (Fig. 67 A,C).
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Figura 67. HCQ promuje ekspresje GpXl in vivo.

Analize ekspresji biatek HO-1 oraz GpX1 wykonano metoda Western Blot. A. Reprezentacyjne
wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje biatek pl16, p21 i p53. GAPDH uzyto
jako bialka referencyjnego. Wartosci wzglednych ekspresji badanych biatek wyrazajg stosunek
wartoéci biatka badanego do GAPDH. B. Wzgledna ekspresja biatka HO-1. B. Wzgledna
ekspresja biatka GpX1, Kazdy stupek przedstawia srednig warto$¢ dla n> 5 + SEM. * - P<0.05,
** . P<0.01, *** - P<0.001.

Analizy ekspresji E-kadheryny, wimentyny i SNAIL wykazaty, ze HCQ nie
wptywa na EMT (Fig. 68; 69 A-C). HCQ nie wplynglo tez na badane markery
macierzystosci, Nanog i ALDHIA1 (Fig. 69A,D,E). Nie zaobserwowano zmian w
ekspresji biatek HIF-1a 1 HIF-2a co wskazuje na brak wptywu HCQ na hipoksje (Fig.
70). Zahamowanie autofagii nie wplyneto tez na odpowiedZ immunologiczng i
limfangiogeneze, na co wskazuje brak réznicy w ekspresji markerow CD45 i Lyve-1
(Fig. 71).

Podsumowujac, zastosowane leczenie z uzyciem HCQ nie wplynelo na
wickszo$§¢ badanych paramentow mikrosrodowiska guza, takich jak EMT,

macierzystos¢, hipoksja czy odpowiedz immunologiczna. Odnotowano jedynie wyzsza

ekspresje biatka GpX1, co wskazuje na aktywacje odpowiedzi antyoksydacyjnej.
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Jadro komérkowe
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Figura 68. HCQ nie wplywa na ekspresje¢ markerow EMT.

A. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce wynik barwienia immunofluorescyjnego
wykrywajacego Dbiatko E-Kadheryna (kolor pomaranczowy, AF555) oraz obraz jader
komorkowych (kolor niebieski, HOECHST 33342). Wartos¢ skali: 50 um B. Wynik pomiaru
sredniego poziomu fluorescencji biatka E-Kadheryna wyrazonego jako warto$¢ wzgledna.
Wynik fluorescencji biatka badanego poréwnano do fluorescencji jader komorkowych; C.
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Wynik pomiaru $redniego poziomu fluorescencji biatka wimentyna wyrazonego jako warto$¢
wzgledna. Wynik fluorescencji biatka badanego poréwnano do fluorescencji jader
komorkowych Kazdy stupek przedstawia §rednig warto$¢ dla n> 5 £ SEM. * - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001. D. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce wynik barwienia
immunofluorescyjnego wykrywajacego biatko wimentyna (kolor pomaranczowy, AF555)
oraz obraz jader komorkowych (kolor niebieski, Hoechst 33342). Wartos¢ skali: 50 um Zdjecia
dla obu barwien wykonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego. Do obserwacji jader
komoérkowych wykorzystano uktad filtrow o parametrach EX 385+10 nm, BP 405 nm, EM
425+15 nm. Do obserwacji CD45 wykorzystano uktad filtrow o parametrach EX 545.5+12.5
nm, BP 570 nm, EM 605+35 nm.
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Figura 69. HCQ nie wplywa na ekspresje markeréw EMT i macierzystosci in vivo.
Analize ekspresji bialek E-Kadheryna, SNAIL, ALDH1Al i NANOG wykonano metoda
Western Blot. A. Reprezentacyjne wyniki analizy Western Blot przedstawiajace ekspresje
biatek E-Kadheryna, SNAIL, ALDH1AL i NANOG. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego.
Wartosci wzglednych ekspresji badanych biatek wyrazajg stosunek warto$ci, biatek badanych
do biatka referencyjnego, GAPDH. B. Wzgledna ekspresja biatka E-Kadheryna C. Wzgledna
ekspresja biatka SNAIL, D. Wzgledna ekspresja biatka ALDH1A1, E. Wzgledna ekspresja
biatka Nanog. Kazdy stupek przedstawia $rednig warto§¢ dla n> 5 + SEM.* - P<0.05, ** -
P<0.01, *** - P<0.001.
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Jadro komérkowe
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Figura 70. HCQ nie wplywa na poziom ekspresji markerow hipoksji.

A. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce wynik barwienia immunofluorescyjnego
wykrywajacego biatko HIF-2a (kolor pomaranczowy, AF555) oraz obraz jader komérkowych
(kolor niebieski, Hoechst 33342). Zdjecia wykonano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego. Do obserwacji jader komorkowych wykorzystano uktad filtrow o
parametrach EX 385+10 nm, BP 405 nm, EM 425+15 nm. Do obserwacji HIF-2a wykorzystano
uktad filtréw o parametrach EX 545.5+12.5 nm, BP 570 nm, EM 605£35 nm. Warto$¢ skali: 50
pm B. Wynik pomiaru $redniego poziomu fluorescencji biatka HIF-2a wyrazonego jako
warto$¢ wzgledna. Wynik fluorescencji biatka badanego porownano do fluorescencji jader
komorkowych. C. Wzgledna ekspresja biatka HIF-la. Kazdy stupek przedstawia srednig
warto$¢ dla n> 5 + SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001. D. Reprezentatywny wynik
analizy ekspresji HIF-1a. GAPDH uzyto jako biatka referencyjnego.
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Jadro komérkowe
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Figura 71. HCQ nie wplywa na odpowiedz immunologiczna w guzach.

A. Reprezentatywne zdjgcia przedstawiajace wynik barwienia immunofluorescyjnego
wykrywajacego biatko CD45 (kolor pomaranczowy, AF555) oraz obraz jader komorkowych
(kolor niebieski, Hoechst 33342). Warto$¢ skali: 50 um B. Wynik pomiaru $redniego poziomu
fluorescencji biatka CD45 wyrazonego jako wartos¢ wzgledna. Wynik fluorescencji biatka
badanego poréwnano do fluorescencji jader komérkowych; C. Wynik pomiaru $redniego
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poziomu fluorescencji biatka Lyve-1 wyrazonego jako warto$¢ wzgledna. Wynik fluorescencji
biatka badanego porownano do fluorescencji jader komorkowych Kazdy stupek przedstawia
srednig warto$¢ dla n> 5 +£ SEM. * - P<0.05, ** - P<0.01, *** - P<0.001. D. Reprezentatywne
zdjecia przedstawiajgce wynik barwienia immunofluorescyjnego wykrywajacego biatko Lyve-
1 (kolor pomaranczowy, AF555) oraz obraz jader komoérkowych (kolor niebieski, Hoechst
33342). Wartos¢ skali: 50 um Zdjgcia dla obu barwien wykonano przy uzyciu mikroskopu
fluorescencyjnego. Do obserwacji jader komorkowych wykorzystano uktad filtrow o
parametrach EX 385+10 nm, BP 405 nm, EM 425+15 nm. Do obserwacji CD45 wykorzystano
uktad filtrow o parametrach EX 545.5+12.5 nm, BP 570 nm, EM 605+35 nm.
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9. Dyskusja

Raki nerki charakteryzujg si¢ duza opornoscia na chemoterapeutyki, co
ogranicza ich zastosowanie w terapii neoadiuwantowej i adiuwantowej [24, 25].
Przypuszczamy, ze jednym z mechanizméw odpowiedzialnych za to zjawisko moze by¢
starzenie komorkowe. Podstawowa definicjg starzenia jest nicodwracalne zatrzymanie
progresji cyklu komorkowego 1 zahamowanie podziatu komorki. Pierwsze odkrycia
opisywaly starzenie jako zjawisko zwigzane z limitem replikacyjnym wystepujacym
w niezmienionych nowotworowo komorkach [80, 81]. Obecnie wiadomo, ze
przedwczesne starzenie moze by¢ indukowane w wyniku ekspozycji komoérek na
czynniki stresowe, takie jak chemioterapia 1 radioterapia, takze w komodrkach
nowotworowych [64]. Mechanizmy prowadzace do indukcji starzenia w wyniku
dziatania chemioterapii sa dobrze poznane i opisane, ale w niewielu badaniach bierze
si¢ pod uwage wplyw niedotlenienia na ten proces [199, 233]. Nikt tez do tej pory nie
zglebil zagadnienia indukcji starzenia w RCC pod wplywem geno 1 cytotoksycznej
chemioterapii.

Poniewaz w wyniku starzenia dochodzi do niecodwracalnej blokady cyklu
komoérkowego, przez wiele lat zjawisko to uwazane bylo za pozadany efekt
terapeutyczny, sprzyjajacy zahamowaniu progresji choroby nowotworowej [64].
Okazato si¢ jednak, Zze obecno$¢ starych komoérek w guzie wiaze si¢ znizszg
przezywalnoscig pacjentow, wtym chorych na RCC [65, 234]. Wiadomo, zZe
dhugotrwata obecnos$¢ komorek TIS w guzie promuje progresje 1 agresywnos¢ choroby
glownie poprzez wydzielanie czynnikow SASP. SASP wplywa zar6wno na sasiadujace,
niezmienione starzeniowo komodrki nowotworowe oraz komoérki mikro$rodowiska
guza, promujac stan zapalny, angiogeneze oraz parakrynnie indukujgc starzenie.
Ponadto, SASP moze przyczynia¢ si¢ do tworzenia przerzutow [123]. Coraz czg¢sciej
mowi si¢ tez o zdolnosci komorek TIS do odzyskiwania potencjatu proliferacyjnego,
przez co moga przyczyniac si¢ do repopulacji i wznowy guza [134, 135, 235]. Komorki
TIS sa niewrazliwe na chemoterapeutyki geno — i cytoksyczne, skuteczne w komorkach
aktywnie proliferujacych. W zwigzku z tym, kluczowym jest opracowanie terapii
umozliwiajacych selektywna eliminacj¢ starych komorek nowotworowych [158].

Rola autofagii w starzeniu komoérek nowotworowych jest wcigz
niekonkluzywna [157, 226]. Podejrzewa si¢, ze autofagia moze odgrywac istotng role
w przezyciu komorek starych, a takze w aktywizacji ich podziatow [214, 236].

Zahamowanie autofagii w hipoksji moze tez hamowac ucieczke od starzenia
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indukowang terapiami genotoksycznymi [199]. Z tego powodu jej kontrola wydaje sie
atrakcyjnym celem dla terapii senolitycznych. Istnieja jednak doniesienia wskazujace,
ze krotkotrwate zahamowanie autofagii w warunkach noromoksji nie powoduje $mierci
komorek TIS, a w dtugoterminowej perspektywie przyspiesza powstawanie komorek
potomnych, takze in vivo [135]. Dlatego fundamentalne znaczenie ma ustalenie, czy
w warunkach zblizonych do faktycznego mikrosrodowiska guza, np. w niedotlenieniu,
kontrola autofagii w starych komorkach raka nerki jest mozliwa i czy moze wplyna¢ na
ich potencjat proliferacyjny i/lub ich §mier¢.

W niniejszej pracy wykazano ze: 1) komorki raka nerki ulegajg starzeniu pod
wptywem chemoterapeutykow, gdzie wykazaty si¢ one szczegdlng wrazliwoscig na
dzialanie winblastyny; 2) Hipoksja nie wplywa w znaczacy sposéb na indukcje
starzenia komorek ludzkiego raka nerki o zmutowanym biatku pVHL; 3) Analizy NGS
wykazaly, ze pod wpltywem indukcji starzenia w komorkach dochodzi do aktywacji
szlakéw zwigzanych z przewodzeniem aksonow i neuroaktywnej interakcji ligand-
receptor, wczesniej niezidentyfikowanych w starzeniu; 4) Genetyczna modulacja
wczesnych etapow autofagii nie wptywa na proliferacje i aktywno$¢ metaboliczng
komorek poddanych indukcji starzenia; 5) HCQ nie dziata selektywnie na komorki TIS;
6) Hipoksja przyspiesza ucieczke od starzenia pod wptywem inhibicji autofagii in vitro;
7) Analizy NGS pozwolity na wyodrgbnienie grupy 67 gendw, ktorych ekspresja rdzni
si¢ pomiedzy komorkami uciekajgcymi od starzenia hodowanymi w normoksji i w
hipoksji, co moze pozwoli¢ zidentyfikowaé procesy odpowiedzialne za szybsza
generacj¢ komorek potomnych w niedotlenieniu; 8) Komorki nowotworowe ulegaja
starzeniu pod wptywem winblastyny in vivo, a 9) zahamowanie autofagii nie wptywa
na ekspresj¢ markeréw EMT, hipoksji, odpowiedzi immunologicznej i macierzystosci
in vivo w perspektywie krotkoterminowej, ale 8) promuja sekrecj¢ czynnikow SASP,
IL-8 i osteopontyny, co korelowalo ze spadkiem ekspresji p16 i wzrostem ekspresji
GpX1. Zmiany te wskazuja, ze zahamowanie autofagii moze przyspieszac ucieczke od

starzenia in vivo.

Wykazano, ze ludzkie (RCC4) i mysie (RenCa) komorki ulegaja starzeniu
komorkowemu pod wptywem VIN, GEM i 5-FU, ale z r6znym skutkiem. Najsilniejszy
efekt prostarzeniowy w obu liniach uzyskano po zastosowaniu trucizny mikrotubul,
VIN. W mniejszym stopniu indukcje starzenia zaobserwowano po leczeniu

genotoksycznym GEM. W ludzkiej linii, niezalezniec od warunkow tlenowych, po
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inkubacji z obydwoma lekami zaobserwowano zwigkszenie populacji komorek, ktore
wykazaly si¢ aktywnos$cia SA-B-Gal, a efekt ten byt dawko zalezny. W odréznieniu od
GEM po leczeniu VIN zaobserwowano istotnie statystyczng akumulacje komorek
powickszonych i granularnych. Najmniej zmian $wiadczacych o starzeniu w ludzKiej
linii komorkowej zaobserwowano po leczeniu genotoksycznym 5-FU. Podobnie w raku
phuca, zaobserwowano, ze zastosowanie trucizn mikrotubul, winorelbiny i docetakselu,
miato wigkszy prostarzeniowy efekt niezaleznie od warunkéw tlenowych, niz
zastosowanie genotoksycznej cisplatyny [199]. Wyniki te przeczg danym wskazujgcym,
ze trucizny mikrotubul indukujg starzenie w mniejszym stopniu niz terapie
genotoksyczne [97, 237].

VIN blokuje podzial mitotyczny komoérki na etapie przej$cia z anafazy do
metafazy [238]. Mechanizm dziatania VIN zalezy w glownej mierze od jej stezenia.
W niskich stezeniach hamuje proces aktywnego wydhuzania i skracania mikrotubul, a
w wigkszych stezeniach prowadzi do depolimeryzacji i zmniejszenia masy mikrotubul
[239]. W komorkach raka nerki traktowanie VIN wigzato si¢ z blokadg komorek w fazie
G2/M, akumulacjg komoérek poliploidalnych 1 nadekspresja zaréwno p53 jak 1 p2l
W sposob dawko-zalezny. Analizy NGS przeprowadzone 4 dni po traktowaniu VIN
wykazaty, tez ze wwyniku indukcji starzenia doszlo do deregulacji
szlakow zwigzanych z cyklem komorkowym. Wsr6d gendw o obnizonej ekspresji po
traktowaniu VIN zidentyfikowano geny zwigzane z regulacja cytokinezy, takich jak
AURKA, AURKB, AURKC oraz PIK1, co wskazuje, ze w komorkach raka nerki mogto
doj$¢ do nieprawidtowosci w podziatach mitotycznych. Mogto to prowadzi¢ do
defektow w funkcjonowaniu centrosomu, powstawaniu wrzeciona kariokinetycznego,
segregacji chromosomow i samej cytokinezy [240]. Kinazy te ulegaja ekspres;ji gtbwnie
w czasie tranzycji z fazy G2 do M [241, 242]. Wskazuje to, ze w wyniku traktowania
VIN doszto do katastrofy mitotycznej, wynikiem ktoérej byla indukcja starzenia.
Indukcje starzenia w wyniku blokady mitozy potwierdzaja tez prace innych
zespotow badawczych [243-246].

Blokada mitozy moze prowadzi¢ do endoreplikacji, czyli mitozy, ktorej
nastepstwem nie jest podziat komoérki. To moze prowadzi¢ do $mierci komorki lub
starzenia [247]. W komorkach raka szyjki macicy ekspresja p21 chronita komorki przed
apoptoza i promowata endoreplikacje. W tym samym czasie w komoérkach o obnizonej
ekspresji p21 VIN indukowata $§mier¢ komérkowa [248]. Badania prowadzone na raku

ptuca wykazaly, ze utrata sygnalizacji kinaz Aurora prowadzi do endoreplikacji i
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generacji komorek poliploidalnych, PGCC [249]. Zahamowanie Kkinaz Aurora
poprzez zastosowanie specyficznego inhibitora MLN8237 w komorkach czerniaka
doprowadzito do indukcji starzenia oraz poliploidyzacji nie przyczyniajac si¢ przy tym
do indukcji $mierci komorkowej [250]. W ludzkich komorkach raka nerki doszto do
poliploidyzacji co moze by¢ bezposrednim efektem blokady mitozy. Poliploidyzacja
moze prowadzi¢ do powstawania komdrek PGCC, ktoére charakteryzuja si¢ zdolnos$cia
do produkcji komoérek potomnych. Wyniki te sugeruja, ze stosowanie toksyn
mikrotubul moze przyczynia¢ si¢ do powstawania komorek starych o wysokim ryzyku
wznowy podziatow. Hipoteza ta wymaga jednak potwierdzenia w badaniach
prowadzonych w perspektywie dlugoterminowe;.

Komorki ludzkiego raka nerki wykazaty sie¢ wysoka opornoscia na dziatanie 5-
FU. Traktowanie tym lekiem doprowadzito do akumulacji komorek SA-B-Gal
pozytywnych w mniejszym stopniu niz po VIN oraz obnizenia ekspresji biatek
regulujacych cykl komorkowy p-cdc2 i pRb. Po traktowaniu 5-FU nie zaobserwowano
znacznej akumulacji komorek granularnych i powigkszonych. Nie zaobserwowano tez
znaczacych zmian w ekspresji molekularnych markerow starzenia: p21 i p53. Inkubacja
z 5-FU nie promowata tez na sekrecje czynnikow SASP, co zaobserwowano po
traktowaniu VIN. Guo i in. wskazali, ze komorki raka jelita grubego, 0
chemoodpornosci nabytej, charakteryzuja si¢ spowolnieniem cyklu komoérkowego i
obnizeniem fosforylacja biatka Rb, ktérym nie towarzyszyta nadekspresja p21, czy p53
[251]. Bojko i in. wykazano, ze w kilku typach nowotworéw 5-FU, mimo zwigkszonej
aktywnos$ci SA-B-Gal 1 zwigkszonej ekspresji p21, hamuje wzrost komorek, ale nie
generuje starzenia [252]. Wyniki te potwierdzaja, ze w ludzkiej linii raka nerki nie
doszto do indukc;ji starzenia w wyniku traktowania 5-FU.

