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ALK — (ang. Anaplastic Lymphoma Kinase) kinaza chtoniaka
anaplastycznego

AMPK — (ang. AMP-activated protein kinase) kinaza biatkowa aktywowana
przez AMP

APS — (ang. Ammonium persulfate) nadsiarczan amonu

ASCO — (ang. American Society of Clinical Oncology) Amerykanskie
Towarzystwo Onkologii Klinicznej

ASFla — (ang. Anti-silencing factor 1a) czynnik przeciw wyciszeniu 1a

ATGs — (ang. Autophagy-Related Genes) geny zwigzane Z autofagia

ATM — (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated) zmutowana kinaza ataksji
teleangiektazji

ATR — (ang. Ataxia Telangiectasia Rad 3-related) kinaza zwigzana z kinaza
ATM i helikazg Rad3

BCA — (ang. Bicinchoninic acid) kwas dwucynchoninowy

Bcl-2 — (ang. B-cell leukaemia/lymphoma 2) biatko 2 zwigzane z biataczka
limfocytow B

BCN1 — (ang. Beclin 1) beklina 1

BRAF — (ang. V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) homolog B
wirusa mysiego mig¢saka V-Raf

BrdU — (ang. 5-Bromo-2-deoxyUridine) 5-bromo-2’-deoksyurydyna

BSA — (ang. Bovine serum albumin) albumina surowicy bydlgce;j

CCND2 —(ang. Cyclin D2) cyklina D2

CDK — (ang. Cyclin dependent kinase) kinaza cyklinozalezna

CDKN1A - (ang. Cyclin dependent kinase inhibitor 1A) inhibitor kinazy
cyklinozaleznej 1A

CDKN2A - (ang. Cyclin dependent kinase inhibitor 2A) inhibitor kinazy
cyklinozaleznej 2A

CHK1 — (ang. Checkpoint kinase 1) kinaza punktu kontrolnego 1

CHK2 — (ang. Checkpoint kinase 2) kinaza punktu kontrolnego 2

CIS — cisplatyna

CPM — (ang. Counts per million) ilo$¢ zliczen na milion

CSCs — (ang. Cancer stem cells) nowotworowe komorki macierzyste

Ct — (ang. Threshold cycle) cykl progowy

DAPI — (ang. 4'-6-diamidino-2-phenylindole) 4',6-diaminoino-2-fenylindol

DDR — (ang. DNA damage response) odpowiedz na uszkodzenie DNA

DEGs — (ang. Differentially expressed genes) geny o zmienionej ekspresji

DMSO - (ang. Dimethyl Sulfoxide) dimetylosulfotlenek

DNA — (ang. Deoxyrybonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

dNTP — (ang. Deoxyribonucleotide triphosphate) trojfosforan
deoksyrybonukleotydu

DOC — docetaxel

E2F — (ang. E2 transcription factor) czynnik transkrypcyjny E2

EGFR — (ang. Epidermal growth factor receptor) receptor naskorkowego

czynnika wzrostu

EGLN3 - (ang. Egl-9 family hypoxia inducible factor 3) czynnik indukowany
niedotlenieniem 3 z rodziny Egl-9

ELISA — (ang. Enzyme-linked immunosorbent assay) test
immunoenzymatyczny



EMT — (ang. Epithelial to mesenchymal transition) tranzycja
epitelialno-mezenchymalna

EPO — (ang. Erythropoietin) erytropoetyna
ER — (ang. Endoplasmic reticulum) retikulum endoplazmatyczne
ERCC1 - (ang. Excision repair cross-complementing gene 1) gen naprawy przez

wyciecie | uzupehienie krzyzowe
ES-SCLC - (Extensive-stage small-cell lung cancer) stadium rozlegte
drobnokomorkowego raka ptuc

FAK — (ang. Focal adhesion kinase) kinaza adhezji ogniskowej

FBS — (ang. Fetal bovine serum) wotowa surowica ptodowa

FDA — (ang. Food and Drug Administration) Agencja Zywnosci i Lekow

FDR — (ang. False discovery rate,) wskaznik fatszywych wykry¢

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

FGFR1 - (ang. Fibroblast growth factor receptor 1) receptor 1 czynnika wzrostu
fibroblastéw

FIP200 - (ang. Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa)
biatko oddzialujace z rodzing kinaz adhezji ogniskowej 200 kDa

FSC — (ang. Forward scatter characteristic) charakterystyka rozproszenia od
przodu

GLUT-1 - (ang. Glucose transporter 1) transporter glukozy 1

HCQ — (ang. Hydroxychloroquine) hydroksychlorokina

HIFs — (ang. Hypoxia-inducible factors) czynniki indukowane
niedotlenieniem

HIRA — (ang. Histone regulator A) regulator histonu A

HP-1 — (ang. Heterochromatin protein 1) biatko heterochromatyny 1

HRE — (ang. Hypoxia Response Element) element odpowiedzi na
niedotlenienie

HRP — (ang. Horseradish peroxidase) peroksydaza chrzanowa

IGFBP7  — (ang. Insulin like growth factor binding protein 7) biatko wigzace
insulinopodobny czynnik wzrostu 7

IHC — (ang. immunohistochemistry) immunohistochemia

IL — (ang. Interleukin) interleukina

JAK-STAT- (ang. Janus kinase-signal transducer and activator of transcription)
transduktor sygnatu kinazy Janus i aktywator transkrypcji

KEGG — (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Kyoto
encyklopedia genow i genomow

KLF4 — (ang. Kruppel-Like Factor 4) czynnik transkrypcyjny 4 podobny do
czynnikow Kruppel

KRAS — (ang. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) homolog onkogenu
wirusowego mig¢saka Kirsten szczura

LC3 — (ang. Microtubule-associated protein light chain 3) zwigzane z
mikrotubulami lekkie tancuchy biatka 3

LDH — (ang. Lactate Dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

LS-SCLC - (ang. Limited-Stage Small-Cell Lung Cancer) stadium ograniczone
drobnokomorkowego raka ptuc
MDM2  — (ang. Murine double minute 2) biatko wigzace p53

MDR1 — (ang. Multidrug resistance 1) gen opornosci wielolekowej 1
MDSCs - (ang. Myeloid derived stromal cells) komorki zrgbowe pochodzenia
szpikowego



MET — (ang. Mesenchymal to epithelial transition) przejscie
mezenchymalno-nabtonkowe

MMP — (ang. Matrix metalloproteinase) metaloproteinaza macierzy
MRP2 — (ang. Multidrug Resistance-Associated Protein 2), zwigzane
Z opornos$cig wielolekowa biatko 2
MSC — (ang. Mesenchymal Stromal Cells) mezenchymalne komorki zrgbowe
mTOR — (ang. Mammalian target of rapamycin) ssaczy cel rapamycyny

MTORC1 - (ang. Mechanistic target of rapamycin complex 1) mechanistyczny cel
kompleksu rapamycyny 1

MTT — (ang. 3-(4,5-diMethyl-2-Thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-Tetrazolium
bromide) bromek 3-(4,5- dimetylotiazol-2-yl)-2,5- difenylotetrazolowy

NADPH - (ang. Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate) fosforan
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NF-«xB — (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
czynnik jadrowy oddziatujacy ze wzmacniaczem sekwenc;ji lekkiego
tancucha immunoglobuliny w aktywowanych limfocytach B

NGS — (ang. Next generation sequencing) sekwencjonowania nastepne;j
generacji

NK cells — (ang. Natural Killer cells)- komérki NK

NLR — (ang. NOD-like receptor) receptor typu NOD

NO — (ang. Nitric oxide) tlenek azotu

NOD — (ang. Nucleotide-binding Oligomerization Domain) domena zdolna do
wigzania nukleotydow i oligomeryzacji

NOS3 — (ang. Nitric oxide synthase 3) syntaza tlenku azotu 3

NSCLC - (ang. Non-small-cell lung cancer) niedrobnokomdrkowy rak ptuca

NTRK — (ang. Neurotrophic tyrosine receptor kinase) neurotroficzny receptor
kinazy tyrozynowej

NUT — (ang. Nutlin-3) nutlina-3

OCT-3/4 — (ang. Octamer-binding Transcription Factor 4), wigzacy octamer
czynnik transkrypcyjny 4

OIS — (ang. Oncogene-induced senescence) starzenie komorkowe
indukowane onkogenem

PAD4 — (ang. Peptidyl arginine deiminase 4), deiminaza
peptydyloargininowa 4

PAI-1 — (ang. Plasminogen activator inhibitor 1) inhibitor aktywatora
plazminogenu 1

PBS — (ang. Phosphate buffered saline) bufor fosforanowy

PCNA — (ang. Proliferating cell nuclear antigen) jadrowy antygen dzielacej si¢
komorki

PD-1 — (ang. Programmed death receptor 1) receptor programowanej $§mierci
komorki 1

PD-L1 — Ligand programowanej $mierci 1

PDGF — (ang. Platelet-derived growth factor) czynnik wzrostu pochodzenia
plytkowego

PDT — (ang. Photodynamic therapy) terapia fotodynamiczna

PE — (ang. Phosphatidylethanolamine) fosfatydyloetanoloamina

PET — (ang. Positron emission tomography) pozytonowa tomografia emisyjna

PFKFB3 - (ang. 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3)
6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktozo-2,6-bisfosfataza I11
PFOB — (ang. Perfluorooctyl bromide) bromek perfluorooktylu
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PGCCs - (ang. Polyploid giant cancer cells) polipoidalne olbrzymie komoérki

nowotworowe
Pl — (ang. Propidium iodide) jodek propidyny
PI3K — (ang. Phosphoinositide 3-kinase) 3-kinaza fosfatydyloinozytolu
PI3P — (ang. Phosphatidylinositol 3-phosphate) 3-fosforan

fosfatydyloinozytolu
PIK3CA - (ang. Phosphatidylinositol-3-kinase catalytic subunit alpha)
podjednostka katalityczna a 3-kinazy fosfatydyloinozytolu

PKM2 — (ang. Pyruvate kinase M2) izoforma M2 kinazy pirogronianowej

gPCR — (ang. quantitative polymerase chain reaction) ilo§ciowa reakcja
fancuchowa polimerazy