5-FU dziala poprzez hamowania dziatania syntazy tymidylanowej (TS).
Metabolity 5-FU majg ponadto zdolno$¢ do wbudowywania si¢ do DNA i RNA.
W efekcie jego dziatania dochodzi do uszkodzenia podwdjnej lub pojedynczej nici
DNA, ktére moga prowadzi¢ do aktywacji DDR 1 blokady cyklu komorkowego [30].
Oporno$¢ linit RCC4 na 5-FU moze by¢ zwigzana z brakiem funkcjonalnego biatka
pVHL, co wigze si¢ z rozwojem ,,pseudohipoksji”. ,,Pseudohipoksja’ to stan, w ktoérym
nie dochodzi do poliubikwitynizacji biatka HIF-a i jego proteasomalnej degradacji, co
w konsekwencji prowadzi do akumulacji i stabilizacji czynnikow HIF-a niezaleznie od
stezenia tlenu [253-255]. Komorki nerwiaka zarodkowego (neuroblastomy) [256], raka
jelita grubego [257] oraz raka watroby [258] wykazywaly wicksza oporno$¢ na
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dziatanie 5-FU w hipoksji. Zahamowanie aktywnosci HIF1-a przyczynia si¢ do
uwrazliwienia komorek raka jelita grubego na dziatanie 5-FU. W warunkach hipoksji
obniza si¢ poziom syntazy tymidylanowej [258], co wiaze si¢ z wyzsza opornoscia na
dziatanie 5-FU [259] i nizszg liczbg uszkodzen DNA [258], niewystarczajgca do
efektywnej aktywacji maszynerii DDR i promoc;ji starzenia. Ponadto, brak TS wigze si¢
z zahamowaniem syntezy DNA, co ttumaczy spadek populacji komorek RCC4 w fazie
S. W raku jelita grubego zaobserwowano, ze 5-FU indukowato proces starzenia dopiero
po Kkilku cyklach leczenia  w poréwnaniu do innych testowanych
lekow genotoksycznych [134]. Sugeruje to, ze w komorkach raka nerki, o
niefunkcjonalnym pVHL, uszkodzenia wywotane przez inkubacj¢ z 5-FU byty na tyle
istotne by wstrzyma¢ podzial komorek, jednak nie byl to wystarczajacy sygnat do
indukcji starzenia. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan oceniajacych zmiany w
uszkodzeniach DNA pomig¢dzy komorkami traktowanymi 5-FU 1 komoérkami starymi
indukowanymi do starzenia innym lekiem genotoksycznym.

W odroéznieniu od ludzkiej linii, komoérki RenCa w mniejszym stopniu ulegaty
starzeniu w hipoksji niz w normoksji. W warunkach niedotlenienia dochodzi do
stabilizacji i aktywacji czynnika HIF1-a [260], ktory, jak udowodniono w mysich
embrionalnych fibroblastach, jest glownym czynnikiem chronigcym komorki przed
starzeniem, a jego brak zwigksza wrazliwos¢ komorek na indukcje TIS w wyniku
dziatania radioterapii [261]. HIF1l-a hamuje ekspresj¢ bialek p53 i p2l [262].
W eksperymentach prowadzonych na komorkach kostniakomigsaka potwierdzono, ze
brak HIF1-a promuje blokade cyklu komdrkowego i nadekspresje biatek p53 i p21
[263]. W komorkach raka ptuca i raka jelita grubego zaobserwowano nizszg ekspresj¢
p21 1 p53, w komodrkach hipoksyjnych w poréwaniu do komorek hodowanych w
normoksji. Zmiany te korelowaly z ucieczka od starzenia[199]. Szlak p53/p21 jest
kluczowy w indukcji blokady cyklu komorkowego, a jego ekspresja jest w gtdownej
mierze regulowana przez maszyneri¢ DDR [103]. W ludzkich i mysich fibroblastach
zaobserwowano, ze w warunkach obnizonego stezenia tlenu komorki doswiadezyty
mniejszej ilosci uszkodzen DNA niz w normoksji [264]. W macierzystych komoérkach
mezenchymalnych, aktywacja biatka TWIST przez HIF-1a, prowadzi do usunigcia
czynnika transkrypcyjnego E2F z regionu promotora genu kodujgcego p21. Przyczynia
si¢ to do zahamowania ekspresji p21 [265]. Ekspresja p21 i p53 jest takze regulowana
przez czynnik hamowania migracji (ang. Migration Inhibitory Factor, MIF). MIF jest
jednym z genoéw, ktorego transkrypcja jest aktywowana przez HIF-1a [261]. Ponadto
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sam czynnik pVHL moze wptywaé na ekspresje¢ bialek zwigzanych ze starzeniem.
Utrata pVHL prowadzi do destabilizacji aktywnosci p53, co w konsekwencji prowadzi
do aktywacji ekspresji p21 w warunkach normoksji [263]. Wigkszo$¢ przedstawionych
danych wskazuje, ze akumulacja HIF-la ogranicza indukcje starzenia w wyniku
dziatania lekow genotoksycznych. W naszych badaniach wykazalismy, ze obecno$¢
niefunkcjonalnego pVHL nie wptywa na indukcje¢ starzenia wynikajaca z blokady
mitozy w komodrkach ludzkiego raka nerki. Jednak to czy moze by¢ to efekt zwigzany z
potencjalng akumulacjg HIF-1a, czy tez w tym procesie uczestniczg inne mechanizmy,
wymaga przeprowadzenia dalszych analiz. Analizy wielkoskalowe, takie jak NGS
umozliwiajg identyfikacje pojedynczych genow i szlakow, ktorych aktywno$¢ ulega
zmianie w kluczowych procesach biologicznych i fizjologicznych.

NGS jest metoda, ktéra umozliwita nam gleboka analiz¢ genow, ktérych
ekspresja ulegta zmianie w wyniku indukcji starzenia w komorkach o niefunkcjonalnym
pVHL. Przeprowadzone analizy wykazaty, ze w wyniku indukcji starzenia poza
zmianami w szlakach powszechnie kojarzonych zregulacja proliferacji i naprawy
DNA, doszto do aktywacji szlakow przewodzenia aksonow oraz szlaku zwigzanego
z neuroaktywna interakcjg ligand-receptor. Do szlaku przewodzenia aksonow zalicza
si¢ trzy gléwne grupy biatek: semaforyny, netryny orazbiatka macierzy
zewnatrzkomorkowej, SLIT. Biatka te odgrywaja kluczowa rolg w rozwoju aksonéw i
migracji neurondéw, przyczyniajac si¢ do rozwoju uktadu nerwowego [266].
W komorkach RCC4 traktowanych VIN odnotowano nadekspresje zaréwno semaforyn
jak i biatek zwigzanych ze szlakiem SLIT/ROBO. Biatka SLIT (SLIT1, SLIT2i SLIT3)
to rodzina wydzielanych biatek, ktore uczestnicza W interakcjach migdzy komoérkami a
ich srodowiskiem poprzez sygnalizacj¢ za posrednictwem receptorow ROBO (ROBO1,
ROBO2, ROBO3i ROBO4). Wykazano, ze szlak sygnatowy SLIT/ROBO bierze udziat
W neurogenezie oraz w tworzeniu uktadu naczyniowego [267]. Aktywacji $ciezki
SLIT/ROBO moze promowaé¢ rozw¢j fenotypu macierzystego co wykazano
w komorkach raka piersi [268], oraz hamowac proliferacj¢ komdrek nowotworowych
[269]. Semaforyny to duza rodzina biatek regulujacych sygnaty rozwojowe. Czasteczki
te kontrolujg komunikacj¢ komorka-komoérka, migracje komorek, inwazje | przerzuty,
angiogeneze oraz reakcje zapalne. Coraz wiecej dowodow wskazuje, ze semaforyny
mozna uzna¢ za nowe biomarkery kliniczne raka, zwlaszcza do przewidywania
przezycia pacjentow i ich odpowiedzi na terapi¢ [270]. Do tej pory w raku nerki

odnotowano podwyzszong ekspresje tylko dwoch semaforyn Sema5B [271]
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oraz Sema6C [272], ktorych nadekspresje zaobserowowano takze po traktowaniu VIN.
Tak jak w przypadku szlaku SLIT/ROBO, takze w przypadku semaforyn dotad nie
opisano ich roli w starzeniu. Szenajch i in. przeprowadzili analizy NGS na komoérkach
raka jajnika w ktorych wyindukowano oporno$¢ na paklitaksel, zwigzek stabilizujacy
mikrotubule. Analizy te wykazaty, ze zmianie ekspresji ulegalty geny zwigzane migdzy
innymi z rozwojem uktadu nerwowego. Zaobserwowane zmiany byly gradacyjne, to
znaczy, ze im wyzszg opornoscig na lek wykazywaly si¢ komorki, tym odnotowywano
bardziej istotne zmiany ekspresji badanych gendéw. W swojej pracy badacze
zidentyfikowali m.in. geny z grupy semaforyn oraz gen SLITRK5 (ang. SLIT and
NTRK-like protein-5) [273]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy po raz pierwszy
wykazaty, ze w wyniku indukcji starzenia w komorkach nowotworowych dochodzi do
aktywacji ekspresji gendow przypisanych do szlakéw przewodzenia aksondéw oraz
z neuroaktywng interakcja ligand-receptor. Zbadanie ich roli w procesie indukcji
starzenia moze okazac¢ si¢ kluczowe w lepszym zrozumieniu tego zjawiska, szczeg6lnie
w kontekScie jego roli jako mechanizmu przyczyniajacego si¢ chemoopornosci.
Ponadto, badania nad tymi mechanizmami mogg przyczyni¢ si¢ do opracowania

nowych strategii terapeutycznych, w tym potencjalnych terapii senolitycznych.

Leki o dziataniu senolitycznym, to zwiazki, ktoérych dziatanie opiera si¢ na
selektywnej eliminacji komorek starych [274]. Jednym z mechanizméw, ktorego
modulacja mogtaby mie¢ efekt senolityczny jest autofagia. [124, 174]. W celu ustalenia,
czy zastosowanie takiej strategii mogtoby okazac si¢ skuteczne w komoérkach raka nerki
ulegajacych starzeniu, w pierwszej kolejno$ci przeprowadzono analizy aktywnosci
autofagii komorkach traktowanych VIN oraz 5-FU. Wykazano, ze leczenie VIN
rownoczesnie z akumulacja komorek starych promowata aktywacje autofagii
w komoérkach RCC4 co wykazal wyzszy stosunek form LC3-II do LC3-1 zaréwno
w normoksji jak i w hipoksji. Role aktywacji autofagii w procesie indukcji starzenia
potwierdza fakt, ze po leczeniu 5-FU nie zaobserwowano podobnych zmian w stosunku
LC3-11/LC3-1, co szto w parze z brakiem znaczacych zmian $wiadczacych o indukcji
starzenia. Aktywacje autofagii w komorkach TIS zaobserwowano tez w komorkach
raka jelita grubego i raka piersi [135, 214].

Aktywacja autofagii wydaje si¢ by¢ $cisle zwigzana z mechanizmem dziatania
VIN. Wczesne prace wykazaly, ze zwigzek ten promuje akumulacje autofagosomow

[275]. VIN wptywajac na mikrotubule hamuje transport pecherzykowy, przyczyniajac
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si¢ do blokady fuzji autofagosomow i lizosoméw, a co za tym idzie do deregulacji
przeptywu autofagicznego [276, 277]. W komoérkach RCC4 dochodzito do degradacji
autofagolizosomow po traktowaniu VIN o czym $wiadczyt obnizony poziom p62.
Ponadto, w komorkach raka nerki zaobserwowano zwigkszong sekrecje katepsyny-S,
ktora odgrywa istotng role w procesie fuzji autofagosomow i lizosomow [225]. Zmiany
te wskazuja, ze w komorkach raka nerki w wyniku traktowania VIN doszto do aktywacji
autofagii, a jej przeplyw nie zostat zahamowany. Aktywacje autofagii i prawidlowy
przebieg autofagiczny wraz z akumulacjg komoérek SA-B-Gal pozytywnych
zaobserwowano tez w komorkach raka ptuca poddanych radioterapii [278]. Co wigcej,
wyciszenie p62 indukuje fenotyp starzeniowy [279]. Aktywnos$¢ p62 jest zwigzana
z zahamowaniem szlaku mTOR [280]. Kompleks MTORC1, odgrywa kluczowa rolg
w regulacji procesu autofagii, gdzie zahamowanie jego aktywnosci wigze si¢ Z
aktywacjg autofagii [279]. W swojej pracy Duran i in. potwierdzili, ze p62 odgrywa
kluczowa rolg w regulacji aktywacji kompleksu MTORC1 [281]. W komorkach raka
nerki w wyniku indukcji starzenia doszto do zahamowania szlaku mTOR 0 czym
Swiadczyla obnizona ekspresja p-S6, glownego efektora szlaku mTOR,
oraz zwigkszona aktywno§¢ PTEN, ktéry jest negatywnym regulatorem PI3K/Akt.
Potwierdza to, ze aktywacja autofagii w komorkach raka nerki traktowanych VIN jest
regulowana przez zahamowanie aktywnosci szlaku mTOR. Podsumowujac,
w komorkach raka nerki zaobserowano, ze W wyniku traktowania VIN dochodzi
zarébwno do aktywacji TIS jak i autofagii.

To czy autofagia odgrywa role w procesie indukcji starzenia pozostaje kwestig
nierozwigzang [124]. Istnieja doniesiena wskazujace, ze zahamowanie autofagii na jej
wczesnych etapach moze promowac indukcj¢ starzenia [282]. Jej aktywacja jest tez
kluczowa w procesie indukcji starzenia w wyniku radioterapii [283]. W niniejszej pracy
wykazano, ze inhibicja genéw odpowiedzialnych za inicjacje autofagii
oraz formowanie autofagoforu (ATG5, ATG7, Becnl oraz ULK-1) nie wptyneta na
proliferacje oraz aktywno$¢ metaboliczng komorek traktowanych VIN i 5-FU. Wynika
z tego, ze zahamowanie etapu inicjacji autofagii w komorkach raka nerki poprzez
wyciszenie pojedynczych gendw autofagicznych nie jest czynnikiem limitujagcym
w indukcji starzenia. Brak wptywu modulacji procesu inicjacji autofagii na rozwoj
starzenia wykazali tez Saleh i in.. Zaobserwowali, ze wyciszenie ATGS nie wplywa na
indukcje, ani podtrzymanie starzenia w komorkach nowotworowych [284]. W swojej

pracy Olszewska i in. wykazali, ze genetyczna modyfikacja autofagii przez wyciszenie
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ATG5, ATG7 i Becnl w niewielkim stopniu wptyneta na aktywnos$¢ metaboliczna,
proliferacj¢ i liczebno$¢ komorek raka ptuca [199]. Z kolei w komorkach raka piersi
wyciszenie genow ATGS 1 ATG7 spowolnito rozwdj starzenia pod wplywem
adriamycyny [285]. Zaobserwowano tez, ze wyciszenie gendéw autofagicznych nie
wplyneto na ekspresje biatek LC3-11/1 oraz p62 [284]. Nalezy jednak bra¢ pod uwage,
ze brak ekspresji jednego genu autofagicznego moze by¢ kompensowany przez inne
biatka ATG co w swojej pracy sugerowali Xu i in. [286]. W zwiazku z tym zagadnienie
hamowaia wczesnych etapow autofagii wymaga dalszych badan uwzgledniajacych
wyciszenie wigcej niz jednego genu zwigzanego z tym procesem.

Poniewaz inhibicja autofagii wydaje si¢ nie wpltywa¢ na proces indukcji
starzenia, postawiono teze, ze moze ona przyczynia¢ si¢ do utrzymania fenotypu
starzeniowego. W zwigzku z tym przeprowadzono analizy z wykorzystaniem
inhibitoréw p6znej autofagii BafAl i HCQ. Inkubacji z inhibitorami poddano komorki
raka nerki wczesniej traktowane VIN lub 5-FU. W pierwszej kolejnosci porowano
efektywnos¢ obu inhibitorow. Oba leki wplyngly na obnizenie aktywnosci
metabolicznej 1 proliferacji badanych komorek. Zaobserwowano, ze komorki
traktowane VIN byly wrazliwe zaréwno na BafAl i HCQ. Pod wplywem HCQ
odnotowano akumulacj¢ komoérek apoptotycznych oraz zmiany wskazujace na blokade
cyklu komoérkowego. Podobny efekt zaobserwowano w fibroblastach, w ktérych
starzenie bylo indukowane przez mutacje BRAF-V600, po zastosowaniu CQ i g-
Strofantyny, posrednio wptywajacej na autofagie. CQ nie dziatal jednak na komorki TIS
indukowane etopozydem [287]. Mutacja BRAF-V600 prowadzi do odwracalnej
blokady cytokinezy spowodowanej inhibicja ekspresji genu AURKB [288], co moze
przyczynia¢ si¢ do poliploidyzacji. Obnizenie ekspresji kinaz Aurora oraz
poliploidyzacje odnotowano tez po leczeniu VIN w ludzkiej linit RCC4. Sugeruje to, ze
poliploidyzacja moze odgrywac istotng rol¢ w odpowiedzi na dziatanie inhibitorow
autofagii. Z drugiej strony komorki raka jelita grubego i glejaka, ktore w wyniku
traktowania doksorubicyng ulegly starzeniu i poliploidyzacji wykazaty si¢ wyzsza
opornoscig na dzialanie BafA 1, niz komorki nietraktowane. W aktywnie proliferujacych
fibroblastach CQ miato efekt cytostatyczny [287]. W komorkach nietraktowanych raka
nerki zaobserwowano efekt cytotoksyczny i blokade cyklu komoérkowego pod
wplywem HCQ, tak jak w przypadku komorek traktowanych VIN. Analizy gestosci
hodowli wykazaly, Zze efekt cytotoksyczny byl bardziej znaczacy w komorkach

nietraktowanych niz w komorkach traktowanych VIN. Sugeruje to, ze zmiany
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zaobserwowane w hodowlach inkubowanych z VIN, nie dotyczyt komorek TIS, ale
komorek, ktore nie ulegly starzeniu, a byly caly czas obecne w hodowli. Podobne
whnioski wysuneli badacze oceniajacy efekt BafA 1 na komorki raka jelita grubego [135].
Wskazuje to, ze HCQ nie ma dziatania senolitycznego.

HCQ nieznacznie wptyngto na komorki traktowane 5-FU, ktére nie ulegly
starzeniu, ale byly zablokowane w cyklu komérkowym. Komorki te okazaty si¢ z kolei
wrazliwe na dziatanie BafA1, jednak wniosek ten jest wyciggniety tylko na podstawie
przeprowadzonych analiz proliferacji i aktywnos$ci metabolicznej. W swojej pracy Was
11in. wykazli, ze komorki traktowane oksaliplatyna, ktore nie wykazywaly cech indukcji
starzenia odpowiedzialy na inhibicj¢ autofagii, o czym $wiadczyt spadek liczby kolonii
tworzonych przez komorki traktowane BafAl. W komoérkach tych nie odnotowano
aktywacji autofagii, w odroznieniu do komorek traktowanych doksorubicyng i
irinotekanem, ktore okazaty si¢ oporne na dziatanie BafA1 [135]. Z kolei w komdrkach
raka nerki traktowanych 5-FU zaobserwowano spadki ekspresji p62, sugerujace
aktywacje¢ autofagii. Nie zaobserwowano w nich jednak zmian w stosunku LC3-I1/I, co
wskazuje na brak generacji autofagosomow. Was i in. w swojej pracy zasugerowali, ze
wysoka aktywnos$¢ autofagii moze hamowac dzialanie inhibitora BafAl. Wyniki
przedstawione w tej pracy potwierdzajg t¢ teze.