RAS — (ang. Rat sarcoma viral oncogene) onkogen wirusowy migsaka szczura

Rb — (ang. Retinoblastoma-associated protein) biatko zwigzane
Z siatkowczakiem

RIN — (ang. RNA Integrity Number) wspolczynnik integralno$ci RNA

RNA — (ang. Rybonucleic acid) kwas rybonukleinowy

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

RS — (ang. Replicative Senescence) starzenie replikacyjne

RT — (ang. Room temperature) temperatura pokojowa

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SAHF — (ang. Senescence-associated heterochromatin foci) skupiska
heterochromatyny zwigzane ze starzeniem

SASP — (ang. Senescence-associated secretory phenotype) fenotyp

wydzielniczy zwigzany ze starzeniem
SA-B-gal — (ang. Senescence-associated [3-galactosidase) f-galaktozydaza
Zwigzana ze starzeniem

SCLC — (ang. Small-cell lung cancer) drobnokomdrkowy rak ptuca

SDS — (ang. Sodium dodecyl sulphate) siarczan dodecylu sodu

SEM — (ang. Standard error of measurement) standardowy btad pomiaru

SIPS — (ang. Stress-induced premature senescence) starzenie komorkowe
wywotane stresem

SO — (ang. Sodium oxamate) oksamat sodu

SOX-2 — (ang. sex determining region Y-box 2) region determinujacy ptec¢
Y-box 2

SPF — (ang. Specific pathogen free) wolny od okreslonych czynnikéw
chorobotworczych

SSC — (ang. Side scatter characteristic) charakterystyka rozproszenia
bocznego

TAM — (ang. Tumor-associated macrophage) makrofag zwigzany
Z nowotworem

TBST — (ang. Tris Buffered Saline with Tween) bufor trisowy z dodatkiem
tween

TEMED - (ang. N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine)
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TG — (ang. Tris-glycine) bufor tris-glicyna

TGF-f1 - (ang. Transforming growth factor- 1) transformujacy czynnik
wzrostu-B1

TGS — (ang. Tris-glycine-SDS) bufor tris-glicyna-SDS

TIMP1 — (ang. Tissue inhibitor of metalloproteinase 1) tkankowy inhibitor

metaloproteinazy 1



TIS — (ang. Therapy-induced senescence) starzenie wywolane terapia

TKI — (ang. Tyrosine-kinase inhibitor) inhibitor kinazy tyrozynowej
TNF — (ang. Tumor Necrosis Factor) czynnik martwicy nowotworow
ULK1 — (ang. Unc-51 like autophagy activating kinase 1) Unc-51typu

aktywujacej autofagie kinazy 1
UVRAG - (ang. UV-resistance associated gene) gen zwigzany Z odpornoscig na
promieniowanie UV

VEGF — (ang. Vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu srodblonka
naczyniowego

VEGFR  — (ang. Vascular endothelial growth factor receptor) receptor dla
czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego

VHL — (ang. Von Hippel-Lindau tumor suppressor protein) biatko supresora
nowotworu von Hippel-Lindau

X-gal — (ang. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-d-galactopyranoside)
5-bromo-4-chloro-3-indolylo-beta-D-galaktopiranozyd

YAP — (ang. Yes-Associated Protein) biatko zwigzane z biatkiem YES

ZEB-1 — (ang. Zinc-finger E-box Binding Homeobox 1) palec cynkowy E-box

wiazacy homeobox 1



Streszczenie

Jedng z najczes$ciej stosowanych metod leczenia raka pluca w  stadium
zaawansowanym jest chemioterapia. Jednakze czesto zastosowana terapia nie przynosi
zadowalajgcych efektow i po zakonczonym leczeniu dochodzi do nawrotu nowotworu
opornego na leczenie. Jednym z mozliwych mechanizméw takiego zjawiska jest rozwoj
starzenia indukowanego terapia (TIS). Komoérki stare wykazuja szereg
charakterystycznych cech takich jak: wzrost aktywnos$ci enzymu SA-B-galaktozydazy,
fenotyp wydzielniczy zwigzany ze starzeniem (SASP), poliploidia, czy zatrzymanie
cyklu komorkowego. Ta ostatnia cecha jest korzystna z punktu widzenia terapii
pacjentdow nowotworowych. Jednakze najnowsze badania sugeruja, ze komorki TIS
moga powraca¢ do aktywnosci podziatowej, doprowadzajac do wznowy choroby
nowotworowej. W kontek$cie badania odpowiedzi komoérkowej na terapie
przeciwnowotworowe kluczowe znaczenie ma mikrosrodowisko guza, ktérego cecha
charakterystyczng jest niedotlenienie. Komorki nowotworowe moga adaptowac si¢ do
niedotlenionego $rodowiska poprzez rézne mechanizmy, do ktorych nalezg zmiany
metaboliczne oraz modulacja autofagii. Jednakze doktadny zwigzek pomig¢dzy tymi
mechanizmami a TIS w warunkach niedotlenienia pozostaje niejasny. Dlatego tez celem
tej pracy bylo zbadanie roli niedotlenienia w rozwoju TIS komorek raka pluca
w odpowiedzi na chemioterapi¢ oraz wptywu modulacji metabolizmu beztlenowego
i autofagii na ten proces.

W tym celu komorki raka ptuca hodowano w warunkach normoksyjnych (~19% O>)
lub w hipoksji (1% O.) oraz poddano chemioterapii. Uzyto lekow najczgsciej
stosowanych w terapii pacjentow: uszkadzajacej DNA cisplatyny oraz terapeutykow
zaburzajacych dynamike mikrotubul — docetakselu i winorelbiny. Po zakonczeniu
eksperymentu zbadano komorki pod katem markeréw TIS.

Otrzymane wyniki wykazaty, Zze warunki niedotlenienia powodowaly wzrost
opornosci na cisplatyne poprzez ucieczk¢ od starzenia komorkowego, Czego nie
zaobserwowano podczas zastosowania trucizn mikrotubul. Komorki leczone cisplatyna
w niedotlenieniu charakteryzowaty si¢ zmniejszong aktywnoscig SA-B-galaktozydazy
oraz zmniejszonym udziatem komoérek w fazie G2/M cyklu komorkowego
W porownaniu do warunkéw normoksyjnych. Ponadto niedotlenienie zwigkszato
aktywnos¢ proliferacyjng oraz odsetek komoérek w fazie GO/G1l. Poszukujac

mechanizmu molekularnego odpowiedzialnego za ten efekt stwierdzono, ze



niedotlenienie ostabialo prostarzeniowa sygnalizacje zwigzang ze Szlakiem p53-p21,
a takze indukowato tranzycje epitelialno-mezenchymalna.

Podczas badania wplywu modulacji metabolizmu beztlenowego lub autofagii na
zaobserwowang oporno$¢ na cisplatyne W niedotlenieniu zastosowano wyciszanie
gendw zwigzanych z tymi procesami lub farmakologiczne inhibitory. Zahamowanie
aktywnos$ci enzymu odpowiedzialnego za metabolizm beztlenowy (LDH) nie zmienito
efektu niedotlenienia na ucieczke¢ komorek przed starzeniem podczas leczenia
cisplatyng. Natomiast skuteczne W tym celu okazato si¢ zahamowanie autofagii poprzez
uzycie farmakologicznego inhibitora, hydroksychlorochiny (HCQ). W perspektywie
krotkoterminowej HCQ zmniejszata proliferacj¢ niedotlenionych komorek raka pluca
leczonych cisplatyng. Dodatkowo analiza NGS wsrod genéow 0 zmniejszonej ekspresji
pod wptywem HCQ wykazata nadreprezentacje genow zwigzanych z terminami cyklu
komorkowego, replikacji DNA, $ciezek naprawy DNA bazy KEGG, co moze stanowi¢
mechanizmy uwrazliwiajace komoérki na leczenie oparte na lekach platynowych.
Z drugiej strony, geny o zwickszonej ekspresji byly nadreprezentowane w terminach
zwigzanych z odpowiedzig na infekcje oraz z uktadem immunologicznym i reakcja
zapalng, ktore mogg potencjalnie odgrywac role w progresji nowotworu.

Proba oceny efektu dziatania HCQ na komorki stare leczone cisplatyng w mysim
modelu in vivo nie doszta do skutku z powodu gwaltownego wzrostu guzow przed
podaniem HCQ. Moze to by¢ zwigzane 2z wystapieniem niedotlenienia
w wyindukowanych guzach i obserwowang in Vvitro oporno$cig na cisplatyne
w niedotlenieniu, jednakze potwierdzenie tej hipotezy wymaga poglebionych badan.

Poniewaz niedotlenienie okazato si¢ kluczowym czynnikiem w ucieczce przed
starzeniem komorek raka pluca leczonych ciplatyng zasadnym jest badanie markeréw
niedotlenienia przed podaniem tego leku. Z tego wzgledu zbadano ich ekspresje
w probkach pobranych od pacjentéw z niedrobnokomorkowym rakiem phuca. U czesci
pacjentow wykazano zroznicowang ekspresj¢ czynnikow indukowanych hipoksja w obu
badanych probkach, wskazujac na heterogennos¢ guzoéw pod wzgledem niedotlenienia.
Ponadto wzmozona ekspresja genow HIF czesciowo korespondowata ze wzrostem
marker6w macierzysto$ci, sugerujgc potencjalng role niedotlenienia W promowaniu
macierzystego fenotypu komorek raka pluca.

Podsumowujac, niedotlenienie sprzyja ucieczce komorek rakowych przed
starzeniem si¢ wywotanym cisplatyna. Mozna ja jednak przezwyciezy¢é poprzez
hamowanie autofagii za pomoca HCQ. Zatem HCQ moze stanowi¢ potencjalny
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terapeutyk zmniejszajacy chemooporno$¢ w niedotlenionych obszarach guza podczas
stosowania lekow platynowych. Jednakze dlugotrwaly efekt takiej terapii wymaga

przetestowania w badaniach przedklinicznych i klinicznych.
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Abstract

Chemotherapy is one of the most commonly used treatments for advanced lung
cancer. However, often the therapy does not bring satisfactory results and after the
treatment is completed, the therapy resistant cancer recurs. One of the possible
mechanism for this occurrence is the development of Therapy Induced Senescence
(TIS). Senescent cells show a number of characteristic features, such as: an increase in
the activity of the specific enzyme SA-B-galactosidase, the Senescence Associated
Secretory Phenotype (SASP), polyploidy or cell cycle arrest. The last one is beneficial
for the treatment of cancer patients, however, recent studies suggest that TIS cells may
revert to proliferative activity, leading to relapse of the neoplastic disease. The tumor
microenvironment, characterized by hypoxia, is of key importance in the context of
studying the cellular response to oncological therapies. Cancer cells can adapt to the
hypoxia through various mechanisms including metabolic modifications and autophagy
modulation, but the exact relationship between these mechanisms and TIS under
hypoxic conditions remains unclear. Therefore, the aim of the study was to investigate
the role of hypoxia in TIS development of lung cancer cells in response to
chemotherapy and the influence of anaerobic metabolism or autophagy modulation in
this process.