Po zastosowaniu HCQ zaobserwowano zmiany wskazujace na ucieczke od
starzenia, takie jak spadek ekspresji p21 i p53. Analizy morfologii jader komoérkowych
wykazaly, ze w hipoksji zwiekszyta si¢ populacja komoérek o normalnych jadrach
komoérkowych. Obserwacje te sugeruja ucieczke od blokdy cyklu komoérkowego 1
generacje komorek potomnych. Ucieczke od starzenia i generacj¢ komorek potomnych
w wyniku zahamowania autofagii zaobserwowano tez we wcze$niej wspomnianych
badniach prowadzonych na raku jelita grubego [135]. W normoksji zahamowanie
autofagii spowolnito ucieczke od starzenia komoérek TIS indukowanych doksorubicyna.
W warunkach in vivo z kolei efekt ten byt odwrotny, gdzie to komorki traktowane
BafA1l generowaly guz szybciej niz komorki nietraktowane inhibitorem [135]. W obu
przypadkach w hodowlach obserwowane byly komorki poliploidalne. Depoliplidyzacje
powigzano z generacjg komorek potomnych przez komorki stare, w Kilku typach
nowotworow [28, 145, 289]. W RCC4 zaobserwowano, ze generacji komorek o
normalnej morfologii komorek, towarzyszyt spadek liczby komorek o jadrach
paczkujacych. Paczkowanie jest jednym z proponowanych podziatdéw amitotycznych

niewymagajacych utworzenia wrzeciona kariokinetycznego [148, 290, 291]. O tym, ze
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generacja ~ komorek  potomnych  nie  jest  wynikiem  prawidlowych
podzialow mitotycznych $§wiadcza tez wyniki analiz NGS. Wykazaty one, ze po
traktowaniu HCQ w komorkach starych dochodzi do zahamowania ekspresji
gendw zwigzanych z proliferacja i replikacja DNA. Dodatkowo wraz zahamowaniem
prawidlowego  przeptywu  autofagicznego  zmniejszyta  si¢  aktywacja
szlakow zwigzanych znaprawg DNA, co moze wskazywaé¢ na akumulacje jego
uszkodzen w komorkach. Obserwacje takie poczyniono w raku piersi [214]. To w jaki
sposob zahamowanie autofagii wplywa na generacj¢ komorek potomnych i dlaczego
niedotlenienie przyspiesza ten proces nie jest do konca zrozumiate. Przedstawione w
pracy wyniki wskazuja jednak na kilka mechanizméw, ktéore moga regulowaé ten
proces.

Pojawienie si¢ komorek potomnych w hipoksji korelowato z blokada
przeptywu autofagicznego. Nieprawidlowos$ci ~ w przeplywie  autofagicznym
odnotowano tez w normoksji, jednak zmiany te byty mniej istotne niz w niedotlenieniu.
Blokade przeptywu autofagicznego zaobserwowano, przy roéwnoczesnym spadku
odsetka komorek poliploidalnych takze w komorkach raka piersi [214]. Almacellas i in.
udowodnili, ze prawidlowy przeptyw autofagii jest wymagany do zahamowania
prawidtowej segregacji chromosomoéw W czasie podziatow komorkowych. Autorzy nie
wskazuja jednak, czy zaobserwowane przez nich zaburzenia moga wplywaé na
depoliploidyzacj¢ [292]. Co wigcej, w raku piersi odnotowano, ze poziom autofagii
w komorkach potomnych wraca do poziomu bazowego, cechujagcego komorki
nietraktowane [214]. Wyniki te sugeruja, ze to zahamowanie przeptywu autofagicznego
jest bezposrednig przyczyna indukcji podziatlow amitotycznych. To, w jaki sposob
regulacja autofagii wptywa na podziaty amitotyczne nadal pozostaje bez odpowiedzi.
Zahamowanie przeptywu autofagicznego moze generowal stres, prowadzacy do
Smierci czesci komorek. W komorkach raka jelita grubego, zaobserwowano, ze
traktowanie BafAl generuje poliploidyzacje komoérek TIS [135]. W raku nerki nie
zaobserwowali$my takich zmian. R6znica ta moze wynika¢ z dlugos$ci czasu trwania
eksperymentu. W naszych badaniach prowadziliSmy eksperymenty krotkotrwate,
trwajagce maksymalnie 11 dni, gdy w przypadku raka jelita grubego zmiany
obserwowano przez 25 dni. W raku nerki zaobserwowano, ze bezposrednio po
traktowaniu HCQ aktywno$¢ lizosomalna spada, ale juz po dwoch dniach od usunigcia
inhibitora poziom ten wzrasta. Podobny efekt zaobserwowano po traktowaniu starych

komorek raka jelita grubego BafA 1 [135]. Sugeruje to, ze usuni¢cie inhibitora powoduje
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kompensacyjng reaktywacje autofagii, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
depoliploidyzacji. Z drugiej strony White-Gilbertson i in. zaobserwowali, ze generacja
komorek potomnych jest zalezna od aktywnosci lizosomalnego enzymu, ceramidazy
ASAHI, a jego inhibicja wptywa na deregulacj¢ metabolizmu cholesterolu, lipidu z
grupy steroidow [293]. W komoérkach raka nerki na podstawie analizy NGS
odnotowano, ze HCQ promuje ekspresje genu ASAH2 oraz aktywuje S$ciezke
pierwotnej biosyntezy kwasow zotciowych. Kwasy zoélciowe sg rozpuszczalnymi
pochodnymi cholesterolu [294]. Lipidy odgrywaja kluczowsa role w regulacji struktury
blony lipidowej oraz metabolizmu komorek starych [295]. Na tej podstawie mozna
przypuszczaé, ze w depoliploidyzacji komorek raka nerki kluczowa role moze takze
odgrywaé metabolizm cholesterolu i reaktywacja lizosomow. Hipoteza ta wymaga
jednak dalszych analiz.

W RCC4 indukowanych do starzenia zaobserwowano istotnic wyzsza sekrecje
SASP: VEGF-A, IL-8 oraz osteopontyny. Zmiany w wigkszosci przypadkow byty
bardziej istotne w hipoksji, gdzie odnotowano generacj¢ komoérek potomnych. Podobny
efekt zaobserwowano po traktowaniu starych komorek HCT116 BafAl, gdzie
odnotowano wyzsza sekrecj¢ czynnikow IL-8 i VEGF wraz z ucieczkg od starzenia
[135]. Jedynie w przypadku IGFBP-3, zaobserwowano spadek sekrecji w wyniku
dziatania HCQ, zarowno w normoksji i hipoksji. Spadek ekspresji tego genu
zaobserwowano takze wramach analiz NGS i potwierdzono w ramach
eksperymentow weryfikujacych. Kim i in. w swojej pracy zaobserwowali, ze ekspresja
IGFBP-3, spadata wraz z ucieczka od starzenia replikacyjnego komoérek endotelialnych.
W swojej pracy badacze wykazali tez, ze IGFBP-3 powoduje starzenie zalezne od p53
[296]. Co wigcej, istnieja badania wskazujace, ze IGFBP-3 reguluje process autofagii
[297]. W przedstawionych badaniach zaobserwowano, ze sekrecja IGFBP-3 wzrastata
wraz z aktywnoscig autofagii, ale w momencie kiedy doszto do zahamowania jego
przeplywu jego ekspresja spadata. Sugeruje to, ze IGFBP-3 moze by¢ jednym
z czynnikow regulujacych proces ucieczki od starzenia. Weryfikacja tego wniosku
wymaga jednak dalszych badan i weryfikacji.

Osteopontyna, ktorej ekspresja po zahamowaniu autofagii wzrosta w hipoksji
jest chemoking, ktorej ekspresja jest podwyzszona w wielu typach nowotworow w tym
RCC [298], gdzie wykazano, ze jej nadekspresja wigze si¢ z nizszg przezywalnoscia
pacjentow [299, 300]. Promocj¢ fenotypu macierzystego pod wpltywem tej chemokiny

odnotowano tez w raku trzustki [301] oraz raka jajnika [302]. W komorkach glejaka
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wielopostaciowego udowodniono, ze wyciszenie osteopontyny hamuje zdolnosé
komorek do inicjacji nowotworowej [303]. Nadekspresja tej chemokiny zwigzana jest
Z aktywacja autofagii w wyniku glodzenia, i na odwr6t, nadekspresja osteopontyny
promuje aktywacje autofagii w raku watroby [304]. W raku watroby zaobserwowano,
ze nadekspresja  osteopontyny promuje rozw6j fenotypu macierzystego
poprzez aktywacje szlaku avB3—NFxB—HIF-1o [305]. Analizy NGS wykazatly, ze
W komorkach raka nerki dochodzi do nadekspresji genow zwigzanych ze szlakiem
NFxB w wyniku zahamowania autofagii. Szlak NF«xB odgrywa kluczowg role
w regulacji sekrecji SASP [306]. Podobnie jak w przypadku osteopontyny, wyciszenie
ekspresji NFkB prowadzito do utraty cech macierzystosci przez komorki raka phuca
[307] orazraka jelita grubego [308]. Nadekspresje¢ markeréw macierzystosci
zaobserwowano w komorkach raka ptluca [199] oraz komorkach raka jelita grubego
[134, 135] indukowanych do TIS. W przypadku komorek raka jelita grubego
nadekspresje tych markerow zaobserwowano rownolegle z ucieczka od starzenia i
generacjag komorek potomnych [134, 135]. Wzmozona sekrecja osteopontyny
oraz nadekspresja genow szlaku NFxB w komorkach RCC4 w hipoksji sugeruje
indukcje fenotypu macierzystego w odpowiedzi na modulacje autofagii z uzyciem
HCQ. Zjawisko to mogtoby ttumaczy¢ dlaczego w hipoksji zaobserwowano komorki
potomne, gdy w normoksji zaobserwowano tylko zmiany molekularne wskazujace na
ucieczke od starzenia. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych badan w celu potwierdzenia
ekspresji markeré6w macierzystosci w komorkach raka nerki traktowanych VIN po
leczeniu HCQ.

Analizy NGS pozwolily tez na wytypowanie niewielkiej grupy genow, ktorych
ekspresja roznita si¢ w komorkach uciekajacych od starzenia hodowanych w noroksji
oraz w hipoksji. Wérod nich odnotowano tylko cztery geny kodujace biatka, ktorych
ekspresja byta nizsza w hipoksji: HMOX1, KLRG1, H3C10 oraz PSAT1. Nie sg to
biatka powszechnie wigzane z funkcjonowaniem komoérek nowotworowych czy
depoliploidyzacja. Roznice w ich ekspresji moga tlumaczy¢, dlaczego niedotlenienie
przyspieszyto ucieczke od starzenia pod wplywem inhibicji autofagii.

HMOX1, jest genem kodujagcym oksygenaz¢ hemowsg (HO-1). HO-1 jest
enzymem odgrywajacym kluczowg role w katabolizmie hemu do biliwerdyny, tlenku
wegla (CO) oraz jonow zelaza Fe?*. Ekspresja HO-1 jest aktywowana w odpowiedzi na
stres oksydacyjny wywolany np. przez niedotlenienie. Spadek ekspresji tego genu

odnotowano takze w wyniku indukcji starzenia. Spadek ekspresji HO-1 w wyniku
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indukcji TIS zaobserwowano tez w komorkach raka jelita grubego. W tym modelu
ucieczka od TIS 1 aktywacja EMT korelowata ze wzrost ekspresji HO-1, po
zastosowaniu zwigzku aktywujgcego stres oksydacyjny H202 [309]. Z drugiej strony,
obnizong ckspresje HO-1 zaobserwowano w réznych typach tkanek ulegajacych
starzeniu fizjologicznemu, co przyczyniato si¢ akumulacji uszkodzen wynikajacych ze
stresu oksydacyjnego oraz akumulacjg ROS [310, 311]. Podwyzszony poziom ROS
zidentyfikowano w komorkach poliploidalnych co zwigzane byto z wyzsza zdolnoscia
komorek do tumorogenezy [312]. Sugeruje to, ze komorkach poliploidalnych RCC4
mogto dojs¢ do akumulacji ROS, co moglo przyczyni¢ si¢ do ucieczki od starzenia. Z
drugiej strony zastosowanie zwigzkow antyoksydacyjnych mogloby postuzy¢ do
eliminacji starych, poliploidalnych komorek lub zapobiec ich ucieczce od starzenia.
Takie obserwacje poczyniono w komorkach raka jelita grubego, gdzie zastosowanie
antyoksydantu Trolox przyczynito si¢ do zmniejszenia populacji komorek
poliploidalnych. W komoérkach zaobserwowano, ze traktowanie antyoksydantem nie
zmniejszyto indukcji starzenia, ale komorki te charakteryzowata nizsza zdolnos¢ do
tworzenia kolonii w trakcie testu klonogenicznego, w porownaniu do komorek
leczonych tylko chemoterapeutykiem [145]. Przyspieszenie ucieczki od starzenia
zaobserwowano tez po zastosowaniu prooksydantu H.O> w komoérkach raka jelita
grubego indukowanych do starzenia przez irinotekan [309]. Wskazuje to, ze w RCC4
mogto doj§¢ do podobnych zmian. Hipoteza ta wymaga jednak dalszych analiz
gospodarki ROS w komoérkach raka nerki indukowanych do starzenia przy uzyciu VIN.

KLRGI1 ulega ekspresji na powierzchni komoérek uktadu immunologicznego,
limfocytéw T 1 komodrek NK, a jego nadekspresja uznawana jest za oznake¢ starzenia
komorek odpornosciowych [313]. Nie istnieje wiele informacji odnos$nie roli tego biatka
W progresji nowotworowej. Odnotowano, ze ekspresja KLRG1 wzrasta w probkach
ludzkich nowotworéw po zastosowaniu radioterapii, chemioterapii, immunoterapii
oraz terapii endokrynnej [314]. W komorkach raka pluca zaobserwowano, ze
wyciszenie ekspresji KLRG1 przyczynito si¢ do zwigkszenia ich proliferacji [315].
Sugeruje to, ze spadek ekspresji KLRG1 w komorkach raka nerki uciekajacych od
starzenia moze by¢ jednym z czynnikoéw regulujacych wznowe podziatow. Wymaga to
jednak dalszych badan.

PSAT1 jest aminotransferaza fosfoserynowa, regulujaca synteze seryny [316].
Nadekspresje PSAT1 zaobserwowano w raku piersi [317]oraz w raku jelita grubego

[316]. Wang 1 in. w swoich badaniach zaobserwowali, ze nadekspresja PSATI1
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prowadzita do akumulacji komoérek w fazie GO/G1 oraz spadku ekspresji cykliny D1,
kluczowej w regulacji tranzycji z fazy G1 do S [316]. Obnizenie ekspresji genu PSAT1
moze wigza¢ si¢ z ucieczky od blokady w fazie GO/G1. W komorkach traktowanych
VIN po zastosowaniu HCQ zaobserwowano spadek populacji komorek w fazie cyklu
G0/G1 w hipoksji. Moze to wskazywaé¢ na Wyciszenie PSAT1 prowadzilo tez do
obnizenia aktywnosci szlaku mTOR, o czym $wiadczyta zmniejszona fosforylacja
biatek mTOR oraz S6 [316]. W przypadku komorek raka nerki takze zaobserwowalismy
spadek ekspresji biatka p-S6 oraz ekspresji PSAT1 zaro6wno w wyniku indukcji
starzenia, jak i zahamowania autofagii, gdzie w hipoksji zmiany te byly istotnie wyzsze
niz w normoksji. Jednym z kluczowych elementéw prowadzacych do niecodwracalnego
starzenia jest aktywacja szlaku mTOR w czasie blokady cyklu komorkowego, ktora
prowadzi do gerokonwersji [107]. Obnizenie ekspresji PSAT1 moze ttumaczy¢ brak
aktywnos$ci szlaku mTOR w odpowiedzi na inkubacj¢ z VIN, a co za tym idzie
ttumaczy¢ dlaczego w komorkach raka nerki tak szybko zaobserwowano ucieczke od
starzenia.

Otrzymane wyniki in vitro, wykazaly, ze zahamowanie autofagii przyspiesza
ucieczke od starzenia. ChcieliSmy zweryfikowac te obserwacje takze w warunkach in
vivo. We wczesniejszych pracach cztonkow naszego zespotu wykazano, ze w modelu
NUDE/SCID komorki TIS traktowane BafAl znacznie szybciej generowaly guzy niz
komorki nietraktowane inhibitorem. Eksperymenty te wykorzystywaly komorki
leczone przed iniekcja do myszy. Ponadto wykorzystany szczep charakteryzuje sie
brakiem aktywnos$ci uktadu immunologicznego [135]. W celu lepszego odwzorowania
warunkéw  klinicznych, postanowiliSmy opracowa¢ model indukcji starzenia
bezposrednio w organizmie zwierzat. Ponadto zalezato nam by TME byto jak najblizsze
temu, ktore obserwowane jest u pacjentow. Z tego powodu zdecydowano o
wykorzystano modelu syngenicznego, o normalnie funkcjonujagcym uktadzie
immunologicznym. Proba opracowania modelu indukcji starzenia in  vivo
z wykorzystaniem terapii systemowej wigzala si¢ z duzymi trudno$ciami w utrzymaniu
stabilnego wzrostu guza. Na poczatku trwania eksperymentu zaobserwowano, ze wzrost
guzow byl spowolniony, ale po rozpoczeciu drugiej tury leczenia, gdzie
porownywalismy efekt HCQ do VIN, zaobserwowalismy nagty wzrost objetosci guza.
Pierwsze badania nad efektywnos$cia VIN in vivo prowadzone na myszach NMRI/SCID
1 pierwotnych ludzkich linii raka nerki wykazaly, Ze leczenie VIN nie przyczynito si¢

do zahamowaniu wzrostu guza w 3 na 4 badanych liniach komérkowych. Badacze
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zaobserwowali jednak, ze zwigkszenie dawki VIN spowalnialo wzrost guza [230].
W modelu ksenograficznym raka nerki, leczenie VIN najstabiej wptyn¢lo na wzrost
guza w poroéwnaniu do inhibitora topoizomerazy. Guzy myszy leczonych trucizng
mikrotubul byly zdecydowanie wigksze niz myszy leczonych inhibitorem
topoizomerazy. Zastosowanie VIN raz w tygodniu w dawce 2.7 mg/kg wigzato si¢ tez
znajwigksza toksyczno$cia w pordéwnaniu do innych badanych zwiazkow. O
toksycznos$ci $wiadczyt spadek wagi myszy. Efekt ten byt jednak przejsciowy, poniewaz
waga myszy wzrosta tydzien po zaprzestaniu terapii. Badacze nie badali innych
objawow niepozadanych. Odnotowali jedynie, ze zastosowane leczenie nie przyczynito
si¢ do $mierci zadnego ze zwierzat [228]. W badaniach in vivo oceniajacych skuteczno$¢
VIN i kolchicyny w leczeniu raka gruczolowego jelita grubego zaobserwowano, ze
stosowanie 10mg/kg VIN spowodowato $mier¢ 1/6 zwierzat, ktore poddano leczeniu.
Badacze nie wspominaja jednak o wystgpieniu innych objawdw niepozadanych [318].
W eksperymentach pilotazowych VIN podawali§my raz w tygodniu, zgodnie z danymi
literaturowymi. Poniewaz zalezalo nam na spowolnieniu wzrostu guza, ktora mogtaby
wskazywa¢ na rozw9j TIS, zwierzgtom podawano VIN w dawce 1.5 mg/kg. Okazato
si¢, ze zastosowane leczenie nie zahamowata wzrostu guza. U myszy nie
zaobserwowano tez objawow wskazujacych na toksyczno$¢ zastosowanego leczenia. W
zwiazku z tym, zdecydowano o czegstszym podawaniu VIN o wigkszej sumarycznej
tygodniowej dawce (maksymalnie 2.5 mg/kg). VIN podawana byla codziennie przez
okres 5 dni. W efekcie zmiany schematu terapii zaobserwowano wolniejszy wzrost
guzow w porownaniu do eksperymentow pilotazowych. Zwiekszenie dawki wigzato si¢
jednak wystapieniem problemoéw z uktadem trawiennym w postaci zapar¢ oraz wzdec.
U ludzi i innych gatunkéw zwierzat takze obserwuje si¢ podobne problemy z uktadem
trawiennym [319-321]. U pacjentow, u ktorych stosuje si¢ VIN najczesciej
wystepujacym objawem jest neutropenia, czyli obnizenie liczby granulocytow
obojetnochtonnych [319, 320, 322]. W przeprowadzonych badaniach, u myszy ktére
zakonczyly eksperyment planowo, parametry krwi nie zmienity si¢ w poréwnaniu do
danych dostgpnych w literaturze [231, 232]. Nie wiemy jednak jak i czy zmienione byty
parametry krwi zwierzat, ktore padty przed zakonczeniem eksperymentu.