For this purpose, lung cancer cells were cultured under normoxic (~ 19% O2) or
hypoxic (1% O2) conditions and received chemotherapy. The drugs most often used in
the treatment of patients were applied: cisplatin, which damages DNA and therapeutics
that disrupt the microtubules dynamics - docetaxel and vinorelbine. At the end of the
experiment, TIS markers were tested.

The obtained results showed, that hypoxic conditions increased resistance to
cisplatin by escaping from cellular senescence, which was not observed after
microtubule poisons. The cells treated with cisplatin under hypoxia showed a reduced
activity of SA-p-galactosidase and a decreased proportion of cells in the G2/M phase of
the cell cycle compared to normoxic conditions. Moreover, hypoxia increased
proliferative activity and the percentage of cells in the GO/G1 phase. In searching for the
molecular mechanism responsible for this effect, it was found that hypoxia caused
downregulation of the pro-senescence signaling associated with the p53-p21 pathway,
and also induced epithelial to mesenchymal transition.

To study the effect of modulation of anaerobic metabolism or autophagy on the
observed cisplatin resistance in hypoxia related to these processes genes silencing or
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pharmacological inhibitors were used. Inhibition of the enzyme responsible for
anaerobic metabolism (LDH) did not change the hypoxia effect on senescence escaping
during cisplatin treatment. In contrast, autophagy inhibition through the use of a
pharmacological inhibitor, hydroxychloroquine (HCQ), proved to be effective for this
purpose. In the short term, HCQ reduces the proliferation of hypoxic lung cancer cells
treated with cisplatin. In addition, NGS analysis showed, that among the down-
regulated genes under the influence of HCQ revealed an overrepresentation of genes
related to the terms of the cell cycle, DNA replication, and DNA repair pathways in
KEGG base, which may be mechanisms to sensitize cells to platinum drug treatment.
On the other hand, upregulated genes were overrepresented in terms related to infection
response, immune system and inflammatory response, which could potentially play a
role in tumor progression.

An attempt to evaluate the effect of HCQ on senescent cells treated with cisplatin in
an in vivo murine model was unsuccessful due to the rapid growth of tumors prior to
HCQ administration. This may be related to the occurrence of hypoxia in induced
tumors and the observed in vitro resistance to cisplatin in hypoxia, however, in-depth
research is required to confirm this hypothesis.

Since hypoxia proved to be a key factor in senescence escaping in ciplatin-treated
lung cancer cells, it is reasonable to test hypoxia markers before administering this drug.
Therefore, their expression was studied in samples from patients with non-small cell
lung cancer. In some patients, different expression of hypoxia-induced factors was
demonstrated in both tested samples, indicating the lung tumor heterogeneity.
Moreover, the increased expression of HIF genes partially corresponded to the increase
of stem markers, suggesting the role of hypoxia in promoting the stem phenotype of
lung cancer cells.

In summary, hypoxia promotes the escape of cancer cells from cisplatin-induced
senescence, which can be overcome by autophagy inhibition with HCQ. Thus, HCQ
may be a potential therapeutic to reduce cancer relapses associated with senescence
escaping in the response to platinum drugs in hypoxic tumor sites. However, the long-

term effect of such therapy requires testing in preclinical and clinical trials.
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1 Wstep

1.1 Rak pluca

Rak ptuca jest jednym z najczgsciej diagnozowanych nowotworéw oraz wiodaca
przyczyng zgondw zwigzanych z rakiem na catym $wiecie. W Stanach Zjednoczonych
ponad potowa pacjentdow otrzymuje rozpoznanie W przedziale wieckowym pomigdzy 55
a 74 lat. Mediana wieku w momencie diagnozy to 70 lat, a mediana zgonu to 72 lata [1].
Kazdego roku przybywa okoto 2,2 miliona nowych przypadkéw, natomiast liczba
zgonow wynosi 1,79 miliona [2]. Warto podkre$li¢, ze zaré6wno zapadalnos$¢ jak
I Smiertelno$¢ na ten typ nowotworu jest wyzsza U mezczyzn. Szacuje si¢, ze W 2018
roku 1,2 miliona zgonéw dotyczyto mezczyzn, a okoto 576 100 kobiet [3].

Palenie tytoniu jest gtownym czynnikiem ryzyka, odpowiadajagcym za 80-90%
wszystkich diagnoz raka ptuca [3]. Wskazniki zachorowalno$ci i $miertelnosci na raka
phuc sa Scisle skorelowane z wzorcami palenia papieroséw. Mozna zaobserwowa¢ ich
wyrazne wzrosty wraz z nasileniem palenia, a nastgpnie spadki po rozpoczeciu
kompleksowych programow kontroli tytoniu [4]. Dlugofalowe skutki palenia
papierosoéw elektronicznych nie sg znane, ale myszy wystawione na ich ekspozycje byty
bardziej podatne na rozwoj gruczolakoraka pluc niz myszy kontrolne [5]. Innymi
czynnikami ryzyka rozwoju raka ptuc jest obcigzenie rodzinne, zwldknienie ptuc,
zakazenie wirusem niedoboru odpornosci, alkohol, narazenie na azbest, promieniowanie
jonizujace oraz substancje toksyczne takie jak wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne, metale ci¢zkie (nikiel, arsen, chrom) czy radon [6, 7].

Rak pluca jest choroba niejednorodna pod wzgledem histologicznym i mozna ja
podzieli¢ na 2 gldwne podtypy: drobnokomorkowy i niedrobnokomorkowy rak ptuca.
Znakomita wigkszo$¢ rozpoznan- okoto 85% - to rak niedrobnokomoérkowy, natomiast

pozostate przypadki dotyczg raka drobnokomorkowego [2].

1.1.1 Drobnokomoérkowy rak pluca

Drobnokomérkowy rak phluca (ang. Small-Cell Lung Cancer, SCLC) stanowi 15%
wszystkich przypadkoéw raka phluca [2]. Charakteryzuje si¢ szybkim tempem wzrostu
oraz wysokim stopniem przerzutowosci, przez co wykazuje wysoki wskaznik
smiertelnosci. Kazdego roku okoto ¢wier¢ miliona os6b zapada na SCLC, a 200 tysiecy
umiera z tego powodu [8]. SCLC jest jednym z nowotworow 0 najsilniejszym zwigzku
z paleniem tytoniu, w ktorym najczestszymi zmianami molekularnymi jest inaktywacja
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dwoch supresorow nowotworowych: p53 oraz RB (ang. Retinoblastoma-associated
protein) [9, 10].

Bioragc pod uwage stopien zaawansowania mozna wyrézni¢ dwa gléwne stadia
SCLC: stadium ograniczone (ang. Limited-Stage Small-Cell Lung Cancer, LS-SCLC)
oraz stadium rozlegle (Extensive-Stage Small-Cell Lung Cancer, ES-SCLC),
stanowigce okoto 70% przypadkoéw. Cecha rozgraniczajaca oba stadia jest obecnosé¢
przerzutow odlegtych (w ES-SCLC) lub ich brak [11]. Przerzuty najcz¢sciej sg
lokalizowane w przeciwleglym ptucu, mozgu, watrobie, nadnerczach i kosciach [8].

Glowny problem w leczeniu SCLC stanowi fakt, ze po poczatkowo wysokim
wskazniku odpowiedzi dochodzi do progresji choroby, czesto opornej na dalsze
leczenie [12]. Terapia LS-SCLC najczeSciej obejmuje skojarzenie radio- oraz
chemioterapii, ktorg standardowo jest polaczenie cisplatyny z etopozydem. W bardzo
wczesnym stadium wykorzystywana jest rowniez resekcja chirurgiczna [13]. Niestety,
zdecydowana wigkszos¢ przypadkow to zaawansowany ES-SCLC, dla ktorego
standardowa terapia oparta na platynie z etopozydem charakteryzuje si¢ mediang
przezycia wynoszacag jedynie 10,3 miesigca. W ostatnich latach do chemioterapii
dotagczono inhibitory immunologicznych punktow kontrolnych, jednak tylko

nieznacznie zwigkszyty one mediang przezycia do 13 miesigey [14].

1.1.2 Niedrobnokomoérkowy rak pluca

Najczestsza postac raka ptuca to rak niedrobnokomoérkowy (ang. Non-Small-Cell
Lung Cancer, NSCLC). WHO sklasyfikowata NSCLC na 3 glowne typy:
gruczolakorak, rak ptaskonabtonkowy i rak wielkokomorkowy. Istnieje rowniez kilka
wariantow oraz kombinacje podtypow klinicznych (Ryc. 1.1.) [7].

Zaréwno U palaczy, jak i niepalacych pacjentéw niezaleznie od ich wieku oraz pici
najczestszym podtypem NSCLC jest gruczolakorak, stanowigcy 40% wszystkich
przypadkow raka ptuca. Rozwija si¢ z matych komorek nabtonka drog oddechowych -
pecherzykow phlucnych typu II - wydzielajacych §luz i inne substancje. Gruczolakorak
wystepuje zwykle na obrzezach pluc I w poréwnaniu do innych podtypow
histologicznych charakteryzuje si¢ wolniejszym tempem wzrostu [15, 16]. Niestety,
czesto jest rozpoznawany W stadium przerzutowym i mimo rozwoju nowych metod
leczenia nadal pozostaje bardzo agresywnym nowotworem o catkowitym czasie
przezycia ponizej 5 lat [16]. Szacuje si¢, ze ponad 50% gruczolakorakow jest
obarczonych mutacjami warunkujacymi obecno$¢ aktywnych czynnikéw onkogennych.
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Mutacje te sg niezbedne do inicjacji i wzrostu guza. Czgsto dotycza genow
kontrolujacych proliferacje 1 przezycie. Do gendow najczgsciej zmutowanych

w przypadku gruczolakoraka nalezg KRAS, EGFR i ALK [16, 17].