Problemy trawienne ulegly ztagodnieniu po obnizeniu dawki leku w drugim i
trzecim tygodniu leczenia oraz po zastosowaniu $rodkdw zaradczych, takich jak 3-
dniowa przerwa w terapii, czy wstepna obrobka pokarmu. W czasie nekropsji, oraz

sekcji zwierzat, ktore padly w trakcie trwania eksperymentu zaobserwowali$my jednak
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krwawienia wewnetrzne i przekrwienie organow. Wystapienie krwawien moze by¢
bezposrednim wynikiem dziatania VIN. Zwigzek ten poza efektem cytotoksycznym na
komorki nowotworowe, hamuje proces angiogenezy [323], oraz obniza poziom plytek
we krwi [324], co moze przyczyniac si¢ do wystepowania krwawien u pacjentéw [325].
Uwazamy, ze istotng kwestig jest podkreslenie wszystkich obserwacji dokonanych w
czasie opisywanych eksperymentow in vivo. Nasze obserwacje moga postuzy¢ innym
zespotom probujgcym opracowac modele starzenia in vivo, do opracowania schematow
terapii o nizszej toksycznosci, ale o wyzszej skutecznosci. Opracowanie takiego modelu
pozwoli lepiej zrozumie¢ mechanike dziatania choroby pod wpltywem dziatania
stosowanej terapii u pacjentow leczonych chemoterapeutykami.

HCQ nie wplyneto na wigkszo§¢ badanych zjawisk zwigzanych z regulacja
mikrosrodowiska guza. Zaobserwowali§my jednak zmiany w pojedynczych markerach
autofagii, stresu oksydacyjnego oraz SASP. HCQ wptyne¢to na aktywacje autofagii w
guzie o czym $wiadczyt wyzszy stosunek LC3II/I. Wzrost ekspresji tego biatka moze
si¢ wigza¢ z akumulacjg autofagosomow, co jak wykazalisSmy w badaniach in vitro
koreluje z ucieczka od starzenia. HCQ nie wplyneta jednak na zmiane ekspresji
markerow proliferacji i macierzystosci, ktore moglyby potwierdzi¢ czy w guzach
dochodzito do ucieczki od starzenia. HCQ wptyneto jednak na tendencyjny wzrost
ekspresji cigtej formy PARP-1, co moze $wiadczy¢ o indukcji apoptozy. Z tymi
zmianami korelowata wyzsza ekspresja biatka antyoksydacyjnego GPX1. Nadekspresja
GpX1 moze $wiadczy¢ o aktywacji odpowiedzi na stres oksydacyjny. Jedng z jego
glownych funkcji w komodrkach jest rozktad nadtlenku wodoru (H202) [326].
Satyavarapu i in. w swojej pracy opisali niezalezng od aktywacji autofagii nadekspresje
LC3B w wyniku stresu oksydacyjnego. Zaobserwowali oni, Zze generacja ROS w
komorkach raka jajnika hamowata fuzje autofagosomow z lizosomami, prowadzac przy
tym do $mierci komoérkowej takze in vivo [327]. Co wigcej aktywacja GPX1 wiaze si¢
z indukcja ferroptozy [328]. Ferroptoza jest formg $mierci komérkowej niezaleznej od
apoptozy, w ktorej gldwna role odgrywa zelazo. Gtownym czynnikiem indukujacym ten
rodzaj $mierci komérkowej jest nagromadzenie rodnikow kwaséw ttuszczowych [329].
W analizach NGS przeprowadzonych na ludzkiej linii raka nerki zaobserwowano, ze
leczenie VIN w normoksji prowadzi do aktywacji genow zwigzanych z ferroptoza.
Aktywacja ferroptozy prowadzi do $mierci komorkowej, takze komorek starych [330].

Ponadto, uwaza sig, ze ferroptoza jest jednym z rodzajow $mierci autofagicznej [331].
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Obserwacje te wskazuja, ze zahamowanie autofagii in vivo moze indukowaé stres
prowadzacy do $mierci komdrek nowotworowych.

Leczenie HCQ spowodowato takze spadek ekspresji pl6 przy rownoczesne
zwigkszonej sekrecji cytokin IL-8 1 osteopontyny. I1-8 oraz osteopontyna uznawane sg
za markery starzenia [332]. Ich zwickszona ekspresja po leczeniu HCQ moze
wskazywaé, ze w guzach tych osobnikow populacja komoérek starych byta wigksza, lub
komorki stare wydzielaty wiecej SASP. Na podstawie analiz in vitro przeprowadzonych
na ludzkiej linii raka nerki mozna przypuszczaé, ze wzrost ekspresji tych czynnikow
wiazal si¢ z ucieczka od starzenia. Nadekspresja p16 jest jednym z markerdw starzenia.
Uwaza sie, ze biatko to odgrywa kluczowa role w utrzymaniu fenotypu starzeniowego
przez komorki[333]. Buj 1 in. w swoich badaniach zaobserwowali, ze wyciszenie p16
prowadzito do spadku produkcji SASP w tym IL-8 i korelowalo z nizszym odsetkiem
komoérek SA-B-Gal pozytywnych. Taka sama zalezno$¢ pomiedzy pl6 i SASP
odnotowano w tkankach pobranych od pacjentow. ale nie wptyngto na wielkos¢ ognisk
komorek starych [334]. W ludzkich komdrkach progenitorowych sercs zaobserwowano,
ze genetyczne wyciszenie pl6 chronito je przed indukcja starzenia. Wyciszeniu tego
genu towarzyszyta tez aktywacja odpowiedzi antyoksydacyjnej, co wigzalo si¢ z
produkcja ROS [335]. Mozna przypuszczaé, ze w przypadku badanego modelu raka
nerki in vivo spadek ekspresji pl6 po zahamowaniu autofagii mogl by¢ wcezesnym
objawem ucieczki od starzenia. Spedek ekspresji pl6 w naszym modelu in vivo
korelowal z nadekspresja biatka GpX1. Mozna przypuszczaé, ze w komorkach raka
nerki doszto do ucieczki od starzenia, a w procesie tym role mogta odgrywac¢ odpowiedz
antyoksydacyjna. W celu potwierdzenia tej hipotezy niezbedne jest wykonanie dalszych

eksperymentow, ktore badalyby efekt HCQ w perspektywie dtugoterminowe;.
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10.  Whioski

Wyniki otrzymane w ramach rozprawy doktorskiej wskazuja, ze indukcja
starzenia w raku nerki jest silnie zalezna od rodzaju czynnika cytoksycznego, na ktore
narazone s3 komorki. Najsilniejszy efekt pro-starzeniowy zaobserwowano po
zastosowaniu winblastyny, leku powodujacego blokade podziatu komorki na etapie
mitozy. Przyczynilto si¢ to generacji komodrek poliploidalnych, oraz indukcji autofagii.
Obecnos¢ niefunkcjonalnego pVHL nie wplywa na indukcje starzenia w wyniku
dziatania VIN w hipoksji. Analizy NGS potwierdzily, ze w komoérkach traktowanych
VIN dochodzi do zmiany ekspresji gendw zwiazanych z blokada progresji cyklu
komorkowego, replikacji DNA oraz destabilizacji procesu kariokinezy. Ponadto,
analizy te wykazaty, ze pod wptywem indukcji starzenia w komorkach dochodzi do
aktywacji szlakow zwigzanych z przewodzeniem aksonow i neuroaktywnej interakcji
ligand-receptor, wczesniej niezidentyfikowanych w starzeniu. Obserwacje te otwieraja
nowe perspektywy na prowadzenie badan, ktore przyczynilyby sie¢ do lepszego
Zrozumienia procesu starzenia.

Zaobserwowalismy, ze autofagia jest aktywowana w komodrkach TIS.
Wyciszenie pojedynczych gendw autofagicznych, zwigzanych ze wczesnymi etapami
autofagii, nie wptyneto na indukcje starzenia w wyniku dziatania chemoterapeutykow.
Z kolei farmakologiczna inhibicja p6znej autofagii z wykorzystaniem HCQ prowadzita
do akumulacji komoérek apoptotycznych i1 blokady cyklu, zar6wno w komorkach
traktowanych VIN jak 1 w komorkach nietraktowanych. Wskazuje to ze HCQ nie mozna
uznawaé za zwigzek o dzialaniu senolitycznym. Ponadto, zahamowanie pozZnej
autofagii promowalo ucieczke od starzenia. W hipoksji, poza spadkiem ekspres;ji
inhibitora cyklu komorkowego p21, zaobserwowano generacje¢ komorek potomnych. W
zwigzku z tym, ze komorki pozostawaly zablokowane w cyklu komoérkowym, co
potwierdzity tez analizy NGS, powstanie nowych komoérek byto najprawdopodobniej
wynikiem podziatow amitotycznych. Wyniki sekrecji cytokin oraz analiz NGS
wskazuja, ze kluczowa role w tym procesie moze odgrywac szlak zwigzany z IGFBP-
3, osteopontyna, aktywnos$¢ lizosomalna i1 gospodarka lipidow, w szczegodlnosci
cholesterolu, a takze odpowiedz antyoksydacyjna. Zbadanie tych mechanizmow
przyczyni si¢ do lepszego zrozumienia zjawiska ucieczki od starzenia, co w
perspektywie moze zaowocowaé opracowaniem nowych strategii terapeutycznych.
Ponadto, nasze podejscie pozwolitlo na identyfikacje 67 genow, ktérych ekspresja

roznita si¢ pomigdzy komodrkami uciekajgcymi od starzenia hodowanymi w normoksji
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a tymi w hipoksji. Geny te moga pomodc nam zrozumie¢ jakie procesy sa
odpowiedzialne za inicjacj¢ powstania komorek potomnych. Zahamowanie autofagii w
niedotlenieniu wptywa tez na zwigkszenie sekrecji pro-zapalnych i angiogennych
czynnikow SASP: VEGF, IL-8 oraz osteopontyny. Wyniki te otwieraja nowsg
interesujaca droge do przeprowadzenia poglebionych analiz i zrozumienia obrazu
klinicznego zjawiska ucieczki od starzenia.

Eksperymenty in vivo wykazaty, ze zastosowanie HCQ w perspektywie
krotkotrwatej terapii nie przyczynia si¢ do zwigkszenia toksycznosci leczenia
chemoterapeutykami, a jednoczenie nie wpltywa na proliferacje i cykl komoérkowy w
warunkach in vivo. Nie zmienia tez ekspresji markerow zwigzanych z procesami takimi
jak: EMT, macierzysto$¢, odpowiedZz immunologiczna, czy hipoksja. Jednak analizy
molekularne wykazaty, Ze inhibicja autofagii zwigksza sekrecj¢ czynnikow SASP, IL-8
oraz osteopontyny, co korelowato ze spadkiem ekspresji p16 i wzrostem ekspresji biatka
antyoksydacyjnego GpX1. Zmiany te sugeruja, ze w guzach moglo doj$¢ do aktywacji
procesOw odpowiedzialnych za ucieczke od starzenia. Wniosek ten wymaga jednak
potwierdzenia poprzez przeprowadzenie badan na wickszej grupie badawczej przez
dhuzszy okres czasu.

Otrzymane wyniki wskazujgce na promocj¢ ucieczki przed starzeniem poprzez
uzycie HCQ stawiaja zatem istotne pytania o konsekwencje leczenia
chemioterapeutycznego w polaczeniu z inhibitorami autofagii. Zastosowanie
inhibitorow w perspektywie dlugoterminowej moze wigzac si¢ z wigkszym ryzykiem
wznowy choroby nowotworowej. Wskazuje to na konieczno$¢ dokladnego
monitorowania pacjentow 1 ewaluacji, czy terapia taka, w perspektywie czasu, nie

przyniostaby wigcej skutkow negatywnych niz pozytywnych.
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UCHWALA NR 1184/2021
z dnia 27 kwietnia 2021r.

| Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 pkt. 1 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych
do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266) zwanej dalej ,ustawg” po rozpatrzeniu
wniosku pt. ,Rola autofagii | niedotlenienia w chemoopornosci zwiazanej ze starzeniem
komérkowym w raku ptuca i raku nerki,, z dnia 02.04.2019 r. ztoionego przez Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa zaplanowanego przez Dr
Haline Was lokalna komisja etyczna

WYRAZA ZGODE
Na przeprowadzenie doswiadczen na iwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w §, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

(=

Whiosek nalezy przypisa¢ do kategorii: Badania podstawowe.
Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: Umiarkowana
3. Doswiadczenia bedg przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkow:

mysz, liczba zwierzat 99.
4. Doéwiadczenia beda przeprowadzane przez: Halina Was, Anna Mietelska - Porowska,
Graiyna Hoser, Karolina Hajdukiewicz, Anna Kiryk — Jaskiewicz, Agata Klejman, Bartosz
Zglinicki, Dagmara Siwkowska, Agata Borkowska, Aleksandra Olszewska
Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie': 01.05.2021 - 01.10.2023 r.
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku: w: -
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza ofrodkiem w:
Uzyte do procedur zwierzgta dzikie zostang odiowione przez: -
Doswiadczenie zostanie poddane ocenie retrospektywnej.

i

L ®NO W

I Nie dtuzej nii 5 lat
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§3

Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 47.1 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r
o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266). Po
zapoznaniu sie z problematyka zawartg we wniosku komisja stwierdza, e pod wzgledem etycznym
przedstawiony wniosek spetnia zasady dopuszczenia dodwiadczen na zwierzetach. Na podstawie
art. 107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960r — Kodeks postepowania administracyjnego z
péiniejszymi zmianami (Dz. U. 2017 poz. 1257) odstapiono od sporzadzenia uzasadnienia decyzji,
gdyz uwzglednia ona w catosci zgdanie strony. ’

Niniejsza uchwata wchodzi w tycie z dniem wydania i jest waina do 01.10.2023 r.
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§4

Integralng czesé niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

| LOKALNA KOMISIA ETYCZNA
(Pieczec lokalnej komisji etyczne]) ds. Dodwiadcten na Zwirrzetach Podpisy prrewodniczacego komisji
prry Wydziale Eiologii UW

ul. 1}l Miecznikowa 1, 02096 Warszawa
tel. 022 5541018, o-mail: lkelwaw@bial uw.edu.pl %{y woold], -

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 11 2 oraz 129 & 2 ustawy 2 dnia z dnia 14 czerwca 1960 r. Kodeks
postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 = t.j.; dalej KPA) od uchwaty Lokalnej Komisjl Etyczne] strona moie wniesc,
2a |e| poirednictwem, odwolanie do Krajowe] Komisjl Etyeznej do Spraw Dodwiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia

doreczenia uchwaty.

Na podstawie art, 1273 KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwolania strona moke zrzec sie prawa do jego wnlesienla, co
nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktdra wydala uchwate. Z dniem doreczenia Lokalnej Komis]i Etyczne] odwiadczenia o
zrzeczeniu sie prawa do wniesienia odwolania przez ostatnig ze stren postgpowania, decyzja staje sie ostateczna | prawemocna,

Otrzymuje:
1) Uiytkownik,
2) Organizacja spoleczna dopuszczona do udziatu w postepowaniu (jesli dotyczy)
3 afa
Uzytkownik kopie przekazuje:
»  Osoba planujgca doswhadczenie

s Zegpdl ds. dobrostanu
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Nr whniosku

Data wplynigcia

|pieczed lokalnej komisji etycznej)

WNIOSEK O UDZIELENIE ZGODY NA PRZEPROWADZENIE
DOSWIADCZENIA NA ZWIERZETACH pt.

Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopormnosci zwigzanej ze starzeniem
komorkowym w raku pluca i raku nerki

Projekt do$wiadczenia na zwierzetach objety wnioskiem (lub jego czgéc):

» nie byl wezedniej rozpatrywany przez zadng lokalng komisj¢ etyczng ds. doswiadczed
na zwierzgtach,

1. DANE UZYTKOWNIKA

b
Nazwa uzytkownika

Instytut Biologii Doswiadczalne) im. M.
Nenckiego PAN

[Adrcs uzytkownika® |ul. L. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

(;soba do kontaktn*

Nr uzytkownika: 0005

Nazwisko: Mietelska-Porowska  [Imig: Anna Stanowisko: Specjalista 11

Telefon: F E-mail ietelska@@nencki.edu.pl
ax: - -mail: a.mietelska@nencki.edu.

22 589 25 77, 503 016 669 )

Wyrazam zgodg na dorgczanie pism zwigzanych z postgpowaniem

whniosku za pomocg poczty elektronicznej na adres: '1*“"::'“ NI

'.'.:-ﬂ ek
......... /ﬁ{1 dr bab, Agnigszka Ppbryh

(data, pieczytka imienna,
podpis kierownika jednostki)

' Niepotrzebne skreslic.

* Nalezy podad nazwe uzytkownika, z tym, #e w przypadku, gdy wiytkownikiem jest osoba fizyezna wykonyjaca
dziatalnodé gospodarces, zamiast nazwy nalegy podac jej imig i nazwisko.

' Naleky podaé adres i micjsce zamieszkania albo adres i siedzibe uzytkownika, z tym, ze w przypadku, gdy
uZytkownikiem jest osoba fizyczna wykonujgca dziatalnosé gospodarcza, zamiast adresu i migjsca zamieszkania
tej osoby — adres i miejsee wykonywania dziatalnosci, jezeli s3 inne niz adres | migjsce zamieszkania tej osoby.