Podtypy NSCLC

Typy histologiczne raka ptuca

Gruczolakorak
40%

Rak wielkokomorkowy
15%

Ryc. 1.1. Typy histologiczne raka ptuca oraz podtypy NSCLC.

Na podstawie: Schabath, M.B. and M.L. Cote, Cancer Progress and Priorities: Lung Cancer.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 2019. 28(10): p. 1563-1579.

Rak ptaskonablonkowy obejmuje okolo 25-30% wszystkich przypadkoéw raka ptluc.
Powstaje z komorek nabtonka ptaskiego w nabtonku drog oddechowych w oskrzelach
oraz w migzszu ptuc, przy czym najczesciej lokalizuje si¢ W proksymalnej czgsci pluca.
Co ciekawe, morfologicznie charakteryzuje si¢ wyjatkowa tuskowatoscig. Ponadto ten
podtyp NSCLC jest silnie skorelowany z paleniem papierosow [15, 18]. Szczegblnie
powszechne w tym typie nowotworu sg zmiany w genach supresorowych, TP53
i CDKN2A, a badania sugeruja, ze ponad potowa pacjentow z ptaskonabtonkowym
rakiem pluca nosi mutacje W przynajmniej jednym z nich. Innymi genami czesto
zmutowanymi u tych pacjentow sa PTEN, PIK3CA, KEAP1, MLL2, NFE2L2, RB1,
SOX-2, CCND2, NOTCH1/2, MET i FGFR1, przy czym subklony guza moga
wykazywaé rozne kombinacje mutacji [19, 20]. Jednakze w przeciwienstwie do
gruczolakoraka mutacje kierujgce nie sg W tym przypadku czeste, dlatego tez testowane
w raku ptaskonablonkowym terapie celowane wykazywaly ograniczong
skutecznos¢ [18].
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Przypadki raka wielkokomorkowego stanowig okoto 10% do 15% przypadkow
NSCLC i sg silnie zwigzane z paleniem papierosoéw [3, 15]. Ten typ raka nie wykazuje
dojrzewania ptaskonabtonkowego lub gruczotlowego, W wyniku czego czgsto jest
diagnozowany domyslnie z wykluczeniem innych mozliwosci. W ostatnich latach
czegstos¢  jego  wystepowania  zmniejsza si¢  dzicki  nowszym  technikom
immunofenotypowania, pozwalajacym na lepsza klasyfikacj¢ gorzej zréznicowanych
NSCLC poprzednich dwoch typoéw. Wielkokomérkowy rak ptuca jest zazwyczaj stabo
zroznicowany i ztozony z duzych komorek z obfitag cytoplazmg i powigkszonymi
jaderkami. Jego rozwdj czgsto zaczyna si¢ W centralnej czgéci pluc, czasami
w pobliskich weztach chtonnych 1 S$cianie klatki piersiowej oraz w odlegltych
narzadach [7, 15].

1.1.2.1 Leczenie

Leczenie pacjentow 2z NSCLC zwykle obejmuje operacje, radioterapig,
chemioterapi¢, immunoterapi¢ lub terapi¢ celowang molekularnie, pojedynczo lub
W potgczeniu. Dobor odpowiedniej terapii zalezy od stadium rozwoju, histologii, zmian
genetycznych i stanu pacjenta [5]. Klasyfikacja TNM (Tab. 1.1) okresla stopien
zaawansowania raka ptuca w zaleznosci od wielkosci, lokalizacji i rozlegto$ci guza
pierwotnego (T), obecnosci i lokalizacji zajecia weztow chtonnych (N) oraz obecnosci

lub braku odlegtej choroby przerzutowej (M) [21].

1.1.2.1.1 Leczenie chirurgiczne

Pacjenci z NSCLC w stadium IA- TIB mogg odnies¢ korzysci z chirurgicznej
resekcji leczniczej, a dla pacjentow z chorobg w stadium IlA - IV rzadko ten rodzaj
terapii jest korzystny [21]. Nowotwory w stadium IB - IIB bez zajgcia wezlow
chtonnych oraz nadajace si¢ do catkowitej resekcji chirurgicznej, moga by¢ leczone
chirurgia, po ktorej nastgpuje terapia adiuwantowa. Nowotwory lokalnie inwazyjne lub
podejrzane 0 zajecie bliskich weztow chlonnych (N1) powinny zosta¢ poddane
chemioterapii neoadjuwantowej, majacej na celu zmniejszenie liczby guzéw przed

resekcjg chirurgiczng [22].

1.1.2.1.2 Radioterapia
Ten rodzaj terapii moze by¢ stosowany we wszystkich stadiach choroby w celu

wyleczenia lub jako leczenie paliatywne, ktére moze pomodc kontrolowaé lub
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eliminowac¢ guzy w okreslonych miejscach w ciele [23]. Korzysci z radioterapii moga
odnie$¢ rowniez pacjenci z NSCLC zlokalizowanym w klatce piersiowej, ktorzy nie
kwalifikujg si¢ do resekcji chirurgicznej badz nie reaguja na operacje lub

chemioterapi¢ [15].

Stopien w
klasyfikacji Opis
TNM
1A guzy do 3 cm bez zaje¢cia weztdw
guzy wielkosci 3-5 cm lub posiadajace cechy takie jak naciekanie
IB optucnej trzewnej lub zajecie oskrzela gldéwnego bez zajecia
weziow
A guzy wielko$ci jak w stopniach 1A-IB z zajetymi bliskimi
weztami chtonnymi lub guzy 5-7 cm bez zajgtych weztéw
guzy jak w stopniu A (5-7 cm) z zajetymi bliskimi weztami
chlonnymi, do tej grupy naleza rowniez guzy bez zajetych weziow
1B takie jak: wielkosci powyzej 7 cm, naciekajace klatke piersiowa,

przepong lub $rédpiersie optucnej, obejmujace oskrzele gtowne
lub osobny guzek nowotworowy w tym samym ptacie

guzy z wszystkich poprzednich grup z zajgciem weztow drugiego
stopnia oraz guzy grupy IIB z zajeciem bliskich weziow
chtonnych, ponadto guz dowolnej wielkosci z naciekiem serca,
A duzych naczyn, tchawicy, nerwu Kkrtaniowego wstecznego,
przetyku, trzonu kregu lub ostrogi tchawicy oraz oddzielny guzek
lub guzki w innym ptacie po tej samej stronie bez zajgcia weztow
lub z zajetymi weztami bliskimi

guzy z poprzednich grup z zajetymi weztami trzeciego stopnia
oraz guz dowolnej wielkos$ci z naciekiem serca, duzych naczyn,
tchawicy, nerwu krtaniowego wstecznego, przetyku, trzonu kregu

e lub ostrogi tchawicy oraz oddzielny guzek lub guzki w innym
placie po tej samej stronie Z zajetymi weztami drugiego stopnia
lub chionnych
guzy z dowolnym odlegtym przerzutem, w tym oddzielne guzki

v nowotworowe w placie przeciwlegtym, guzki optucnej, ztosliwy

wysiek lub przerzuty do narzadu poza klatka piersiowa

Tab. 1.1. Stopnie zaawansowania NSCLC).

Na podstawie: Woodard, G.A., K.D. Jones, and D.M. Jablons, Lung Cancer Staging and
Prognosis. Cancer Treat Res, 2016. 170: p. 47-75.
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Radioterapia wykorzystuje wysokoenergetyczne wigzki do niszczenia komorek
nowotworowych poprzez uszkadzanie ich DNA. Najczgéciej w radioterapii
wykorzystywane jest promieniowaniec X, bedace rodzajem promieniowania
elektromagnetycznego. Promieniowanie X zwane jest rowniez jonizujacym. Wywotuje
jonizacj¢ tkanek, powstajaca w wyniku wybicia elektronu z orbity atomu. W ten sposob
tworzone s3 wolne rodniki 0 wysokiej reaktywnosci chemicznej, na ktére szczegdlnie
wrazliwe sg czgsteczki DNA, ulegajace uszkodzeniu [24]. Uszkodzenia mogg polegac
na: peknieciach pojedynczej nici, nieprawidtowej naprawie oraz aberracjach
chromosomowych. Skutkiem tych zdarzen jest Smier¢ komorki w wyniku katastrofy

mitotycznej lub starzenie komorkowe [25].

1.1.2.1.3 Chemioterapia

Wigkszo$¢ pacjentow z NSCLC w Il stopniu zaawansowania to kandydaci
niechirurgiczni, dla ktorych aktualnym standardem leczenia jest roéwnoczesna
chemioradioterapia, a nastepnie immunoterapia [5]. Okoto 40% nowozdiagnozowanych
pacjentow z rakiem ptuca jest w stadium IV. Dla nich cytotoksyczna chemioterapia
skojarzona jest terapig pierwszego rzutu, na ktorg moze mie¢ wplyw miedzy innymi
rozpoznanie histologiczne, wiek czy stan sprawnosci. Dla pacjentow kwalifikujacych
si¢ do leczenia Amerykanskie Towarzystwo Onkologii Klinicznej (ang. American
Society of Clinical Oncology, ASCO) zaleca najczesciej schemat dwulekowy platyny
(cisplatyna lub karboplatyna) w potaczeniu z paklitakselem, gemcytabing,
docetakselem, winorelbina, irynotekanem lub pemetreksedem [15].

Przedstawicielem lekow opartych na platynie jest cisplatyna. Ze wzgledu na swoja
zdolnos$¢ do sieciowania zasad purynowych w DNA cisplatyna moze powodowac stres
oksydacyjny, uszkadzajac W ten sposob DNA i zakldcajac jego mechanizmy naprawcze.
Najpowazniejsze wady tego leku to wysoka toksycznos¢ i szybkie tempo degradacji
[26, 27]. Nizszg toksyczno$¢ od cisplatyny wykazuje jej pochodna karboplatyna.
Charakteryzuje si¢ ona wolniejsza kinetyka, co ma znaczenie szczegolnie W tagodzeniu
nefrotoksycznosci [28].

Gemcytabina rowniez jest chemioterapeutykiem, ktorego dziatanie zlokalizowane
jest w obrgbie DNA. Bedac antymetabolitem pirymidynowym wykazuje aktywnos$¢
przeciwnowotworowa poprzez hamowanie syntezy komorkowego DNA [29]. Kolejnym
lekiem majacym zastosowanie W leczeniu NSCLC uszkadzajacym DNA jest
irynotekan. Celem irynotekanu jest topoizomeraza I, ktorej glowng funkcjg jest
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usuwanie napr¢zen nici DNA, powstatych podczas replikacji oraz transkrypcji.
Skutkiem zaburzenia funkcji topoizomerazy | przez irynotekan jest powstawanie
peknie¢ DNA [30]. Innym lekiem dziatajacym na poziomie DNA jest pemetreksed -
analog kwasu foliowego, ktory hamuje dziatanie kilku enzymoéw zaleznych od
folianéw. Enzymy te sa zaangazowane W syntez¢ tymidyny i nukleotydow purynowych
bedacych produktami posrednimi syntezy DNA 1RNA. Skutkiem dziatania
pemetreksedu jest zablokowanie proliferacji komorek rakowych [31].

Taksany, do ktéorych nalezg paklitaksel 1 docetaksel, to grupa sSrodkow
przeciwnowotworowych, dziatajacych poprzez wspomaganie tworzenia mikrotubul
| zapobieganie ich rozpadaniu. Skutkiem wywotanej W ten sposob stabilizacji
mikrotubul jest zahamowanie mitozy a w konsekwencji promowanie $mierci komorek.
W przypadku NSCLC leczenie skojarzone leku platynowego z taksanem jest podstawg
chemioterapii systemowej, a takze adiuwantowej i neoadiuwantowej [32]. Przeciwny
mechanizm dziatania prezentuje winorelbina, nalezgca do grupy zwigzkéw zwanych
alkaloidami Vinca. Winorelbina hamuje polimeryzacje¢ mikrotubul, rowniez prowadzac
do zablokowania cyklu komorkowego [33].

Stosowanie chemioterapii niesie za soba wiele cigzkich i réznorodnych efektow
ubocznych. Jest to zwigzane z faktem, ze leki te celuja w cykl komoérkowy, przez co sa
mato specyficzne wobec komorek nowotworowych i moga uszkadza¢ roéwniez komorki
prawidtowe 0 szybkim tempie proliferacji [34]. Do najpowszechniejszych efektow
ubocznych nalezy: wypadanie wlosow, wymioty, biegunka, wysypka, bdl, zapalenie
bton S$luzowych oraz duszno$ci. Ponadto wystepuja dlugoterminowe skutki
chemioterapii zwigzane z nieptodnoscig, wystgpowaniem wtornych nowotworow,

lekoopornoscig oraz wznowa nowotworu [34, 35].

1.1.2.1.4 Inne terapie

Odkrycia ostatnich lat, dotyczace wystepowania mutacji genetycznych w raku ptuca
pozwolity na rozwoj terapii celowanej [36]. W raku ptuca najczgsciej wykrywanymi
zmianami pozwalajagcymi na terapi¢ ukierunkowana dotycza genow: EGFR (10%-
30%), ALK (5%), ROS1 (1%-2%), RET (1%-2%), BRAF V600E (1%-3%), MET
Exon 14 (2%-4%) i NTRK (0,2%) [5]. Mutacjg, wobec ktorej najszerzej stosowany jest
ten typ terapii, dotyczy genu receptora naskorkowego czynnika wzrostu (ang.
Epidermal Growth Factor, EGFR). EGFR odgrywa kluczowa role w regulowaniu
proliferacji, apoptozy iinnych funkcji komoérkowych. Czesto dochodzi do mutacji
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aktywujacych EGFR, ktére powoduja niekontrolowany wzrost komorek. Lekami
specyficznie blokujacymi EGFR sa inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI) [36, 37].
Terapia celowana poprawita wyniki kliniczne U znacznej czesci pacjentow z NDRP
z zaawansowang chorobg.Obecnie jest ona zatwierdzona do leczenia kilku podtypow
pacjentow z NSCLC [5]. Zatwierdzonymi przez FDA lekami w tym typie terapii sa:

- Gefitynib, Erlotynib, Afatynib, Osymertynib i Dakomitynib (EGFR),

- Kryzotynib, Ceritinib, Alektynib, Brygatynib, Lorlatinib (ALK),

- Kryzotynib, Entrektynib (ROS1),

- Larotrektynib, Entrektynib (NTRK),

- Pralsetinib, Selperkatynib (RET),

- Kapmatynib, Tepotinib (MET) [38].

Poza terapiami celowanymi roéwniez immunoterapia radykalnie zmodyfikowala
mozliwosci leczenia NSCLC. Komorki nowotworowe maja wiele mechanizmow
immunosupresyjnych, aby uciec przed odpowiedziag immunologiczng organizmu.
Dlatego immunoterapia wykorzystuje koncepcje aktywacji lub regulacji ukladu
odpornosciowego w celu identyfikacji i zabicia tych komorek [38]. Najszersze
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej znalazly przeciwciala terapeutyczne
skierowane w receptor programowanej $mierci komorki 1 (ang. Programmed Death
Receptor 1, PD-1) oraz jego ligand (PD-L1). Receptor PD-1 ulega ekspresji na
aktywowanych limfocytach T cytotoksycznych, pomocniczych, limfocytach B,
monocytach, komorkach NK (ang. Natural Killer cells, NK cells) oraz komorkach
dendrytycznych. Po potaczeniu receptora PD-1 z jego ligandem na powierzchni
komorek nowotworowych dochodzi do aktywacji sygnatow pozwalajacych im uniknaé
nadzoru immunologicznego [39]. Poza rolag immunosupresyjng, ekspresja PD-L1
zwigzana jest z fenotypem macierzystym oraz mezenchymalnym komorek
nowotworowych, a takze opornoscig na terapie [40].

Przeciwciata PD1 / PD-L1 s3 obecnie zatwierdzone do leczenia zaawansowanego
NSCLC w monoterapii i w potaczeniu z chemioterapig [41]. Do tej grupy lekow naleza
miedzy innymi: atezolizumab, durwalumab, nivolumab czy pembrolizumab.
Stosowanie tych s$rodkow wymaga specyficznych badan w celu oceny poziomu
ekspresji PD-L1 na komoérkach nowotworowych za pomocg barwienia IHC [36].

Alternatywa W leczeniu nowotworéw jest stosowanie inhibitorow angiogenezy.
Angiogeneza stanowi wazny cel W terapii nowotworéw, poniewaz poprzez rozwoj

nowych naczyn krwiono$nych sprzyja wzrostowi guza, dostarczajac sktadnikow
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odzywczych i tlenu. Ztozony proces angiogenezy jest regulowany przez czynniki
proangiogenne, takie jak czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF), czynnik wzrostu fibroblastow (ang. Fibroblast
Growth Factor, FGF), czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego (Platelet-Derived
Growth Factor, PDGF) oraz angiopoetyny. Najbardziej popularna jest terapia anty-
VEGF i anty-receptor VEGF (VEGFR). Jednakze terapia antyangiogenna stosowana
samodzielnie nie poprawia znaczgco wynikOw pacjentow, poniewaz hamowanie
tworzenia si¢ naczyn przeksztalca komorki nowotworowe w fenotyp oporny na
hipoksje. Dlatego tez inhibitory angiogenezy taczy si¢ z innymi terapiami [37, 42].
Terapia fotodynamiczna (ang. Photodynamic Therapy, PDT) zabija komorki rakowe
poprzez fotouczulanie docelowego guza za pomoca ekspozycji na $wiatto widzialne
0 okreslonej dhugosci fali. W przeciwienstwie do radioterapii zapewnia niejonizujace
promieniowanie elektromagnetyczne, wywolujace $mier¢ docelowych komorek
nowotworowych bez wywierania ogolnoustrojowych dzialan niepozadanych [43].
Glownym mechanizmem wywolywania toksycznosci w tym przypadku jest apoptoza
spowodowana dziataniem wysoce reaktywnego tlenu singletowego wytwarzanego
podczas PDT. Ten typ terapii jest stosowany w leczeniu réznych nowotworéw, w tym
minimalnie inwazyjnego raka pluc [43, 44]. Innymi technikami ablacyjnymi
wykorzystywanymi przy zajeciu drog oddechowych sa laseroterapia, elektrokoagulacja

oraz krioterapia [45].

Terapie przeciwnowotworowe majg na celu wywolanie $mierci komorki na drodze
apoptozy. Jednakze $rodki terapeutyczne obok apoptozy moga ograniczy¢ wzrost guza
rowniez poprzez starzenie komorkowe. Zjawisko starzenia jest szeroko opisywane jako
odpowiedZ na terapie komorek nowotworowych, w tym komorek raka ptuca [46, 47],
jednak znaczenie tego procesu dla efektywnos$ci terapii W duzej mierze pozostaje
niejasne. Niewatpliwie pozytywna cechg starzenia komorkowego w kontekscie
nowotworu jest zahamowanie proliferacji komoérek. Istniejg jednak kontrowersje, czy
w dhuzszej perspektywie starzenie komorek nowotworowych jest korzystne, poniewaz
komorki te mogg nabiera¢ opornosci na bodzce apoptotyczne oraz przyczyniaé si¢ do
progresji i nawrotow choroby [48]. Z tego powodu badanie starzenia komoérkowego
moze by¢ kluczowe W poznaniu przyczyny powstania chemoopornos$ci oraz

niepowodzen terapeutycznych w raku phuca.
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1.2 Starzenie komérkowe

Starzenie komorkowe jest odpowiedzia charakteryzujaca si¢ zatrzymaniem cyklu
komoérkowego oraz specyficznymi zmianami molekularnymi i fenotypowymi [49].
Znaczenie starzenia komérkowego dla organizmu nie jest jednoznaczne. Z jednej strony
zapewnia supresj¢ guza nowotworowego oraz odgrywa role podczas embriogenezy
I gojenia si¢ ran. Z drugiej jednak, utrata zdolnosci replikacyjnych komoérek starych
moze powodowaé defekty w regeneracji tkanek, sprzyja utrzymywaniu sie¢ stanu
zapalnego oraz przyczynia si¢ do choréb zwigzanych z wiekiem [49, 50].

Badania wskazuja, ze starzenie komorkowe zwigzane jest ze starzeniem calego
organizmu, przy czym nie dowiedziono jednoznacznie, czy komorki starzejg sig
W wyniku starzenia organizmu, czy tez organizm starzeje si¢ z powodu zmian na
poziomie pojedynczych komorek [51]. Jednakze terapie senolityczne wykazuja, ze
selektywna eliminacja starzejacych si¢ komorek moze zapobiega¢ lub opdzniaé
zwigzane zZ wiekiem dysfunkcje tkanek. Moze to sugerowaé, ze to wlasnie zmiany na
poziomie komdrkowym niosg za sobg zmiany na wyzszych poziomach organizacyjnych
organizmu [52].