* Nalezy wpisaé osobg, z ktorg ma sig kontaktowaé LKE w razie watpliwodei dotyczgeych wniosku.
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Uzytkownik: Instytut Biologil Doéwiadczalne] im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola fagii i niedotlenienia w ch $ci wi | ze starzenlem komérkawym w raku pluca | raku nerki

P '

Upowazniam panig Anng Mietelska-Porowskg do dziatania w sprawie
ww. wniosku, w tym udzielania wszelkich wyjasnien oraz reprezentowania wnioskodawcy

w postgpowaniu przed lokalng komisja etyczna ds. doﬁw:adcze'lr\“‘rtl\ﬂ! ﬂ&elﬂ;&‘l{ﬁ(‘

im. 3 Nen
P

(datal} PibefNaidiiEngz <2 DEbrzyl
podpis kierownika jednostki)

2. Dane osoby, ktéra zaplanowala i jest odpowiedzialna za przeprowadzenie

dod$wiadczenia
Nazwisko: Wa§ Imig: Halina Sanpwiskn: Sy
specjalista
Kwalifikacje Nr wyznaczenia: 5060/2019_ - '
i . ) numer certyfikatu ukonczenia | Termin wazno$ci: 2024
Planowanie do$wiadczefi saliolaia
Szkolenie®: Szkolenie dla oséb 1
odpowiedzialnych za
planowanie i wykonywanie
Wyksztatcenie: wyzsze, doktor procedur i
nauk biologicznych, specjalizacja: |do$wiadczen oraz Staz : 10 lat
biochemia u$miercajacych zwierzgta.
Polskie Towarzystwo Nauk o
Zwierzgtach Laboratoryjnych -
Pollasa 2019

Prosze o wydanie zgody na przeprowadzenie do$wiadczenia zgodnie z wnioskiem.
Zobowigzuje si¢, ze po uzyskaniu zgody na przeprowadzenie procedur przedstawionych w
tym wniosku, wykonam je zgodnie z obowigzujacym prawem oraz uchwatg komisji, majac na
wzgledzie w szczegélnoici obowiazki wynikajgce z realizacji zasad zastgpienia, ograniczenia
i udoskonalenia.

Zobowigzuje sig takze do zaniechania przeprowadzenia procedur lub ich natychmiastowego
przerwania, je$li w okresie obowiazywania zgody komisji w Unii Europejskiej zostang
zwalidowane metody alternatywne dla procedur przedstawionych w tym wniosku'.

(data, podpis)
3. MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZEN U UZYTKOWNIKA®

 Wskazanie osoby upowaznionej nie jest obowigzkowe.
% Nalezy wpisa¢ tytuf, rok i organizatora szkolenia. (Rozporzgdzenie MNiSW DU 8.05.2015 poz. 628)
’ Nalezy poda¢ catkowity czas pracy ze zwierzgtami doSwiadezalnymi
* Dotyczy procedur, ktorych obowiazek przeprowadzenia wynika z przepiséw lub wykorzystuje si¢ w nich
zwierzeta do celdw produkeyjnych lub diagnostycznych za pomocg ustalonych metod.
2
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Urythownik Instytut Biologi Doswiadczalng) im. M. Nenckiego Polskie) Axademii Nauk
Tytul winiaski: fola autofags | niedotl W w ch POINDSE! dwiqeane| 76 starieniam kamorkowym w rakis pluca | raku nerkl

Upowazniam  panig  Anng  Mictelska-Porowsky  do dzialania W sprawie
ww. whiosku, wotvm udzielunia wszelkich wyjasnien oraz reprezentowanis wiioskodawey
w postepowaniu przed lokalng komisjy etyezny ds. doswiadezen na swierzetach’.

....... (da{n. p.i.e.cmli;u imle.r;n.u... R
2 podpis Kierownika jednostki)

2. Dane osoby, ktéra zaplanowala | jest odpowledzlalna za preeprowadzenie

dodwindczenia
’ Stanowisko:
Nuzwisko: Was Imig: Halina o
starszy specjalista
Nr wyznaczenia: $060/2019
numer certyfikatu ukonczeniu
Kwalitikaeje szkolenia Termin waznodei:
Planowanie doswiadezen planujgey |B3P2021/1BD 31.03.2026
wykonujgey 183W/2021/1BD
! udmiercajgcy  183/2021/1BD
[ Szkolenie™: Szkolenie dla 0soh
Wykaztaleenie: odpowiedzialnych za planowanie i
e do k wykonywanie procedur i
ot l"?' oktor nau dofwindezen oruz udmiercajacych Staz”: 10 lat
hinlogicznych, 1wierzgin,
e e Polskie Towarzysiwo Nauk o
specjulizaciu: hiochemia Zwierzgtach Laboratoryjnych - Pollasa
=== 2019

Prosze 0 wydanle zgody na przeprowadzenic dofwiadczenia zgodnie 7 wnioskiem.

Zobowiazujg sie. 2¢ po uzyskaniu zgody na przeprowadzenie procedur przedstawionych w tym
wiiosku, wykonam je zgodnie 7 obowigzujacym prawem oraz uchwaly komisji. majac na
wegledzie w szezegdinosci obowiazki wynikajgee z realizacji zasad zastapienia, ograniczenia i
udoskonalenia.

Zabowiazuje sie tak2e do zaniechania przeprowadzenia procedur lub ich natychmiastowego
precewania, jesli w .okresie obowiazywania zgody komisji w Unii Furopejskicj zostang
svalidowane metody alternatywne dla procedur przedstawionych w tym wniosku®,

'
3129 Lk | Halwwe "oy

(data, podpis)

* Wekazanie osoby upowaznionej nie jest obowigzkowe,
" Nalezy wpisae tytul, rok 1 organizatora sekolenia. (Rozporzadzenic MNISW DU B0S.201 8 poz. 628)
" Nalezy podac calkowity czas pracy z¢ zwierzgtam) dodwiadezalnymi
* Dotyezy procedur, Morseh obowlizek praeprowadzenia wyniki 2 przepiow lub wykorzysiuje si¢ wonich
swierzeta do celow produkey jnyeh lub diagnostyeznych za pomoca ustalonych mutodd,
2
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3, MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZEN U UZYTKOWNIKA®

Nazwa ofrodka:

Ulica, nr ‘Miejsoowoér’:: Kod:

4. MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZEN POZA OSRODKIEM
UZYTKOWNIKA

Nazwa oérodka innego nizytkownika'™®

Ulica, nr ]iliejscuwuéé: | Kod:

Uzasadnienie koniecznoéci wykonywania do$wiadczen w ofrodku innego uiytkownika:

Przeprowadzanie doswiadczed w miejscu przebywania zwierzat!':

Ulica, nr ‘ Miejscowost: [Kod:

Uzasadnienie koniecznosci wykonywania dodwiadczei w miejscu przebywania zwierzat:

Miejsce przeprowadzania doSwiadczen'2:

Ulica, nr |Miejscnwo§(’:: ] Kod:

Uzasadnienie koniecznosci wykonywania do§wiadczen poza siedziba vZytkownika ze wskazaniem,
ktéra procedura lub czynnoé¢ bedzie tam przeprowadzona:

Dane miejsc przeprowadzania do§wiadczefi w terenie'

Wojewodztwo: I Miejscowost:

Dane osoby, ktora pozyska zwierzeta w przypadku zwierzat dzikich

Nazwisko: Imie:

Sposob pozyskania zwierzat

* Nalezy wypehié w przypadku przeprowadzania doswiadczen w osrodku uizytkownika, jesli adres ofrodka jest

inny niz adres uzytkownika wskazany w pkt 1.

1 Nalezy wypelnié, jezeli dodwiadczenia preeprowadzane bedg w odrodky innego ufytkownika, ze wskazaniem

uzasadnienia. '

'' Nalezy wypelnié w przypadku wykonywania procedur poza odrodkiem wiytkowniks, w szezegdlnodei w

gospodarstwach rolnych, ogrodach zoologicznych.

12 Naleiy wypehnié, jezeli procedury lub czynnosei przeprowadzane bedy w jednostee nichedace] uzytkownikiem,

ze wskazaniem uzasadnienia. Wariant ten dopuszczalny jest jedynie w sytuacji, gdy zwierzgta nie sg utreymywane

we wskazanym miejscu, ale przcbywajg w nim czasowo,

¥ Nalety wypetic w przypadku wykonywania procedur poza odrodkiem uzytkownika w srodowisku naturalmym.
3
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5. CEL [ OGOLNY OPIS DOSWIADCZENIAM 15 16

A. Opis doS§wiadczenia ze wskazaniem celu nankowego lub edukacyjnego, jaki planuje sig
osiggngé w wyniku jego przeprowadzenia'’

Starzenie komdrkowe jest jedng z odpowiedzi komorek nowotworowych na chemioterapie (therapy-induced
senescence, TIS). Podstawowa cechg komarek starych jest trwata utrata zdolnoéci do proliferacji [1-6]. Jednakie
najnowsze badania, w tym nasze, obalajg ten paradygmat, Komorki stare w pewnych warunkach moga wznowié
aktywnoét podziatlows i generowaé komorki potomne [7-11]. Postulujemy zatem, ze jednym z mechanizmow
odpowiedzialnych za wznowg choroby nowotworowej po chemioterapii jest podjecie aktywnosci proliferacyjnej
przez stare komdrki rakowe, Szczegdlowe mechanizmy ucieczki komdrek nowotworowych od starzenia nie sg
jednak znane. Nasze dotychezasowe badania sugeruja, Ze jednym z mechanizmow, ktory pozwala wznowié
aktywnosét podziatowa przez komorki TIS jest autofagia [7, 12]. Autofagia jest to proces katabeliczny, ktdry
zwicksza odpornoié komdrek rakowych na czynniki stresowe tj. chemioterapia, czy niedotlenienic. Wedhg
naszych danych in wvitro takze samo niedotlenienie moie zwigkszal ucieczkg od starzenia indukowanego
chemioterapia (Olszewska A, ..., Was H, w przygotowaniu). Dlatege celem proponowanych przez nas
do$wiadczeni in vive jest zbadanie, jak inhibitor autofagii — hydroksychlorokina (HCQ) oraz zwigzek
rwigkszajacy utlenowanie tkanek - trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP) wplywaja na efektywnosé
chemioterapii w kontek$cie starzenia. Eksperymenty przeprowadzimy z uzyciem komaorek raka phuc i raka nerki.
Proponowany cksperyment bedzie polegal na podaniu komérek rakowych podskémie, a nastepnie zastosowaniu
odpowiedniej chemioterapii (procedura nr 1). W momencie stabilizacji wzrostu guza po leczenin, czyli w domysle
indukeji starzenia, rozpoczniemy podawanie HCQ lub ITPP (procedura nr 2). Pobrane po zakoficzeniu
eksperymentu tkanki postuzg ocenie skutecznodci obu zwigzkow w kontekécic eliminacji starych komdrek
rakowych i/ lub zahamowania uecieczki od starzenia. Jeste$my przekonani, Ze nasze badania, bedace badaniami
podstawowymi, pozwolg opisaé nowe mechanizmy opomoéci na chemioterapie 1 stang sig podstawg do
zaproponowania narzg¢dzi, aby je przezwycigzyé. Beda mialy zatem znaczenie nie tylko poznawcze, ale w
przysziosc i kliniczne.

Klasyfikacja celu procedur: [PB1] (badania podstawowe) Onkologia, niezaleznie od badanego ukiadu

B. Planowany termin realizacji doswiadczenia'®

Data rozpoczgeia dodwiadezenia [01.05.2021

Data zakoficzenia dodwiadezenia |01.10.2023

4 Opis doéwiadczenia ze wskazaniem celu naukowego lub edukacyjnego, jaki planuje sig osiggngé w wyniku jego
przeprowadzenia, tekst musi byé napisany w sposéb zrozumialy dla niespecialisty, nie wigeej niz 250 stow. W
tekécie nie opisywadé szezegolowo planowanych procedur i czynnosci, nalezy adwolywac sig do procedur poprzez
podanie ich numerdw, zgodnie z pkt 6 wniosku,

1 W przypadku planowania procedur, o ktbrych mowa w art, § ust. 3 ustawy, nalezy wskazaé uzasadnienie oraz
cel.

1® Podaé rowniez klasyfikacjg celu procedury lub procedur planowanych do wykonania w ramach doSwiadczenia
zgodnie z instrukeja. Poza opisowy klasyfikacja celu dozwolone jest wskazanie zamieszczonych tam oznaczen
literowo-cyfrowych.

17 W sytuacii, kiedy dodwiadczenie przeprowadzane jest na podstawie przepisu prawa lub zgodnie z ustalonymi
metodami konieczne jest najbardziej precyzyjne przywolanie ustalonych metod wraz ze wskazaniem roku
publikacji i frodta wykorzystywanej metody (w celu zweryfikowania, Ze nie pojawila si¢ metoda alternatywna).
Opejonalnie mozna dofaczyé do waiosku w formie zalgcznika wydruk z opisem danej metody.

¥ Maksymalnie 5 lat
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6. UZASADNIENIE WYKORZYSTANIA ZWIERZAT W DOSWIADCZENIU

A. Uzasadnienie wykorzystania w planowanym dogwiadczeniu gatunkéw i liczby zwierzat 12202122

"W przypadku ewicrzyt laboratoryjnych nalezy podaé rasg, szczep, linig, stado.
* Naleky poda¢ uzasadnienie liczebnoscei grup, 2 powolaniem sig na prawidlowosci statystycene.
"' W przypadku planowanego ponownego wykorzystania zwicrzat, o kidrym mowa w art. 12 ust.2 pkt 2 ustawy,

nalezy podaé nzasadnienie.
2 W przypadku wykorzystania zwicrzat, o ktdrych mowa w art. 7 oraz 8 ust. 1 pkt 2 i 3 nalezy podac uzasadnienie
naukowe.

5
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Eksperymenty zostang przeprowadzone na mysich modelach syngenicznych - BALB/c dla linii raka nerki Renca
oraz C57BL6/c dla linii raka phuca LLC1. Myszy tych szczepow sy najezesciej stosowane w badaniach nad
chorobami nowotworowymi. Charakteryzuja sig tatwoscig w rozmnazaniu, hodowli i przeprowadzaniu procedur
cksperymentalnych. Wszczepianie myszom mysich komdrek linii nowotworowych, pochodzacych z hodowli in
vitro, stanowi od wielu lat dostgpny 1 standardowy model dodwiadezalny, Jest on stosowany w badaniach nad
procesem nowotworowym, w tym nad mechanizmem wzrostu guza picrwotnego i tworzenia przerzutow, jak
rowniez do testowania zwigzkéw przeciwnowotworowych. Dodatkowo, uzycie myszy immunokempetentnych w
badaniach nowotworowych pozwala edtworzy¢ calg zlozonodt organizmu Zywego i roli jego poszezegdlnych
ukfadéw dla wzrostu i progresji nowotworu [13]. Takze w kontekscie zaproponowanych przez nas badan, czyli
zbadania efekidéw zastosowania inhibitora autofagii - HOQ oraz czgsteczki zwigkszajgeej utlenowanie tkanek - [TPP
w kontekécie eliminacji komorek starych i/ lub zahamowania ucieczki od starzenia komdrek rakowych obecnosé
funkejonalnego uktadu odpornoéciowego oraz krwionodnego ma kluczowe znaczenie.

W modelu raka nerki uivte zostana myszy BALB/cemdb. Szezep ten zostal rozwinigty w 1913 z inwentarza
zwierzgt domowych przez H. 1. Bagg. Szczep jest hodowany wsobnie od 1923, Od 1974 roku szezep hodowany
jest w Charles River skad sprowadzane sq przez Centrum Medyeyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku. Celem indukcji guza wykorzysiana zostanie mysia linie komdrkowa Renca (ATCC® CRL-
2947™) kidra zostala indukowana | wyizolowana przy uzyciu szezepu Balb/cCr.

Drugim modelem wykorzystanym w badaniu bedzie model syngeniczny raka pluca. W tym przypadku zostang
wykorzystane zwierzeta C5TBL6/cmdb. Szezep sprowadzony do Centrum Medyeyny Dodwiadczalne]
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z The Jackson Laboratory. Szczep ten charakteryzuje sie malg
podatnoscia na wystgpowanie spontanicznych mutacji. Celem indukeji guza wykorzystana zostanic mysia linia raka
phuca LL/2 (LLCI) (ATCCE CRL-1642™), ktéra zostata wyindukowana i wyizolowana ze szezepu C57BL.

W eksperymentach planowane jest wykorzystanie 55 zwierzat szczepu BALB/cemdb i 44 myszy szczepu
C57BL6/emdb.

Liczebnosé grup zostata oszacowana na podstawie analiz statystycznych, w ktorych zatoZono, e zaobserwowane
pomigdzy grupami réznice beda statystycznie istotne, a wartosé p wyniesie p=0,05. Przy szacowaniu liczebnosci
grup trzymano sig zasad 3R,

W okresleniu liczebnosci ustalonych juz grup ustosunkowaliémy si¢ do wytycznych statystycznych, pozwalajacych
oszacowat liczbg zwierzat preeznaczong do doswiadczenia, w oparciu o odpowiednie zalozenia statystyczne (Dell
Ralph B. et al.; 2002).

n=1+2C l%)2 - wzor wyliczajacy liczbg zwierzat w badanej grupie

C (liczba reprezentujgca moc testu statystycznego i przedzial ufnoser) = 10,51;

s (oczekiwane odchylenie standardowe w poszezegdlnych eksperymentach) = 0,35;

d (oczekiwane rdznice w wynikach migdzy badanymi grupami) = 0,5;

n (szacunkowa liczba zwierzat na badang grupg i ple¢) =11

Zaproponowane przez nas schematy podawania lekdw, czy ich dawkowanie opiera si¢ na danych hteraturowych
oraz naszych wezesniejszych badaniach in vitro oraz in vivo [7, 14-18]. Eksperymenty przeprowadzimy na
grupach skladajgcych sie z 11 osobnikéw zgodnie w powyzszymi wyliczeniami,

Calkowita liczba myszy potrzebna do realizacji projekiu jest nastgpujgca:

BALB/ccmdb — 55 sztuk

C57BL6/cmdb — 44 sztuki
Liczba: 99 zwierzal (obydwa szezepy)
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B. Informacja dotyczaca zwierzat

Gatunek/stado/sz

Mr w rejestrze

caep Wiek/stadium rozwoju Liczba Pochodzenie hodoweaw/dostawcow
Mysz Samee 8-9 tygodni 55 Centrum Medycyny 043
BALB/ cmdb Doswiadczalnej w
Biatymstoku
Mysz Samce 8-9 tygodni 44 Centrum Medycyny 043
C57BL6/cmdb Doswiadczalnej w
Biatymstoku

C. Opis warunkéw, w jakich bedg utrzymywane zwierzgta w doSwiadczeniu® »

Beda utrzymywane w jalowym pomieszezeniu, w standardzie SPF (Specific Pathogen Free) w indywidualnie
wentylowanych klatkach (75 wymian'h), w grupach socjalnych po 5 osobnikdw w klatce o powierzchni 530 cm’ |
wysokosei 14 cm, ze wzbogaconym $rodowiskiem (drewniane klocki, kartonowe rurki), z nieograniczonym
dostgpem do jalowego pozywienia i wody. Klatki bgdy umieszczone w regatach IVC (Techniplast), z
zachowaniem warunkéw nadciénienia w pomieszczemach bytowych, temperatura pomieszczenia = 22°C,
wilgomodeig= 55% oraz cyklem dobowym 12/12h, Po dostarczeniu do placowki, myszy begds poddane
aklimatyzacji, przez co najmniej 5-8 dni podczas ktorych zwierzgta bedy oswajane z osoby wykonujges
doswiadczenia poprzez handling.