1.2.1 Rodzaje starzenia komorkowego

Najwczesniej odkrytym rodzajem starzenia si¢ komorek jest starzenie replikacyjne
(ang. Replicative Senescence, RS). Jest ono zwigzane z osiggnigciem maksymalnej
liczby podziatow komorkowych nazwane od nazwiska odkrywcy ,,limitem Hayflicka”.
W 1961 roku Hayflick i Moorhead zaobserwowali w hodowli fibroblastow, ze komorki
po okreslonej liczbie podziatow przestaja si¢ dzieli¢, pozostajac przy tym zywe nawet
przez kilka miesiecy. Obalili tym samym panujagce do tamtej pory przekonanie
0 nieograniczonej liczbie podziatow komorek w hodowlach in vitro [51, 53].

Glowna przyczyna osiggniecia limitu podzialowego i w konsekwencji starzenia
replikacyjnego jest skracanie si¢ telomerow przy kazdej rundzie podziatowej. Telomery
sg to tandemowe powtorzenia nukleotydow, znajdujace Si¢ na zakonczeniach
chromosomow, ktore zabezpieczajg kodujace czesci materiatu genetycznego [54, 55].
Telomery moga zosta¢ wydluzone przez enzym telomeraze, ktorej aktywno$¢ rdzni sie
w zaleznosci od typu komoérek. U ludzi w komodrkach zréznicowanych ekspresja
telomerazy jest ograniczona. Najwyzsza jej aktywno$¢ wystepuje W linii zarodkowej
oraz w komorkach progenitorowych, zapewniajagc W ten sposob nieograniczong liczbe

podzialow. Bardzo wysoki poziom telomerazy obserwowany jest w az 90% ludzkich
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nowotwordw, przez co komodrki nowotworowe sa  okreslane mianem
Hhiesmiertelnych” [56].

Rowniez aktywacja onkogenu moze powodowa¢ starzenie (ang. Oncogene-Induced
Senescence, OIS), zapobiegajac W ten sposob transformacji onkogennej [57]. Po raz
pierwszy ten rodzaj starzenia zaobserwowano w ludzkich fibroblastach, ktore
wykazywaty zatrzymanie cyklu komorkowego oraz zwigkszeniu markerow komorek
starych po ekspresji onkogenu RAS [58].

Do starzenia moze dojs¢ rowniez W wyniku ostrej i szybkiej odpowiedzi na
stresujace bodzce. Ten typ starzenia okre$lono jako przedwczesne starzenie wywotane
stresem (ang. Stress-Induced Premature Senescence, SIPS). Zostal on opisany przez
naukowcow, ktorzy zauwazyli fenotyp charakterystyczny dla komorek starych oraz
zahamowanie ich cyklu komodrkowego przez dzialanie stresu oksydacyjnego,
wywotanego nadtlenkiem wodoru [59]. Obok stresu oksydacyjnego czynnikami
wywolujacymi SIPS sa migdzy innymi czynniki uszkadzajagce DNA czy tez
wyczerpanie sktadnikow odzywczych [60].

Jednym z rodzajow SIPS jest starzenie wywotlane terapig (ang. Therapy-Induced
Senescence, TIS). Termin ten obejmuje starzenie po ekspozycji komoérek na terapie
przeciwnowotworowe takie jak chemio- czy radioterapia [60]. Pierwszymi
udokumentowanymi lekami przeciwnowotworowymi wywotujacymi TIS w hodowlach
komorkowych byly srodki genotoksyczne: cisplatyna i doksorubicyna [61, 62]. Rozwoj
TIS zostal rowniez wykazany w wielu badaniach in vivo. W najnowszych pracach
dowiedziono, ze U pacjentow z glejakiem pod wptywem promieniowania jonizujgcego,
czy u pacjentek z rakiem piersi poddanych chemioterapii neoadjuwantowej dochodzi do
indukcji fenotypu starzeniowego [63, 64]. To wiasnie szczegotowe badanie tego rodzaju
starzenia moze pomdc W okresleniu przyczyn nawrotu choroby nowotworowej opornej
na leczenie, ktore jest ogromnym zadaniem W celu poprawy przezycia pacjentow

Z nowotworami.

1.2.2  Sciezki molekularne indukujace starzenie komérkowe
Czynniki indukujace stres komoérkowy, w tym terapie przeciwnowotworowe
wywolujg uszkodzenia DNA, ktore prowadza do aktywacji sygnalizacji DDR (ang.
DNA Damage Response, DDR). Sygnalizacja DDR doprowadza do zatrzymania
podzialow komoérkowych w celu uniemozliwienia przekazywania uszkodzonego DNA
do komorek potomnych. Jezeli uszkodzenie DNA nie zostanie naprawione, przedtuzona
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aktywacja DDR prowadzi do apoptozy lub starzenia. Sugeruje si¢, Ze znaczace,
krotkotrwate uszkodzenie DNA aktywuje apoptoze, podczas gdy dlugotrwale i tagodne
- starzenie komoérkowe [52]. Aktywacja DDR jest inicjowana w wyniku wykrycia
podwojnych peknie¢ DNA przez kinaze ATM (ang. Ataxia Telangiectasia Mutated) lub
w efekcie pgknig¢ pojedynczej nici przez kinaz¢g ATR (ang. Ataxia Telangiectasia Rad
3-related). Jednym z pierwszych substratow kinaz ATR i ATM jest biatko histonowe
H2AX, ktore ulega fosforylacji w pozycji Ser139 tworzac forme y-H2AX, aktywujaca
kaskade sygnatow DDR. Kinazy ATM i ATR nast¢pnie fosforylujg kinazy punktow
kontrolnych CHK1 i CHK2, ktore stabilizujg biatko p53 [65, 66]. Niezaleznie od
bodzcéw napedzajacych sygnalizacje DDR, prowadzi ona do aktywacji biatka p53

indukujacego starzenie komorkowe [52].

1.2.2.1 p53/p21WAFLCIPL
Sciezka sygnalizacyjna p53/p2
uszkodzenia DNA aktywujace szlak DDR. Kinazy CHK1/2 fosforyluja biatko p53,

|WAFIICIPL ' moze zostaé uaktywniona przez

prowadzac do jego stabilizacji. Nastepnie aktywny p53 promuje transkrypcje genu
CDKN1A, kodujacego inhibitor kinaz p21, ktoérego ekspresja powoduje zahamowanie
cyklu komorkowego (Ryc. 1.2.) [67, 68].

Biatko p53 jest supresorem nowotworu, ktory po uszkodzeniu DNA jest
aktywowany na drodze fosforylacji w celu eliminacji lub naprawy uszkodzonych
komorek. p53 stymuluje naprawg DNA poprzez aktywacje gendw zaangazowanych
w napraw¢ DNA. W ten sposdb zmniejsza ryzyko rozprzestrzeniania si¢ mutacji
materiatu genetycznego, przez co zwane jest rowniez ,,straznikiem genomu”. Gen TP53
kodujacy biatko p53 jest najczesciej zmutowanym genem w ludzkich nowotworach
[69].

Biatko p21WAFVCIPL jest czlonkiem rodziny inhibitoréw kinaz regulujacych cykl
komorkowy CDK (ang. Cyclin Dependent Kinase), w tym CDK2, CDK4 i CDKG®,
zapobiegajac W ten sposob miedzy innymi fosforylacji biatka siatkowczaka (RB) [66].
Skutkiem dziatania biatka p21WAFYCIPL jest  zatrzymanie cyklu komoérkowego
w punktach kontrolnych G1/S lub G2/M. Ponadto p21WAFYCIPL promuje starzenie

komorkowe poprzez hamowanie apoptozy [52, 67].
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1.2.2.2 pl6'NK4/pRB

Produkt genu podatno$ci na siatkowczaka RB1 - biatko RB - peli funkcje
regulatora cyklu komorkowego. W formie nieufosforylowanej wigze sie z czynnikami
transkrypcyjnymi E2F, powodujac zahamowanie cyklu komérkowego. Biatko RB nie
jest ufosforylowane w komodrkach w stanie spoczynku, ale kiedy komorki sg
stymulowane do wejscia W cykl komoérkowy, ulega ono fosforylacji przez kompleksy
cykliny D-CDK4/6. Skutkuje to oddysocjowaniem czynnikow transkrypcyjnych E2F
i progresjg cyklu komorkowego [70, 71].

pl6M™K4A jest biatkiem 0 masie czasteczkowej 16 kDa, ktére petni role inhibitora
cyklu komoérkowego. pl16™KA bezposrednio wigze si¢ z CDK4/6 i blokuje tworzenie
komplekséw cyklina D - CDK4/6, zapobiegajac W ten sposob fosforylacji RB.
Hipofosforylowany RB  zatrzymuje proliferacjc komoérek poprzez wigzanie
z czynnikami transkrypcyjnymi E2F, hamujac ekspresj¢ genow zaangazowanych

w proliferacj¢ komorkowa i replikacje DNA (Ryc. 1.2.) [52, 72].

Uszkodzenie
DNA

pl6

ATR 1 (Re —] E2
|

Cyklina D l

— | p53 — | p21 —]| CDK4/6 G1

(pRE) — C S

Ryc. 1.2. Glowne szlaki molekularne prowadzgce do starzenia komorkowego.

Na podstawie: Lee, M. and J.S. Lee, Exploiting tumor cell senescence in anticancer therapy.
BMB Rep, 2014. 47(2): p. 51-9.

1.2.3 Cechy komérek starych

Stare komorki wykazuja cechy odmienne od normalnych komorek, jednakze zaden
z markerow nie wystepuje wylacznie W komorkach starych. Ponadto nie kazda
starzejaca si¢ komodrka posiada wszystkie cechy fenotypu starzeniowego. Z tego
powodu komorki te s3a identyfikowane na podstawie wystapienia Sserii cech

jednoczesnie [57].
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1.2.3.1 Zahamowanie cyklu komorkowego

Cykl komorkowy jest sekwencja skoordynowanych zdarzen prowadzacych do
podziatu komorki [52]. W komoérkach somatycznych cykl ten obejmuje faze wzrostu,
podczas ktorej dochodzi do produkcji RNA i biatek (faza G1), duplikacj¢ materiatu
genetycznego (faza S), przygotowanie do podziatu (faza G2) oraz podzial komorki
podczas ktorego chromosomy rozchodzg si¢ do komorek potomnych (faza M) [73].

Jedng z podstawowych cech komorek starych jest zatrzymanie cyklu komdrkowego,
ktore przez wiele lat bylo uwazane za permanentne. Jednakze w ostatnich latach
dowiedziono, ze w pewnych przypadkach moze dojs¢ do ponownego wejscia W cyKkl
komorkowy, szczegdlnie W przypadku komorek nowotworowych [74, 75].

Zatrzymanie cyklu komorkowego komorek starych jest posredniczone przez
aktywacje jednego lub obu szlakow p53/p21WAFYCIPL j p16NK4ABRB [76]. Do
zahamowania cyklu komoérkowego moze dojs¢ w fazie G1 lub G2, w zaleznosci od

czynnika indukujacego starzenie (Ryc. 1.3.) [77].

punkt
kontrolny p15
GZ/M cyklina B pl6
P p19
p27 cyklina A M
p57 —| CDK 2 G2 cyklina D
Gl cpkase
S
A cyklina E
, p21
punkt p27
kontrolny P57

G1/S

Ryc. 1.3. Regulacja cyklu komorkowego.

Na podstawie: Bury, M., et al., New Insights into CDK Regulators: Novel Opportunities for
Cancer Therapy. Trends Cell Biol, 2021. 31(5): p. 331-344.

1.2.3.2 Zmiany morfologii komérek
W hodowli komorki stare sg zazwyczaj powigkszone, sptaszczone oraz posiadaja
duze i poliploidalne jadro komorkowe. Podobne zmiany sg obserwowane rowniez

w tkankach, jednak ze wzgledu na otaczajaca architekture tkankowa moga by¢
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trudniejsze w ocenie. Widoczny staje si¢ rowniez aparat Golgiego a cytoplazma ulega
wakuolizacji. Zmiany te wynikajg ze wzrostu zawartosci RNA oraz biatka wewnatrz
komorki, na skutek spadku ich obrotu i degradacji [57, 78]. Ponadto stare komorki
tworza z sasiadujacymi komorkami mostki cytoplazmatyczne, zapewniajgc migedzy soba

sygnalizacj¢ przez bezposredni transfer biatka [79].

1.2.3.3 SA-p-gal

Najczesciej stosowanym markerem starzenia jest wzrost ekspresji B-galaktozydazy
zwigzane] ze starzeniem (ang. Senescence-Associated [-galactosidase, SA-B-gal).
SA-B-gal jest enzymem lizosomalnym, a wzrost jego aktywnosci w komoérkach starych
przypisuje si¢ zwiekszeniu ilosci lizosoméw tych komorek. Dimiri i wspotpracownicy
odkryli, ze oprocz kwasnej B-galaktozydazy w starych komorkach wystgpuje rowniez
SA-B-gal [80]. Kwasna p-galaktozydaza wykrywana jest przy pH 4, natomiast
starzeniowa przy pH 6. Badania dotyczace pochodzenia aktywnos$ci SA-B-gal wykazaty,
ze jest ona przejawem resztkowej aktywnos$ci lizosomalnej B-galaktozydazy przy
suboptymalnym pH, ktoéra staje si¢ wykrywalna z powodu zwigkszonej zawarto$ci
lizosomoéw W starzejacych si¢ komorkach. Cho¢ wzrost aktywnosci SA-B-gal jest $cisle
zwigzany Z fenotypem starzeniowym marker ten moze by¢ wykrywany niezaleznie od
starzenia w komorkach przez dhugi czas hodowanych w warunkach konfluencji, czy tez
podczas barwienia specyficznych struktur tkankowych takich jak mieszki witosowe [81,
82]. Aktywnos$¢ SA-B-gal rutynowo wykrywa si¢ przy uzyciu chromogennego substratu
5-bromo-4-chloro-3-indolylo-beta-D-galaktopiranozydu (x-gal), ktoéry pod wplywem
hydrolizy przez SA-B-gal daje nierozpuszczalny niebieski produkt wykrywany przy
pomocy mikroskopii $§wietlnej [80, 83].

1.2.3.4 SASP

Wazng cechg komorek starzejacych si¢ jest fenotyp wydzielniczy zwigzany ze
starzeniem (ang. Senescence-Associated Secretory Phenotype, SASP). W sktad SASP
wchodza cytokiny prozapalne, chemokiny, czynniki wzrostu, czynniki angiogenne
i metaloproteinazy [84]. Wraz ze swojg zlozonoscia SASP posiada bardzo szeroka
aktywno$¢ biologiczng, ktéra moze by¢ korzystna lub negatywna w zaleznosci od
kontekstu fizjologicznego. Obejmuje ona stymulacje angiogenezy, aktywacje
I hamowanie proliferacji komorek, tworzenie chemoopornej niszy podczas

chemioterapii raka, stymulacje¢ przejscia nablonka do mezenchymalnego, zmiany
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w odnowie komorek macierzystych i/lub réznicowaniu oraz optymalizacje¢ naprawy
tkanek.

Wiele sktadnikow SASP posrednio lub bezposrednio sprzyja stanom zapalnym co
ma szczegbdlne znaczenie W chorobach zwigzanych z wiekiem do ktorych naleza
nowotwory [85, 86]. Wystepowanie przejsciowego stanu zapalnego ma pozytywny
wplyw podczas gojenia si¢ ran czy kontaktu z patogenami. Jednakze chroniczny stan
zapalny wptywa na wzrost iloéci wolnych rodnikéw powodujacych uszkodzenia DNA,
a takze moze wspiera¢ wzrost nowotworu poprzez dostarczanie czynnikOw wzrostu
[51]. Nasilenie isktad SASP rozni si¢ W zaleznosci od typu komorki oraz bodzca
inicjujacego starzenie [87]. Wydzielane przez komorki stare sktadniki SASP moga
przekazywaé sygnaly zwrotne do receptoréw na ich wlasnej powierzchni lub na
powierzchni innych komorek, wptywajac w ten sposob na swoje mikrosrodowisko [88].
Sktadniki takie jak TGF-B oraz niektore chemokiny wplywaja na starzenie si¢
sgsiednich komorek, poprzez sygnalizacje parakrynng [89]. SASP posredniczy
w funkcjach supresora nowotworu, na przyklad poprzez sktadniki takie jak IL-6, IL-8,
PAI-1 i IGFBP7, wzmacniajac zatrzymanie komorki na drodze starzenia [90]. Funkcja
SASP jest rowniez przekazywanie sygnaldw komoérkom odpornosciowym, ktore
poprzez eliminacje komoérek starych hamuja inicjacj¢ nowotworu [91]. Wydzielane
przez komorki stare biatka moga dzialta¢ immunosupresyjnie poprzez rekrutacje
niedojrzatych komoérek szpiku, ktore hamujac komorki NK moga powodowacé progresje
nowotworu [92]. Ponadto okazuje si¢ ze SASP moze promowac proliferacje komorek
nowotworowych. Eksperymenty z uzyciem starzejacych si¢ fibroblastow pokazaty, ze
zaréwno kondycjonowane medium hodowlane jak i kokultura komorek starych wptywa
na wzrost proliferacji komorek nowotworowych [93]. SASP moze rowniez wzmagac
inwazyjno$¢ nowotworow poprzez zwigkszenie angiogenezy i przerzutowania komorek

nowotworowych [51].

1.2.3.5 Poliploidia

Cechg czesto wspolwystepujaca ze starzeniem si¢ komorek nowotworowych jest
poliploidia. Polipoidalne olbrzymie komorki rakowe (ang. Polyploid Giant Cancer
Cells, PGCCs) moga pojawia¢ si¢ réoznych typach nowotworéw wskutek leczenia
przeciwnowotworowego (np. chemio- i radioterapia oraz terapie celowane)
I powodowa¢ wystgpienie opornosci na zastosowane leczenie [94]. Szacuje sig, ze
odsetek tych komoérek w populacji guza wynosi minimum 5% [95]. Komorki
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poliploidalne posiadaja zwigkszong liczbg jader komorkowych lub jedno jadro
0 znacznie powigkszonych rozmiarach, zawierajace powielong liczbe zestawu
chromosomow [94, 96]. Poliploidia moze powsta¢ na kilka sposobdéw, W zaleznosci od
umiejscowienia zaburzenia w trakcie podzialu mitotycznego lub poza nim (Ryc. 1.4.)
Generalnie mozna ja podzieli¢ na endoreplikacje, fuzj¢ komoérek oraz kanibalizm
komorkowy. Endoreplikacja jest zaburzeniem mitozy obejmujacym: endocykl, poslizg
mitotyczny, endomitoze oraz zaburzenia cytokinezy. Fuzja komorek jest polgczeniem
si¢ dwoch komorek, natomiast kanibalizm komoérkowy polega na wchtonigciu jednej
komorki przez druga [94]. Niekorzystng cechg komorek poliploidalnych w kontekscie
choroby nowotworowej jest ich zdolno$¢ do tworzenia komoérek potomnych
o potencjale do repopulacji guza [97-99]. PGCCs moga dzieli¢ si¢ i wytwarzal
aneuploidalne potomstwo, ktore moze by¢ nawet bardziej odporne na dalsze terapie niz
komorki PGCCs, z ktorych powstaty. Opornos¢ komorek potomnych moze wynikaé
zich aneuploii, co wigze si¢ ze zmienno$cig genetyczng [95]. Innymi cechami
warunkujgcymi ich opornos¢ na terapie sg spadek immunogenno$ci oraz wystgpienie
przejsciowego fenotypu macierzystosci w nowych pokoleniach komoérek [100]. Ponadto
stwierdzono dodatnig korelacje pomigdzy obecnoscia PGCCs a wystepowaniem
przerzutow. Moze to wynika¢ z faktu, ze tworzone przez nie komodrki potomne

posiadajg zwigkszony fenotyp inwazyjny i migracyjny [94].
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Ryc. 1.4. Mechanizmy prowadzgce do poliploidii.