¥ Nalezy podac hodowee lub dostaweg zwierzat
W odniesieniu do zwierzat niepochodzacych z hodowli zwierzat laboratoryjnych (w szczvgdlnosel zwicrzat
gospodarskich) nalezy wpisad numer hodowey w rejestrze powiatowego lekarza weterynarii.

¥ Malezy wpisad warunki, w jakich beda utezymywane zwierzgta (w szczegdlnosei: temperatura, wilgotnodc,
cykl dwietlny, liczbe wymian powietrza na godzing, oraz opisal | uzasadnié, odejéeie od standardowych
warunkdw ulrzymania zwierzat (np. wirzymanie gatunkdw spolecznych pojedynczo wo klakee, niestosowanie
wzhogacenia rodowiska)
# Sekeje C nalezy skopiowad 1 wypelni¢ odpowiednio do liczby odrodkiw, w ktoryeh utrzymywane beda
swierzeta w ramach dodwiadczenia. Wymagane jest podpisanie sekeji C przez osobg odpowiedzialng za
dobrostan zwierzat w kazdej jednostee,
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7. OPIS PLANOWANYCH PROCEDUR ORAZ PROPONOWANA KATEGORIA
DOTKLIWOSCI Y7

Nazwa procedury: Ocena wzrostu implantowanych komdrek Kategoria Umiarkow
nowotworowych pe podaniu chemioterapeutykdw dotkliwodei | ana
Gatunek: Mysz BALB/ cemdb oraz mysz C57BLA/cmdb | Liczba zwierzat; 33

Uzasadnienie potrzeby przeprowadzenia procedury i uytych w niej czynnoséci:

Podczas badan /n vitre z wykorzystaniem modelu raka nerki i rak plue stwierdzono, ze niektdre
chemioterapeutyki indukujq starzenie komdrek nowotworowych efektywniej niz inne, Lekiem, ktory
skutecznie indukowat starzenic w raku nerki byla winblastyna (Borkowska A, ..., Was H., w
przygotowaniu). Natomiast cisplatyna okazata sig byé skuteczna w raku pluca (Olszewska A, ..., Was H,
W przygotowaniu),

Doswiadczenie in vivo ma na celu:

- oceng wplywu winblastyny na indukejg starzenia komorek raka nerki in viva,

- oceng, czy rozpuszczalnik dla winblastyny — DMSO — nie indukuje starzemia lub nie ma efektow
toksyeznych,

- oceng wplywu cisplatyny na indukcje starzenia komorek raka phoc in vivo.

Wersja A) badanie, czy terapia winblastyng wplywa na indukcje starzenia (stabilizacje choroby
nowotworowej). Myszy zostang nastrzyknigte komarkami raka nerki. Kiedy guz osiagnie wiclkosé ok,
100 mm’, rozpoczniemy podawanie winblastyny. Winblastyna bedzie podawana przez 3 tygodnie (21
dni), a nastgpnie myszy zostang poddane eutanazji.

Wersja B) badanie, czy podanie nosnika dla winblastyny — DMSO wplywa na indukcje starzenia
(stabilizacje choroby nowotworowej). Myszy zostang nastrzyknigte komorkami raka nerki, Kiedy guz
osiggnie wielkosé ok. 100 mm?, rozpoczniemy podawanic DMSO. DMSO bedrie podawana preez 3
tygodnie (21 dni), a nastgpnie myszy zostang poddane eutanazji.

Wersja C) badanie, czy fterapia cisplatyna wplywa na indukcje starzenia (stabilizacje choroby
nowotworowej). Myszy zostang nastrzyknigte komérkami raka pluc. Kiedy guz osiagnie wielkosé ok. 100
mm’, rozpoczniemy podawanie cisplatyny. Cisplatyna bedzie podawana przez 3 tygodnie (21 dni), a
nastgpnie myszy zostang poddane eutanazji.

Schemat grup eksperymentalnych w doswiadezeniu

Szezep myszy | Komorki Zwigzek Sposab Dawka Liczba osobnikow
podania A B C
BALB/ cemdb | Renca DMSO ip. - + - -
BALB/cemdb |Renca | Winblastyna | ip. | 1Smgkg| - | + | - |
C57BL6/emdb | LLC1 | cisplatyna | ip. \mgke | - | - | +
Licgha no| o 1
o Razem_—_;___

1. Nazwa czynnosci; Podanie komarek mysiej linii raka nerki Renca lub raka ptuc LLC1 w iniekcji
podskornej.

W razie potrzeby (gdy liczba stosowanych procedur lub etapdw jest wigksza) nalezy tabelke lub jej fragment ¢
dotyczacy jednej czynnosci skopiowaé odpowiednig liczbg razy
8
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Opis:

Zwierggta zostang poddane anastezji wziewnej przez podanie izofluranu a nasigpnie zabiegowi
wszezepienia komorek mysiej linii Renca lub mysiej linii LLCI poprzez iniekcje podskdma 100 pl
(stanowi to okoto 0,5% masy zwierzal) zawiesiny 10° komérek nowotworowych w zawieszonych w PBS.
Komdrki zostang zaimplementowane w okolicg ledZwiowa lub szyjng. Podanie igly G 25-27 x 13,25 mm.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®™:
Srodek Sposob podania Dawka
lzofluran (Aerane, Baxter) Wziewna 0,5% (opary)

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbdlowym lub érodki uspokajajace®: nie planuje sig

Srodek Sposdb podania Dawka

Uzasadnienie dla odstgpienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produktow leczniczych lub
produktéw leczniczych weterynaryjnych o dziaktaniu przeciwbdlowym lub érodkéw uspokajajgcych: po wybudzeniu
zwierzgta nie odczuwajg dyskomfortu z powodu wezedniejszego zastrzyku i nie jest konieczne dodatkowe
znieczulenie,

2, Nazwa czynno$ci: Pomiar wzrostu guza, kontrola masy ciala i obserwacja ogdlna zwierzat

Opis:

Przed rozpoczeciem pomiaru zwierzeta bgda poddane anastezji wziewnej przez podanie izofluranu.
Celem dokonania dokladnego pomiaru guza, skdra zwierzgcla w tym obszarze bpdzie musiata byé
pozbawiona owlosienia, Skora zwierzgt bedzie golona przy uzyciu maszynki do golenia. Zabieg bedzie
powtarzany w zaleznodei od szybkodel odrastania sieréci — érednio raz na tydzien. Rozmiar guza bedzie
mierzony 2 razy w tygodniu przy pomocy cyfrowego miernika, a jego objgtoéé bedzie obliczana wedtug
wzoru: (objgtoéé) = (szerokodé) x (dlugodd)2, Zawsze po wykonaniu pomiaru zwierzeta bedg wazone
na wadze elektronicznej w celu monitorowania masy ciala,

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®;

Srodek Sposob podania Dawka

Izofluran (Aerane, Baxter) Wziewna 0,5% (opary)

Planowane do zastosowania produkty lecenicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o deiataniu
przeciwbolowym lub §rodki uspokajajace”: nie planuje sig

Srodek Sposdb podania Dawka

Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produktéw leczniczych lub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbdlowym lub srodkow uspokajajgeych: po wybudzenin
zwierzgta mic odezuwajy dyskomfortu i nie jest konieczne dodatkowe znieczulenic.

3. Nazwa czynnosci: Podawanie lekow

™ W preypadku odstypienia od zastosowania znieczulenia ogolnego lub migjscowego podezas wykonywania
czynnoéci mogjce] powodowad bl lub cierpienic nalezy podad uzasadnicnie dla odstypienia od zastosowania
takiego znieczulenia,

¥ W przypadku zastosowania produktéw leczniczych lub produktow leczniczych weterynaryinych, ktore
uniemozliwiajg lub utrudniajg okazywanie bolu, pomimo jego odezuwania, nalezy podaé uzasadnienie dla ich
zastospwania i sposob monitorowania stanu zwicrzecia.
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Uzytkownik: Instytut Biclogli Dodwiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademil Nauk:
Tytul wriosku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopotroscl ewigzane] 2e starzeniem komérkowym w raku ptuca | raku nerki

Opis:

Po osiggnieciu przez guz wielkosci 100 mm3 11 myszy BALB/ cemdb (wersja do$wiadczen A)
rozpocznie terapi¢ winblastyng (1,5 mg/kg) rozpuszezang w DMSO, 11 myszy BALB/ cemdb rozpocznie
terapic DMS3O (nodnik dla winblastyny, wersja B), a 11 myszy C5TBL6/cmdb rozpocznie terapig
cisplatyng (1 mg/kg) rozpuszczang w PBS (wersia C).  Winblastyna lub DMSO bedy podawane
dootrzewnowo | raz na tydzien, a cisplatyna bedzic podawana dootrzewnowo co 3 dni w objgtogei 200
Wl (1% masy ciala), ighs G 25-27 x 13, 25 mm. Kuracja bedzie trwata 3 tygodnie lub dhuzej, jesli choroba
nie ulegnie stabilizacji. Poprzez stabilizacje choroby uznajemy zahamowanie wzrostu guza (+- 2 mm w
obu osiach guza) przez przynajmniej 1 tydzien (7 dni). Po ustabilizowaniu choroby myszy zostang
poddana eutanazji.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®;

Srodek Sposob podania Dawka

Planowane do zastosewania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dzialanin
przeciwbdlowym lub Srodki uspokajajace™ nie planuje sie

Srodek Sposah p:)dania Dawka

_ 1 T

Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produktéw leczniczych lub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbolowym lub drodkiw uspokajajgeych: zwierzeta
odezuwaja dyskomfort tylke podezas iniekeji, nie jest konieczne podanie dodatkowego znieczulenia

4. Nazwa czynnosci: Eutanazja

Opis:

Zwierzgta zostang uspione w oparach 4% izofluranu i znieczulone mieszaning medetomidyny z ketaming
w 0,9% NaCl w dawce anestetycznej na drodze inickeji dootrzewnowej (250 ul). Po sprawdzeniu braku
odruchéw przy éciskaniu paliczkow i platkéw uszu po otwarciu klatki piersiowej zwierzeta zostang
uimiercone przez skrwawicnie - pobrana zostanie krew z serca w objetoéei okoto 500 pl do analizy
hematologicznej i biochemicznej. Po pobraniu probki kewi bez wybudzania z narkozy zostanie wykonana
perfuzja transkardialna roztworem PBS z dodatkiem 0,1% heparyny o temperaturze 0-4°C w celu
wyplukania krwi z organizmu. Po wykonanej perfuzji do dalszych analiz histopatologicznych i
molekulamych izolowane bgdy guzy jak i wybrane organy (phuca, watroba, ledziona, nerki).

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®:

Srodek Sposab podania Dawka
Izofluran (Aerane, Baxtcr}_. Wziewna 0,5% (opary)
Ketamina 100mg/ml | Iniekcja dootrzewnowa 75 mgkg ‘
Dexdomitor (medetomidyna) Iniekcja dootrzewnowa 1 mg'kg 1
0,5mg/ml

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze welerynaryjne o dziataniu
przeciwbolowym Iub srodki uspokajajgce®: nie planuje sig

Srodek Sposdb podania Dawka
Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produktow leczniczych lub

produktow leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbélowym lub $rodkéw uspokajajacych: nie ma
Zastosowania
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Uiytkownik: Instytut Biologli Doswiadczalne| im. M. Nenckiego Polskiej Akadernii Mauk
Tytut wniosku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopomosci zwigzane ze starzeniem komdrkowym w raku pluca i raku nerki

Nazwa procedury: Ocena wzrostu implantowanych komérek Kategoria Umiarkow |
nowotworowych Renca i LLC1 po podaniu badanych zwigzkow: HCQ i dotkliwoséci | ana
ITPP

Gatunek: Mysz BALB/ cemdb oraz mysz C57BL6/cmdb |Liczba zwierzat: 66

Uzasadnienie potrzeby przeprowadzenia procedury i wiytych w niej czynnodci;

W badaniach in vitro na modelu raka pluca stwierdzono, #e komorki w warunkach hipoksji wykazujg
opornos¢ na chemioterapi¢ z uzyciem cisplatyny poprzez ucieczke od starzenia. Wykazano rowniez, ze
inhibitor autofagii — hydroksychlorokina (HCQ) pozwala przezwyciezyé tg opomo$é poprzez
zahamowanie proliferacji komorek (Olszewska A, ..., Was H, w przygotowaniv). HCQ byla réwniez
skuteczna w przypadku hamowania ucieczki od starzenia w komédrkach raka nerki (Borkowska A, ...,
Was H, w przygotowaniu). Dmugim zwigzkiem, ktory moze by¢ skuteczny w tym ukladzie jest
trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP). Nasze badania in vifro wykazaty, Ze moZe on hamowac ucieczke
od starzenia komorek raka nerki, by¢ moze na drodze zaleznej od biatka supresorowego nowotworzenia
PTEN (Zglinicki B, ..., Was H, w przy gotowaniu). Druga funkcja ITPP to zwigkszenie uwalnianie tlenu
z hemoglobiny i redukeja hipoksji [19-22]. Jednak ta cecha jest moZliwa to przetestowania tylko w
ukfadzie in vive.

Doswiadczenic in vive ma na celu:

- oceng wplywu inhibicji autofagii przez HCQ na komarki raka phuc i komorek raka nerki indukowanych
do starzenia chemioterapeutykami,

- oceng wplywu zniwelowania hipoksji i indukcje biatka supreserowego nowotworzenia PTEN przez
ITPP na komdérki raka ptuc i komorek raka nerki indukowanych do starzenia chemioterapeutykami.

‘Woersja 1) badanie, czy terapia chemioterapeutykami wplywa na ucieczke komdrek raka pluc lub raka
nerki od starzenia. Myszy zostang nastrzyknigte komorkami raka phuc lub komorek raka nerki. Kiedy guz
osiggnie wielkosé ok. 100 mm?, rozpoczniemy podawanie chemioterapeutykdw - cisplatyny w raku pluca
lub winblastyny w raku nerki. Po zakonczeniu terapii lekami zwierzeta te beda nastrzykiwane roztworem
soli fizjologicznej w schemacie czasowym odpowiadajaeym grupom 2 i 3. Nasigpnie przez 2 tygodnie
(14 dni) myszom podawana bedzie 86l fizjologiczna. Ta wersja bedzie stanowita tez grupe kontrolng dla
podawania HCQ (wersja 2) i [TPP (wersja 3). Eksperyment od rozpoczecia terapii bedzie trwat 9 tygodni
(63 dni) lub krocej, jesli-guzy preekroczg 15 mm w swojej diuzszej osi.

Wersja 2) badanie, czy inhibitor autofagii - HCQ ma wplyw na ucieczke od starzenia komarek rakowych
traktowanych chemioterapeutykami. Myszy zostang nastrzyknigte komérkami raka ptuc lub komorek raka
nerki. Kiedy guz osiagnie wielkosé ok. 100 mm’, rozpoczniemy podawanie chemioterapeutykéw -
cisplatyny w raku phuca lub winblastyny w raku nerki. Nastepnie przez 2 tygodnie (14 dni) myszom
podawana bedzie HCQ. Po zakonczeniu traktowania zwierzeta zostang pozostawione do obserwacji przez
kolejne 4 tygodnie. Eksperyment od rozpoczecia terapii bedzie trwal 9 tygodni (63 dni) lub krdcej, jesli
guzy przekroczg 15 mm w swojej dluZszej osi.

Wersja 3) badanie, czy zwigzek zwigkszajacy utlenowanie tkanek 1 indukujgey PTEN - ITPP ma wplyw
na ucieczke od starzenia komorek rakowych traktowanych chemioterapeutykami. Myszy zostang
nastrzyknigte komarkami raka phic lub komérek raka nerki. Kiedy guz osiagnie wielkosé ok. 100 mm’,
rozpoczniemy podawanie chemioterapeutykow - cisplatyny w raku ptuca lub winblastyny w raku nerki.
Nastgpnie przez 2 tygodnie (14 dni) myszom podawany bedzie ITPP. Po zakonczeniu traktowania
zZwierzeta zostang pozostawione do obserwacji przez kolejne 4 tygodnie. Eksperyment od rozpoczecia
terapii bedzie trwal 9 tygodni (63 dni) lub krocej, jedli guzy przekrocza 15 mm w swojej duzszej osi.

Schemat grup eksperymentalnych w doswiadczeniu

Szczep Komorki Zwigzek Sposdb Dawka Liczba osobnikow
myszy podania Wersjal | Wersja2 | Wersja3
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Uzytkownik: Instytut Biologii Doswiadczalne] im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopornodci iwigzane] ze starzeniem kamorkowym w raku pluca i raku nerki

BALB Renca Sal ip. - + -
fizjologiczna
BALB Renca | HCQ ip. 30 mg/kg . B -
BALB Renca |ITPP | ip. ISghkg | - - +
CSTBL6 | LLCI  |sol  |ip. - +
fizjologiczna
C57BL6 | LLC1 | HCQ ip. 30 mgkg ; T
CS7TBL6 | LLC1 | ITPP ip. 1,5 glke ) - +
Liczba | 22 2 22
Razem 66

1. Nazwa czynnofci: Podanie komdrek mysiej linii raka nerki Renca lub raka ptue LLC1 w iniekeji
podskarne;.
Ompis:
Zwierzgta zostang poddane anestezji wziewnej przez podanie izofluranu a nastgpnie zabiegowi
wszczepienia komdérek mysiej linii Renca lub mysiej linii LLC1 poprzez iniekcjg podskoma 100 pl
(stanowi to okolo 0,5% masy zwierzat) zawiesiny 10° komérek nowotworowych w zawieszonych w PBS.
Komérki zostang zaimplementowane w okolicg lgdzwiowq lub szyjng. Podanie igty G 25-27 x 13,25 mm.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®;

Srodek Sposob podania Dawka

Izofluran (Aerane, Baxter) ‘Wziewna 0,5% (opary)

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbdlowym lub srodki uspokajajace’’: nie planuje sie

Srodek Sposob podania Dawka

Uzasadnienie dla odstgpienia od zastosowania znicczulenia iflub zastosowania produktow leczniczych lub
produktéw leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbalowym lub rodkow uspokajajgeych: po wybudzeniu
zwierzgta nie odczuwajy dyskomfortu z powodu wezesnigjszego zastrzyku i nie jest konmieczne dodatkowe
znieczulenie, N

2. Nazwa czynnodci: Pomiar wzrostu guza, kontrola masy ciala i obserwacja ogdina zwierzgt

Opis:

Przed rozpoczgeiem pomiaru zwierzgta bedy poddane anestezji wziewnej przez podanie izofluranu.
Celem dokonania doktadnego pomiaru guza, skora zwierzecia w tym obszarze bedzie musiata byé
pozbawiona owlosienia. Skora zwierzat bedzie golona przy uZyciu maszynki do golenia. Zabieg bedzie
powtarzany w zaleznosci od szybkoSci odrastania siersei — drednio raz na tydzien, Rozmiar guza bedzie
mierzony 2 razy w tygodniu przy pomoca cyfrowego miernika, a jego objetosé bedzie obliczana wedhig
wzoru: (objgtosc) = (szerokodé)® x (dlugosé)2. Zawsze po wykonaniu pomiaru zwierz¢ta beda waione
na wadze elekironicznej w celu monitorowania masy ciata.

* W preypadku odstgpienia od zastosowenia znieczulenia ogélnego lub migjscowego podczas wykonywania
czynnofci mogacej powodowaé bal lub cierpienie nalezy podaé uzasadnienic dla odstgpienia od zastosowania
takicgo znicczulenia.

W przypadku zastosowania produktow leczniczych lub produktéw leczniczych weterynaryjnych, ktore
uniemozliwiajg lub utrudniajg okazywanie bolu, pomimo jego odczuwania, nalezy podaé uzasadnienie dla ich
Zastosowania i sposob monitorowania stanu zwierzecia,
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Uzytkownik: Instytut Biologii Doswiadezalnej im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola autofagll | niedotlenienia w chemoopornosci twigzane] ze starzeniem komorkowym w raku pluca i raku nerki

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®:

Srodek Sposob podania Dawka
lzofluran (Aerane, Baxter) Weiewna 0,5% (opary)

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbolowym lub §rodki uspokajajaee®”; nie planuje sie

Srodek Sposdb podania Dawka

Uzasadnienie dla odsigpienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produkiow leczniczych lub
produktdw leczniczych weterynaryjnych o dzialaniu przeciwbélowym lub Srodkéw uspokajajacych: po wybudzeniu
zwierzgta nie odczuwajy dyskomfortu 2z powodu wezesnicjszego zastizyku i nie jest konieczne dodatkowe
znieczulenie.

3. Nazwa czynnodci: Podawanie lelow

Opis:

Po osiggnieciu przez guz wielkosci 100 mm3 33 myszy BALB/ cemdb (wersja do$wiadczen A}
rozpocznie terapig winblastyng (1,5 mg'kg) rozpuszczang w DMSO, a 33 myszy C57BL6/cmdb
rozpocznie terapi¢ cisplatyna (1 mg'kg) rozpuszezang w PBS (wersja B). Winblastyna bedzie podawana
dootrzewnowo 1 raz na tydzien, a cisplatyna begdzie podawana dootrzewnowo co 3 dni w objgtodei 200
pl (1% masy ciala), igly G 25-27 x 13, 25 mm. Kuracja bedzie trwata 3 tygodnie lub dhuzej, jeéli choroba
nic ulegnie stabilizacji. Poprzez stabilizacje choroby uznajemy zahamowanie warostu guza (+/- 2 mm w
obu osiach guza) przez przynajmniej | tydzien (7 dni). Po ustabilizowaniu choroby myszy zostang losowo
praypisane do 3 grup.

4. Nazwa czynnosci: Podawanie badanych zwigzkow: HCQ 1 [TPP

Opis:

Zwierzetom bedzie podawany dootrzewnowo badany zwigzek lub jego noénik w objetodei 200 pl (1%
masy ciata), igtg G 25-27 x 13, 25 mm.

W grupie 1

Po zakonczeniu terapii winblastyng (11 myszy BALB/ cemdb) lub cisplatyng (11 myszy CS3TBL6/cmdb)
zwierzeta bedg nastrzykiwane roztworem soli fizjologiczne) w schemacie czasowym odpowiadajacym
grupom 21 3.

W grupie 2

Po zakonczeniu terapii winblastyna (11 myszy BALB/ cemdb) lub cisplatyng (11 myszy CSTBL6/cmdb)
zwierzeta te beda nastrzykiwane inhibitorem autofagii - HCQ (30 mg/kg). Lek bedzie implementowany
w dwoch cyklach jeden raz dziennie przez 5 dni, migdzy ktorymi bedzie 2-dniowa przerwa.

W grupie 3

Po zakoficzeniu terapii winblastyng (11 myszy BALB/ comdb) lub cisplatyng (11 myszy C57TBL6/cmdb)
zwicrzgta beda nastrzykiwane zwigzkiem zwigkszajacym utlenowanie tkanek - ITPP (1,5 g/kg). Lek
begdzie podawany dootrzewnowo jeden raz dziennie co 2-3 dni przez okres 2 tygodni (14 dni). Zwierzgta
po podaniu ostatnigj dawki soli fizjologicznej, lub HOQ lub ITPP zostang pozostawione do obserwacji
przez 4 tygodnie lub kedcej, jesli guzy przekrocza 15 mm w swojej diuisze osi.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®®;
Srodek Sposob podania Dawka
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Uzytkawnik: Instytut Biologii Doswiadczalne] im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola autofagii i niedotienienia w chemoopornosti zwigzane] ze starzeniem komdrkowym w raku pluca i raku nerki

Planowane do zastosowania produkly lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o deiataniu
przeciwbélowym lub srodki uspokajajace’: nie planuje sig

Sposob podania Dawka

UZzasadnienie dla odstgpienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produkiéw leczniczych lub
produktow  leczniczych weterynaryinych o dziataniu przeciwbdlowym lub rodkéw uspokajajgcych: podezas
iniekeji zwierzgta edezuwajg dyskomfort zwigzany w ukuciem, Podanie dodatkowego znieczulenia wydiuzyloby
czas czynnodci 1 zwigkszylo stres zwierzat,

5. Nazwa czynnoéci: Eutanazja

Opis:

Po zakoficzeniu podawania badanych zwigzkow bedzie miata micjsce obserwacja zwierzgt trwajaca 4
tygodnie lub krécej, jedli guzy przekrocza 15 mm w swojej dhuzszej osi. Nastgpnie zwierzela zostang
uspione w oparach 4% izofluranu i znieczulone mieszaning medetomidyny z ketaming w 0,9% NaCl w
dawee anestetycznej na drodze iniekeji dootrzewnowej (250 pl). Po sprawdzeniu braku odruchdw przy
sciskaniu paliczkéw i platkow uszu oraz odruchu rogdéwkowego po otwarciu klatki piersiowej nastgpi
usmiercenie przez skrwawienie. Zostanie pobrana krew z serca w objgtosci okoto 500 pl do analizy
hematologiczne] i biochemicznej. Po pobraniu probki krwi bez wybudzania z narkozy zostanie wykonana
perfuzja transkardialna roztworem PBS z dodatkiem 0,1% heparyny o temperaturze 0-4°C w celu
wyplukania krwi z organizmu. Po wykonanej perfuzii do dalszych analiz histopatologicznych i
molekularnych izolowane beda guzy jak 1 wybrane organy (pluca, watroba, $ledziona, nerki),

Planowany do zastosowania rodeaj znieczulenia:

Srodek Sposob podania Dawka
Izofluran (Aerane, Baxter) WZEI;_ 0,5%_{upﬂr)f]
Ketamina 100mg/ml Inickcja dootrzewnowa N 75 mg'kg
Dexdomitor (medetomidyna) Iniekcja dﬂOH‘Z;’;TI;Wﬂ 1 mg/kg
0,5mg/ml

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryine o dziataniu
przeciwbblowym lub rodki uspokajajgce™: nie planuje sig

Srodek | Sposab podania Dawka
Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produktow leczniczych Iub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dzialaniu preeciwbdlowym lub srodkéw uspokajajgeych: nie ma
Zastosowania.

14

204



Uzytkownik: Instytut Biologii Dodwiadczalnej im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola autofagii | niedotlenienia w chemoopornosci zwigzanej ze starzeniem komorkowym w raku pluca i raku nerki

8. WYKAZ OSOB PRZEPROWADZAJACYCH I UCZESTNICZACYCH W
DOSWIADCZENIU

Wykaz os6b przeprowadzajgcych do§wiadczenie i uczestniczacych w nim

L.p. | Nazwisko i imig

Rodzaj
wyznaczenia'

Nr wyznaczenia

Data
waznosci

Kwalifikacje

Stopien
Jtytut
naukowy

Szkolenie*

Staz’*

Halina Wa$

planujacy
wykonujgey
uémiercajgcy

183P/2021/IBD
183W/2021/IBD
183/2021/IBD

2026

dr

Szkolenie dla 0s6b
odpowicdzialnych za
planowanie i
wykonywanie
procedur i
dodwiadczen oraz
usmiercajgeych
PolLASA, 2019

10 lat

Anna Mietelska-
Porowska

planujgcy
wykonujacy
usmiercajacy

246P/2020/IBD
246W/2020/IBD
246/2020/IBD

2025

Szkolenic dla 0sob
odpowiedzialnych za
planowanie i
wykonywanic
procedur i
do$wiadczen oraz
u$miercajgcych
zwierzgta.

PolLasa, 2015

15 lat

Grazyna Hoser

wykonujacy

81W/2020/IBD

2025

dr

Szkolenie dla 0sob

wykonujgcych

procedury w

doswiadczeniach

na zwicrzgtach,
Instytut
Nenckiego PAN
2015 .

> 45 lat

Karolina
Hajdukiewicz

wykonujgey
u$miercajgcy

79W/2020/1BD
79/2020/1BD

2025

mgr

Szkolenie dla 0s6b
wykonujgcych
procedury w
doswiadczeniach
na zwierzgtach.

Instytut
Nenckiego PAN
2015

11 lat

3 Nalezy wpisaé nazwe rodzaju wyznaczenia: planujacy, wykonujacy, uczestniczacy, uémiercajacy.
3 Nalezy wpisaé tytul, rok i organizatora szkolenia. (Rozporzadzenic MNiSW DU 8.05.2015 poz, 628)
¥ Nalezy poda¢ catkowity czas pracy ze zwierzgtami do$wiadczalnymi.
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Usytkownik: Instytut Biologli Doéwiadczalne] im. M. Nenckiege Polskie] Akademil Nauk:

Tytut wniosku: Rola autofagii | nfedotlenienia w chemoapornodcl zwiazane] ze starzeniem komdrkowym w raku ptuca | raku nerki

5.

Anna Kiryk-
Jaskiewicz

wykonujgey

S0W/2017/1BD

2022

dr

Szkolenie dla asab

wykonujacych
procedury w
doéwiadezeniach

ta zwierzetach,
Instytut
Nenckiego PAN
2017

Agata Klejman

wykonujgey

91W/2020/IBD

2025

Szkolenic dla osob
wykonujgcych
procedury w
doéwiadczeniach
na zwierzgtach.

Instytut
Nenckiego PAN
2015

Bartosz Zglinicki

wykonujgey

20TW2020/IBD

2025

mgr

Szkolenie dla osb
wykonujgcych
procedury w
doswiadczeniach
na zwierzetach.

Instytut
Nenckiego PAN
2015

Dagmara
Siwkowska

usmiercajgcy

460/2020/1BD

2025

mgr

Szkolenie dla osdb
wykonujacych

procedury w

doswiadezeniach

na zwierzetach.
Instytut
Nenckiego PAN
2020

Agata Borkowska

uczestniczacy

numer certyfikatu
ukonczenia
szkolenia
5053/2019
(nadanie wyzanaczenia
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9. OPIS UWZGLEDNIENIA W DOSWIADCZENIU ZASAD ZASTAPIENIA,
OGRANICZENIA 1 UDOSKONALENIA (3R)

Projektujae badanie sprawdzilismy pismiennictwo dotyezgee planowanego eksperymentu z wykorzystaniem stow
kluczowych: murine, Balbe, C57BL6, Renca, LLC1, Cisplatin, Vinblastine, HCQ, ITPP, murine tumor models,
senescence, autophagy.

Na podstawie przeczytanego pismiennictwa stwierdzamy, Ze nie ma w literaturze Swialowej badan, ktore
tlumaczylyby wplyw HCQ i ITPP na starzenie kombrek/ ucieczki od starzenia w raku pluc i nerki. Przed
zaplanowaniem badan na zwierzgtach zostaly przeprowadzone badania in vitro oraz badania in vivo z uiyciem
innego typu nowotworu - raka jelita grubego [7, 14]. Nalezy on podobnie jak rak pluca i rak nerki do nowotworow
epitelialnych. Wykazalismy, ze komorki stare komorki raka jelita grubego traktowane inhibitorem autofagii —
bafylomyeyng Al (BAF Al) ze znacznym opdéznicniem generuja komdrki potomne w hodowli in vitro, Jednakze
w madelu myszy NOD/ SCID stare komorki raka jelita grubego potraktowane BAF Al utworzyly guzy znacznic
szybciej niz komérki kontrolne. Dalsze badania molekulame wykazaly, Ze przejéciowe hamowanie autofagii przy
pomocy BAF Al moze prowadzi¢ do silnej reaktywacji autofagii w subpopulacji kemdrek starych i byé moze jest
to przyczyng ich zwigkszonej aktywnosci proliferacyjnej [7]. Wobec tych obiecujgcych, ale wymagajacych
dalszego wyjasnienia wynikdw pozyskaliémy grant Sonata Bis 7 z Narodowego Centrum Nauki na szczegdlowe
zhadanie tych mechanizmow. Nasze badania rozszerzylisSmy o dwa dodatkowe typy nowotworow, ktore
charakteryzujg si¢ odmienng wrazliwoscia na chemioterapie. Rak pluca podobnic jak rak jelita grubego
stosunkowo dobrze odpowiada na chemioterapie, podezas gdy rak nerki wykazuje wysoky chemoopornosé,
Prowadzone przez nas przez kolejne 2 lata badania in vitro wskazuja, Ze zarGwno w raku phuca, jak i w raku netki
stosujge konkretne chemioterapeutyki mozemy wyidukowac starzenie komarkowe. Co wigcej, w obu przypadkach
hamowanie autofagii moze zmniejszaé ucieczke od starzenia indukowanego chemioterapia. Z kolei, nasze
eksperymenty prowadzone w warunkach niedotlenienia (czyli hipoksji sugerujg), Ze niedotlenienie moze
zwigkszac ucieczkg od starzenia. Zachodzi to jednak w bardzo konkretnych uktadach: typ nowotworu/ konkretny
lek (Olszewska A, ..., Was H, w preygotowaniu; Borkowska A, ..., Was H, w przygotowaniv). Uzyskany przez
nas obszerny material badawczy in virro wymaga teraz weryfikacji w modelach zwierzgeych, Dlatego na bazie
naszych doswiadezen i wynikow, a takie na bazie dostgpne; literatury zaprojektowali$my obecne badanie in vivo.

Ponizej przedstawione wykonane wezeénie] analizy oraz inne dezialania, ktore pozwalaja istotnie zastapié,
ograniczy¢ lub udoskonali¢ procedury z wykorzystaniem zwierzgt w zaplanowanym projekcie:

- Przeprowadzenie badan in vitro nad rola inhibitoréw autofagii (BAF Al 1 HCQ) | modulatora utlenienia tkanek
ITPP na trzech typach nowotwordw: tak jelita grubego, rak phuca i rak nerki,

- Przeprowadzenie eksperymentu in vive na myszach NOD/ SCID w celu oceny zdolnodci starych komdrek raka
jelita grubego do inicjacji nowotworzenia in vive i roli BAF Al w tym procesie,

- Przeprowadzenie badaf in vitro nie tylko w warunkach normoksji, ale takZe w warunkach hipoksii, ktora jest
istotnym elementem mikrodrodowiska guza nowotworowego. Niektore doswiadezenia przeprowadzono takize w
kulturach trojwymiarowych (sferoidy 3D). Takie podejscie pozwala na bardziej wiarygodne i zblizone do sytuacji
in vivo oszacowania odpowiedzi komorek rakowych na leki (dobor: lekow, dawek, schematu podawania).

- Przeprowadzenie badan in vitro majacych na celu wylonienic najbardziej skutecznej strategii nakierowanej na
usuwanie komorek starych if lub hamowanie ucieczki od starzenia (zbadanie roli gendw zwigzanych z autofagiy
oraz metabolizmem beztlenowym z uzyciem techniki siRNA, zastosowanie inhibitordw farmakologicznych). Taka
strategia pozwolita wybraé nam najbardziej obiecujacy uktad eksperymentalny do badafi in vive.

W naszym projekeie zgodnie 7 zasadg Refinement (zmnigjszyé cierpienie, zapewnié dobrostan) zapewnimy
myszom przebywanie w trakcie doswiadczenia w klatce 2ze wzbogaconym Srodowiskiem z nieograniczonym
dostgpem do paszy 1 wody. Zapewnimy takZe myszom przebywanie w trakcie dodwiadczenia po maksymalnie 5
osobnikow w klatce. Opiekg codzienng oraz eksperymenty bgda prowadzié wyznaczone osoby, aby nie
wprowadza¢ dodatkowych stresorow. Zwierzeta bedg utrzymywane w standardzie SPF, co zagwarantuje im czyste
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kbatki i brak kontaktu z potencjalnymi patogenami. Dodatkowo stan ogdlny zwierzgt bedzie cyklicznie i w razie
potrzeby konsultowany z lekarzem weterynarii.

W myél zasady Reducement (zredukowaé) zaplanowali$my liczbe zwierzat na podstawie wyliczen statystycznych
do 11 osobnikéw w grupie. Dodatkowo, zadbali$my o zaprojektowanie prawidtowych grup kontrolnych, kidre
zapewnig nam mozliwosé rzetelnej analizy uzyskanych wynikéw, Zgodnie z zasada Repalacement (ulepszyé,
zastapi¢) wykonalismy szereg badan in vitro (w tym badania w hipoksji i w kulturach 3D), a takze badanie in vivo
ZuZzyciem innego typu nowotworu epitelialnego (opis powyzej).

Jednakie, nie jestedmy w stanie catkowicie zastgpic doSwiadezen z udzialem zwicrzgt laboratoryjnych
cksperymentami in vitro. W hodowlach in vitro nie mozemy odtworzy¢ catej ztozonej sytuacji panujacej w zywym
organizmie oraz czynnikow fizjologicznych majgcych wplyw na badane procesy. W badaniach dt. nowotworow
odtworzenie dynamicznych interakcji komérek nowotworowych z komérkami gospodarza (komorki
odpornogciowe, koméarki naczyn krwionofnych i komorki podscieliska) ma kluczowe znaczenie dla wzrostu i
progresji nowotwory, a takze dla efektywnoéci stosowanego leczenia. Zgromadzony przez nasz zespol materiat
badaweczy wskazuje na zasadnoé¢ zaplanowanych badan. Uzyskane wyniki na zwierzgtach moga poméc w
wyjasnieniu zalefnosci pomigdzy starzeniem, a autofagia oraz niedotlenieniem dla rozwoju nowotworu oraz ich
znaczenia dla opornoéei na chemioterapie. Rezultaty naszych eksperymentow in vive moga daé podstawy do
dalszych badafi na etapic prob klinicznych,
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10. PLANOWANE METODY USMIERCANIA ZWIERZAT

W projekcie planuje si¢ poddanie myszy eutanazji po zakofczonym do$wiadczeniu (procedura 1 fezynnosé 4,
procedura 2, czynnos¢ 5) i nastgpnie pobranie narzqdow do dalszych analiz. Eutanazja zostanie przeprowadzona z
zastosowaniem skrwawienia i perfuzji transkardialnej po uprzednim uspieniu wziewng dawks izofluranu i
dalszemu uépieniu oraz znieczuleniu zwierzgt mieszaning medetomidyny z ketamina zawieszonej w 0,9% NaCl w

dawce anestetycznej na drodze iniekcji dootrzewnowej.

Jesli u myszy wystapig ponizsze objawy wskazujace na cierpienie zblizajace si¢ do niedopuszczalnego poziomu
po ich zaobserwowaniu uruchomiana zostanie procedura humanitarnego zakonczenia eksperymentu,

Spadek masy ciala powyiej 20%

Teoretyczna objgtodé guza powyzej 1,5 ml (objgtosc guza = (szerokodé? x dhugosé/ 2)

Jesli guz przeksziatei sig w wrzod

Wystapienie
jednego z objawdw

Piloerekcja

Widoczne utrudnienia w oddychaniu

Cofnigte wibrysy

Zmruzone oczy

Bicgunka

Wystgpienie
minimum trzech
objawow
rdwnoczesnie

¥ W przypadku planowania zastosowania wezesnego, humanitarnego zakonezenia procedury szezegdlowo opisaé

{np. w formie tabeli) objawy bgdgce podstawy decyzji o uSmierceniu zwierzgeia.
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Zalgczniki:
Lp. Nazwa zatgcznika TN
1. Streszczenie nietechniczne T
2, Zgoda lekarza weterynarii na ponowne wykorzystanie zwierzecia, (jesli planowane
dodwiadczenie ma byt przeprowadzone z wykorzystaniem zwierzecia w sposob
okreslony w art. 12 Ustawy (DU 26.02.2015 poz. 266))
3. Oéwiadczenie o dzialaniach podjgtych w celu uzyskaniu zezwolenia, o ktdrym mowa w N
arl. 56 ustawy z dnia 16 kwietnia 2004 r. 0 ochronie przyrody; (w przypadku zwierzat
dzikich objgtych ochrong gatunkows)
4. Oswiadczenie o dzialaniach podjgtych w celu uzyskaniu zezwolenia, o ktérym mowa w N
ustawie z dnia 22 czerwea 2001r, (Dz. U. z 2007 nr 36 poz. 233, 2009 ar. 18 poz. 97, oraz
2015r poz. 277) o mikroorganizmach i organizmach genetycznie zmodyfikowanych
5. Szezegotowe uzasadnienie koniecznodci wykorzystania wigkszej niz planowana N
liczby myszy w badaniach pilotazowych na podstawie otrzymanych wynikéw.
20
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STRESZCZENIE NIETECHNICZNE

Wzor Sluzacy Przekazywaniu Nietechnicznych Streszezen Projekidw, o Kidrych mowa w Art. 43 Ust. 1 Dyrektywy
2010/83IUE

Tytut prajektu

Czas trwania |30 miesiecy
projektu
[w miesigeach)

Stowa kluczowe

[maksymalnie 5] ()

| Rola autofagii i niedotlenienia w chemaoparnosci 1wigzanej ze starzeniem
komdrkowym w raku pluca i raku nerki

Rak, chemioterapia, starzenie, autofagia, niedotlenienie

Cel projektu
{moina wybraé wigoej niz jedng
| odpowied)

Cele i przewidywane korzysci proj ektu -
Prosze opisat cele projektu (na przykiad
zbadanie pewnych niewiadomych naukowych
lub odpowiedzenie na potrzeby naukowe lub
kliniczne).

lakie s3 potencjalne korzysci wynikajgce z tegu_

— Badania podstawowe (3)

Gldwnym celem proponowanych przez nas
doswiadczen in vivo jest zbadanie, jak mozemy
zwigkszyé efektywnosc chemioterapii.
Chemioterapia jest weigi najczesciej stosowanym
typem terapii przeciwnowotworowej. lednym 2z
mechanizmdw opornosci na chemioterapie jest
starzenie  komdrkowe. Jest to  zjawisko
potencjalnie korzystne — komdrka nowotworowa
priestaje sig dzielic. Jednak najnowsze badania, w
tym nasze, Sugerujg, Ze stare komoarki
nowotworowe mogg przetamywac te bariere i
wznawiat  aktywnoif  podziatows.  Nasze
dotychczasowe badania wskazujg, e dwa
procesy/ zjawiska moga odgrywad role w tzw.
ucieczce od starzenia komorkowego — autofagia i
niedotlenienie. Autofagia to proces kataboliczy,
ktory zwigksza odpornosc komdrek rakowych na
roine czynniki stresowe tj. chemioterapeutyki i
niedotlenienie. Z kolei, niedotlenie wystepuje w
guzach nowotworowych | zwieksza ich
chemoopornost. Z zwigzku z tym proponowane
przez nas dodwiadczenie in vive ma na celu

zbadanie, czy inhibiter  autofagii -
hydroksychlorokina  (HCQ) oraz  zwiazek
wiekszajgcy utlenowanie tkanek -1

trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP) wplywaja na
efektywnosc chemioterapii w kontekicie starzenia
komarek rakowych | wznowy po leczeniu. Cel ten
osiggniemy poprzez pomiar wielkosci guzdw w
trakcie trwania eksperymentu, a takie analizy
molekularne  (badanie markerdw: starzenia,
proliferacji, autofagii, niedotlenienia) pobranych
| tkanek po zakonczeniu badaniu. '
Korzysci z proponowanych przez nas doswiadczen

| projektu? Nalezy wyjasnic, w jaki ﬂ)cgéb_
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projekt moze przyczynic sie do postepdw w
nauce, lub tei jakie ostateczne korzysci moga z

niego czerpac ludzie, zwierzeta lub

srodowisko. W stosownych przypadkach
nalezy wprowadzic rozroznienie miedzy
korzysciami krotkoterminowymi (w czasie
trwania projektu) i dlugoterminowymi (ktdre
moga sie pojawic po zakonczeniv projektu).

hﬁ:ewifwane s;kod;

kliniczny. Po pie_rwsze, przeprawadzone przez nas
badania mogy pogtebi¢ wiedze w dzledzinie
biologii starzenia komérek nowotworowych i jego
powigzan z procesemn autofagii i niedotlenienia.
Dodatkowo, w naszych badaniach uwzgledniamy
zjawisko niedotlenienia, ktdre ma kluczowe
znaczenie  dla  chemoopornosci  komdarek
nowotweorowych. Nasze badania wykonujemy na
dwoch  typach  najczescie]  wystgpujgcych
nowotwordw: raku phuc i raku nerki. Testujemy
tei roine typy chemioterapeutykdw. S5tad nasze
badania mogy dostarczy¢ bardzo uniwersalnych
whnioskéw i postuiyé do opracowania bardziej
skutecznych metod czy schematow
terapeutycznych. Co waine, nasie badania
dotyczg nowotwordw, ktdre stosunkowo dobrze
odpowiadajg na chemioterapie (rak ptuc), jak i
tych, ktore wykazujg wysoka chemoopornosé (rak
nerki). Jednak, w obu przypadkach efektywnosé
leczenia chemicznego nie jest zadawalajaca |
wymaga optymalizacji. Wyniki naszych badan
bedziemy rozpowszechniaé w postaci publikacji
naukowych w  czasopismach o  dulym
miedzynarodowym zasiegu oraz wystapied na
konferencjach naukowych, a takie podczas
dziatalnodci  popularnonaukowe), dzieki ktdrej
wyniki naszych prac mogg dotrze¢ do szerokiej
opinii publicznej.

W jakich procedurach beda zazwyczaj

stosowane zwierzeta (na przyktad

wstrzykiwanie, zabiegi chirurgiczne)? Prosze
wskazac liczbe i czas trwania tych procedur.

' Fodské_me_(jedﬁra?owe}_wstrz\fkniecie komdrek

nowotworowych raka nerki lub raka pluc oraz
dootrzewnowe Iniekcje lekow -
chemioterapeutykéw (winblastyna w raku nerki: 1
raz w tygedniu, przez 3 tygodnie — 3 iniekcje;
cisplatna w raku ptuca - co 3 dni, przez 3 tygodnie
-7 iniekcji) i badanych zwigzkéw — HCQ (10 razy w
ciggu 14 dni) oraz ITPP (5 razy w ciggu 14 dni) Czas
trwania catego projektu okolo 9-11 tygodni.

Jakie s3 przewidywane/szkodliwe skutki dla
zwierzat, na preykiad bél, utrata masy ciata,
brak aktywnoscifograniczona mobilnosé, stres,
nietypowe zachowania i czas trwania tych

B4l i utrata masy ciata w wyniku rozwoju guza,

stres mwigzany  z iniekcjg komarek
nowotworowych, a nastepnie z iniekcjami
chemioterapeutykow | badanych zwigzkow.

Dyskomfart zwigzany z mierzeniem wielkosci guza

skutkdw? i pomiarami wagi zwierzat. Smier¢ zwierzat.
Zgodnie 2 Gatunki | Szacunkowa | Szacunkowa liczba dla kaidej kategorii dotkliwosci |
przewidywaniami (4 catkowita Terminalne | tagodne | Umiarkowane | Dotkliwe
jakie gatunkii jaka liczba I N B

liczba zwierzat beda | Mysz 99 99

wykorzystywane?
laka jest oczekiwana
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dotkliwos¢ i liczba
zwierzat w kazdej
kategorii dotkliwoéci
(w podziale na
gatunki)?

zwierzat po zakoriczeniu procedury.

éo stanie sie ze . Szacunkov;a liczba do Sza;mkawa liczba, Szacunkowa liczba
zwierzetami ponownego jaka ma zosta¢ zwierzat objetych
utrzymanymi przy wykorzystania przywrécona do programami
zyciu po zakorczeniu siedliska znajdowania nowego
procedury? 5} %) 0 przyrodniczego lub domu

systemu

hodowlanego 0

]
Prosze poda¢ powody Elénowanego losu EutanazjaAA .zwierzat po -_zakoﬁczeniu

eksperymentu celem pobrania tkanek (guz
pierwotny, krew, inne narzady pod katem
ewentualnych przerzutéw: pluca, $éledziona,
nerki, watroba) i ich analizy molekularnej i
histologicznej.

?tosowanle zasady 3R

1. Zastapienie

Prosze wskazac, jakie alternatywne rozwigzania
bez wykorzystania zwierzat s dostepne w tej
dziedzinie i dlaczego nie moga by¢
wykorzystane do celéw projektu.

Biologiczne metody alternatywne obejmujg
wykonanie doswiadczen w hodowlach in vitro, z
uwzglednieniem warunkdw niedotlenienia oraz
struktury tréjwymiarowej guza nowotworowego
(sferoidy 3D). W naszym projekcie zgodnie z
zasadg zastapienie wszystkie te metody zostaty
przez nas wykorzystane w poczatkowej fazie
projektu i pozwolity nam wybraé najbardziej
przemyslany i obiecujacy schemat doswiadczer
in vivo. Jednak zadna z tych metod nie pozwala
odtworzy¢ w  petni  zlozonoéci  uktadu
biologicznego, ktéry wystepuje w guzie
nowotworowym. Bo guz nowotworowy to nie
tylko komdrki nowotworowe, ale takze komarki
odpornosciowe, komorki naczyr krwionosnych
oraz komorki podscieliska, ktére pozostajg ze
sobg w dynamiczne] interakcji. Do tego
dochodza  zjawiska fizyczne, takie jak
niedotlenie, czy cisnienie wewnatrz guza, ktére
maje kluczowe znaczenie dla jego wazrostu,
przerzutowania | odpowiedzi na terapie
przeciwnowotworowe. Rowniez w naszych
badaniach dotyczacych starzenia i ucieczki od
starzenia komérek nowotworowych dopiero
uwzglednienie wszystkich elementéw uktadu
daje szanse na uzyskanie wiarygodnych i |
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2. Ograniczenie

Prosze wyjasnic, w jaki sposdb okreslono liczbe
zwierzat koniecznych do celow tego projektu.
Prosze opisad kroki podjete w celu ograniczenia
liczby wykorzystywanych zwlerzat oraz zasady
zastosowane przy projektowaniu badania. W
stosownych przypadkach, prosze opisac
praktyki, ktére bedg stosowane w catym
projekcie w celu zminimalizowania liczby
wykorzystywanych zwierzat zgodnie z celami
naukowymi. Praktyki te mogg obejmowac np.
badania pilotaiowe, modelowanie
komputerowe, dzielenie sie tkankami i
ponowne wykorzystywanie.

——

miarodajnych wynikow, ktére bedzie moina |
| praefotyé na sytuacje kliniczna. |
W  naszym projekcie zgodnie z zasada
ograniczenie plan eksperymentu in vivo zostat
przez  nas opratowany na  podstawie
diugotrwalych eksperymentow in vitro, ktére
pozwolity nam wytonié najbardziej skuteczny i
obiecujgcy uktad eksperymentalny. Temu celowi
stuzyly tei przeprowadzone przez nas
eksperymenty w warunkach niedotlenienia i w
kulturach 3D. Minimalng liczbe zwierzat
niezbedna do tego eksperymentu (11 osobnikdw
na grupe) oszacowano na podstawie wyliczen
statystycznych, w  ktorych  zatoiono, ie
zaobserwowane pomiedzy grupami roznice majg
osiggnad istotnodé statystyezng (p < 0,05). W
naszym badaniu przewidzielismy takie kilka grup
kontrolnych, ktére pozwoly nam odpowiednio
zinterpretowaé uzyskane wyniki. Podczas
eutanazji zabezpieczymy odpowiednio nie tylko
krew i guzy nowotworowe, ale takie inne
narzagdy badanych zwierzat (ptuca, watrobe,
sledzione i nerki) pod katem planowanych przez
nas badar biochemicznych i histologicznych
markeréw starzenia, proliferacji, autofagii i
niedotlenienia  (RNA,  biatko,  preparaty
mrozeniowe i preparaty parafinowe). Pozwoli
nam to uzyskac maksymalng ilos¢ danych z tego
eksperymentu, a takie stworzy¢ biobank tkanek
_pod katem przyszlych projektdw.

| 3. Udoskonalenie

Prosze podad przykiady konkretnych srodkdw
(np. wzmozone monitorowanie, opieka
pooperacyjna, terapie przeciwbdlowe, trening
zwierzat), ktére naleizy podjac w zwiazku z
procedurami w celu zminimalizowania szkdd dla
dobrostanu zwierzat. Prosze opisac
mechanizmy wprowadzania technik w zakresie
fagodzenia szkdd pojawiajgcych sie w czasie
trwania projektu.
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W naszym projekcie  zgodnie zasadg
udoskonalenie zapewnimy myszom
przebywanie w trakcie doswiadczenia w klatce
ze wzbogaconym srodowiskiem 4
nieograniczonym dostepem do paszy | wody.
Zapewnimy takie myszom przebywanie w
trakcie doswiadczenia po  maksymalnie 5
osobnikdw w klatce. Opieke codzienng oraz
eksperymenty beda prowadzi¢ wyznaczone
osoby, aby nie wprowadzaé dodatkowych
stresordw. Zwierzeta beda utrzymywane w
standardzie SPF, co zagwarantuje im czyste klatki
i brak kontaktu z potencjalnymi patogenami.
Dodatkowo stan ogdlny zwierzat bedzie
cyklicznie | w razie potrzeby konsultowany z
lekarzem weterynarii. Wszystkie procedury beda
wykonywane z najwyiszg starannoscia, a takie z
szacunkiem oraz empatia wobec badanych
wierzat, Zwierzeta beda regularnie
| monitorowane pod katem zmian w masie ciafa, |
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wygladzie i

zachowaniu. Wszystkie
przeprowadzane na nich procedury beda
polegaty na iniekcjach podskérnych lub
dootrzewnowych oraz pomiarach guzow, ktére
beda wykonywane przez wyspecjalizowany
personel. Procedury wymagajace
unieruchomienia zwierzat (golenie, mierzenie
guzow, iniekcje komdrek nowotworowych) beda
wykonywane z wykorzystaniem anestezji
wziewnej (izofluran). Eutanazja zwierzat nastapi
poprzez zastosowaniem iniekcji dootrzewnowej
mieszaniny zwigzkéw usypiajaco-znieczulajacych
po uprzednim uépieniu wziewnym. Jesli u myszy
wystapia objawy wskazujgce na cierpienie
zblizajace sie do niedopuszczalnego poziomu po
ich zaobserwowaniu uruchomiana zostanie
procedura humanitarnego zakoriczenia
eksperymentu,

Prosze wyjasni¢ wybor gatunkéw i powigzanych
etapow zycia.

Eksperymenty zostang przeprowadzone na
mysich modelach syngenicznych - BALB/c dla
linii raka nerki oraz C578L6/c dla linii raka ptuca.
Myszy tych szczepdw sg najczesciej stosowane w
badaniach nad chorobami nowotworowymi.
Charakteryzujg sie tatwoscia w rozmnazaniu,

hodowli i przeprowadzaniu  procedur
eksperymentalnych. Wszczepianie  myszom
mysich  komérek linii  nowotworowych,

pochodzacych z hodowli in vitro, stanowi od
wielu lat dostepny i standardowy model
dosdwiadczalny. Jest on stosowany w badaniach
nad procesem nowotworowym, w tym nad
mechanizmem wzrostu guza pierwotnego i
tworzenia przerzutdéw, jak réwniez do
testowania zwigzkéw przeciwnowotworowych.

Dodatkowo, uzycie myszy
immunokompetentnych w badaniach
nowotworowych pozwala odtworzyé calg
ztozono$¢ organizmu  zywego i roli jego

poszczegdlnych ukfadow dla wzrostu i progresji
nowotworu. Takie w kontekscie
zaproponowanych przez nas badan, czyli
zbadania efektéw zastosowania inhibitora
autofagii - HCQ oraz czasteczki zwiekszajacej
utlenowanie tkanek - ITPP w kontekécie
eliminacji komérek starych i/ lub zahamowania
ucieczki od starzenia komdrek rakowych
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obecnosc

funkcjonalnego uktadu

odpornoiciowego oraz
kluczowe znaczenie.

krwionosnego ma

Projekt wybrany do Termin Obejmuje
oceny retrospektywnej ") dotkliwe
procedury

Wykorzystuje
zwierzeta z rzedu
naczelnych

Inna przyczyna

{ 1) W tym tarminy naukowe, ktére mogq skladad sig 2 wigee] nil pigciu pojedynczych shiw, z wylgezeniem nazw gatunkdw i calow

wprowadzomych w innym migjscu w dokumence.
{2 ) Prosze zawrzel w rozwijanym menu.

[ 3} Wykaz celéw zgodnie ¢ kategoriami | podkategoriami sprawozdawczole statyskyczne) w zalgcenlku I do ninfejsze] decyzji.

{ 4 ) Gatunki zgodnie z kategoriami sprawozdawczosc statystycznej okreslanymi w zataciiku || do niniejszej decyzji, z dodatkows opcja
Jnieckredlonego ssaka” w celu zachowania anonimowodc w wyjatkowych preypadkach.
{5 ) Gatunki, ktdre nalezy wpisal w zwigzku z poprzednia odpowiedsia, de wyboru spofrod odpowiednich kategorii (proporcie).

{6 ) Mablivy wybdr wielu opji dla katdego gatunku.

{ 7 § Mokna wybrad wircej niz jedng odpowiedi. Ma tastosewanie do tych paristw colonkowskich, w kidryeh takie informacje sq =

‘wymagane zgodnie z przepizami.
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