Zrédlo: Was, H., et al., Polyploidy formation in cancer cells: How a Trojan horse is born.
Semin Cancer Biol, 2022. 81: p. 24-36.
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1.2.3.6 SAHF

Rozpoczecie procesu starzenia powoduje powstanie zwigzanych ze starzeniem
skupisk heterochromatyny (ang. Senescence-Associated Heterochromatin Foci, SAHF).
Sa to skondensowane regiony heterochromatyny [57]. Ta cecha zostata odkryta w 2003
roku, gdy zaobserwowano, ze DNA starych komoérek zawiera punktowe domeny
heterochromatyny niewystgpujace W komorkach mtodych [101]. Wydaje si¢ ze
warunkiem wstepnym formowania si¢ SAHF jest utrata lamininy B w procesie starzenia
komoérkowego. Zubozenie W lamining B powoduje dysocjacj¢ zwigzanej Z nig domeny
z peryferii jadra komodrkowego. Co cickawe, ektopowa ekspresja lamininy B
doprowadzita do zmniejszenia SAHF w komorkach starych [102].

SAHF tworzg si¢ W regionach promotorowych genéw zwiagzanych z regulacja fazy S
cyklu komoérkowego [77]. Skupiska te sg wykrywane dzigki znakowaniu barwnikami
DNA, takich jak 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI). Wiaza si¢ one z histonem H3,
ktory ulegt di- lub tri-metylacji w pozycji lizyny 9 (H3K9Me2 i H3K9Me3) oraz
biatkami reorganizujagcymi chromatyng HP-1, HIRA i ASFla. W mtodych komoérkach,
barwniki DNA wykazujg jednorodne zabarwienie podczas gdy W starzejacej si¢

komorce barwienie tworzy punktowe wzory [57].

1.2.4 Rola starzenia komorkowego w nowotworach

W kontekécie onkologicznym starzenie komorkowe wykazuje zardwno
pronowotworowe, jak i przeciwnowotworowe witasciwosci [103]. Starzenie od dawna
bylo uwazane za pozadane zjawisko poniewaz jako odpowiedZz na uszkodzenia DNA
czy sygnalizacje onkogenng jest mechanizmem zapobiegajacym transformacji zmian
przednowotworowych oraz proliferacji komodrek w pelni przeksztatconych
nowotworowo [71]. A zatem omijanie lub ucieczka przed starzeniem jest wymagana do
powstania nowotworu [104]. Jednakze starzenie moze dziata¢ takze niekorzystnie
poprzez cechy komorek starych, do ktorych nalezy fenotyp wydzielniczy zwigzany ze
starzeniem oraz jego efekty promujace nowotwodr. Wiele zespolow badawczych
wykazalo, ze komorki stare moga wplywaé¢ na mikrosrodowisko guza za posrednictwem
SASP, przyspieszajac jego wzrost oraz wystepowanie przerzutow [51, 105]. Ponadto
eksperymenty na liniach komorkowych, w tym raka pluca pokazuja, Ze starzejace si¢
pod wptywem chemioterapii komorki sg W stanie powréci¢ do aktywnos$ci podziatowe;,
powodujac nawrdt choroby [106]. Te niekorzystne nastepstwa mogg wynikac
z wystepowania PGCCs oraz promowania cech macierzystosci, bezposrednio
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zwigzanych z wystgpieniem przerzutdbw oraz nawrotami nowotworu opornego na
terapie [104, 107]. Na przyktad w eksperymentach na modelu raka jelita grubego
wykazano, ze komorki starzejace si¢ pod wptywem chemioterapii mogg wykazywac
fenotyp komorek macierzystych i przyczyniaé si¢ W ten sposdb do opornosci na
chemioterapi¢ [108]. Ztego powodu, badajac znaczenie starzenia komorkowego
w chemoopornosci raka ptuca niezmiernie istotne wydaje si¢ by¢ badanie cech tych
komoérek w kontekScie tranzycji  epitelialno-mezenchymalnej oraz fenotypu

macierzystego.

1.3 Fenotyp macierzysty

Fenotyp macierzysty jest cechg komorek nowotworowych zwigzang z ich zdolnoscia
do tworzenia przerzutow, a takze zdolnoscig do repopulacji guza po terapii. Pojecie
nowotworowych komorek macierzystych (ang. Cancer Stem Cells, CSCs) po raz
pierwszy pojawito si¢ ponad sto lat temu, po zaobserwowaniu podobienstw
histologicznych pomigdzy guzami, a tkankami zarodkowymi. Natomiast w roku 1937
ustalono, ze pojedyncza komorka z guza myszy moze zainicjowaé¢ nowy guz U myszy
biorcy [109].

CSCs to subpopulacja komérek nowotworowych posiadajacych wyjatkowe cechy
samoodnowy oraz zdolno$¢ do rdéznicowania si¢ W odmiennie wyspecjalizowane typy
komorek. Dzigki tym wiasciwosciom CSCs odgrywaja kluczows role w przerzutach
I inwazji komorek nowotworowych [109, 110]. Komorki CSCs moga pochodzi¢ ze
zroznicowanych komorek, albo z komorek macierzystych wystepujacych w tkankach
[107]. Do utrzymania stanu macierzystosci niezbednych jest kilka czynnikow
regulowanych przez miRNA. Nalezg do nich migdzy innymi: OCT-3/4 (ang. Octamer-
binding Transcription Factor 4), NANOG (ang. homeobox protein Nanog), SOX-2 (ang.
sex determining region Y-box 2) czy KLF4 (ang. Kruppel-Like Factor 4) [111].

W celu wykrywania CSCs stosuje si¢ r6zne metody, czesto oparte na identyfikacji
specyficznych markerow [107]. Naleza do nich: biatka powierzchniowe CD (ang.
Cluster of differentiation) CD166, CD133, CD90, CD87, CD44, CD29, CD24, CD13,
EpCAM (ang. Epithelial Cell Adhesion Molecule) dehydrogenaza aldehydowa 1Al
(ALDH1A1), NANOG, SOX-2, OCT-3/4 [107, 109, 110]. W raku ptuca najczgsciej sa
stosowane markery powierzchniowe CD44 CD87, CD90, CD133, CD166, EpCAM oraz
wewnatrzkomoérkowe ALDH1A, NANOG i OCT-3/4 [107].
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Uwaza si¢, ze CSCs sg oporne na leki terapeutyczne i sa odpowiedzialne za
nawroty, przerzuty i opornos¢ na $rodki terapeutyczne [109]. Jednakze wykazano, ze
srodki te mogg wplywaé na wysoka plastycznos¢ CSCs, co zmienia ich cechy
fenotypowe i funkcjonalne. Moze by¢ to zwigzane z indukcja starzenia komoérkowego
wywotanego terapig [107]. Wykazano, ze leczenie $rodkami uszkadzajacymi DNA
powoduje powstanie subpopulacji komoérek PGCC, bedacych w stanie wygenerowac
komorki potomne in vitro, jak rowniez in vivo. Co wazne, komorki PGCC posiadaty
cechy komoérek macierzystych, w tym podwyzszong ekspresje NANOG i CD24 [105,
108]. Zespot Erenpreisy rowniez wykryl markery komoérek macierzystych w rzadkich,
wysoce poliploidalnych komorkach, ktore wytwarzaly komorki potomne [112, 113].
Wykazano rowniez, ze triploidalne komorki raka piersi, niereagujace na chemioterapi¢
zawieraja frakcje komorek poliploidalnych wykazujacych ekspresj¢ zarowno NANOG,
jak 1 inhibitora cyklu komorkowego pl6 zwigzanego ze starzeniem [114]. Inna grupa
badawcza stwierdzita zwigkszong ekspresje genow zwigzanych z macierzystoscia
w komorkach traktowanych kondycjonowang pozywka ze starzejacych sie¢ komorek
raka jajnika indukowanych cisplatyng. Wynik ten sugeruje znaczenie SASP w indukcji
macierzystosci tych komorek [115]. Ponadto udowodniono zwigzek pomiedzy
wystepowaniem komoérek TIS po leczeniu karboplatyna, a wzrostem ekspresji
markerd6w macierzystosci na komorkach nowotworowych [116]. Pozwala to
przypuszczac¢, ze rowniez starzejace si¢ komorki raka ptuca leczone chemioterapia
opartg na lekach platynowych moga nabiera¢ cech macierzystosci, przyczyniajgc si¢ do

chemoopornosci, jednak potwierdzenie tej hipotezy wymaga poglebionych badan.

1.4 Tranzycja epitelialno-mezenchymalna

Starzenie komorkowe obok fenotypu macierzystego moze rowniez wplywaé na
plastycznos$¢ komoérek nowotworowych pod wzgledem réwnowagi pomigdzy stanem
nabtonkowym, a mezenchymalnym. Mechanizmem molekularnym zaangazowanym
w ten proces jest tranzycja epitelialno-mezenchymalna (ang. Epithelial to Mesenchymal
Transition, EMT), bedaca zjawiskiem, w ktérym stacjonarne i nieruchome komorki
nabtonkowe nabywajg zdolnosci do migracji. Ma to bezposredni wptyw na wystapienie
przerzutow i stopniowa kolonizacje odlegtych narzadow przez chemooporne komorki
rakowe, obserwowang W nawrocie choroby po zakonczonym leczeniu

chemioterapeutycznym [110, 117].
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Podczas EMT komorki tracg polaczenia z macierza zewnatrzkomdrkowa oraz
migdzy komoérkami sagsiadujgcymi, uzyskujac mezenchymalny fenotyp. Pozwala to na
oddzielenie komorek od guza pierwotnego [118]. Dzigki temu komorki nabywaja
zdolno$ci do migracji, umozliwijacej im dostep do weztdéw chionnych, czy naczyn
krwiono$nych [119]. Istnieje rowniez proces odwrotny - przejscie mezenchymalno-
nabtonkowe (MET), pozwalajace komorkom przerzutujacym na opuszczenie naczyn
| zasiedlenie narzadoéw odlegtych. MET jest czesto procesem stymulowanym przez
sygnaty molekularne z przerzutowych nisz w miejscach narzagdow wtornych (Ryc.1.5.)
[117]. Zmianom  pomigdzy  fenotypem  nablonkowym/epitelialnym  oraz
mezenchymalnym towarzysza zmiany charakterystycznych dla obu stanow markerow.

Glowny marker komorek epitelialnych to E-kadheryna - biatko adhezyjne bedace
silnym supresorem nowotworu. E-kadheryna posredniczy W tworzeniu potaczen
komorkowych i stanowi fizyczng blokade przeciwdzialajaca poruszaniu si¢ komorek,
a ponadto posredniczy w kontaktowym hamowaniu proliferacji. Utrata jej ekspresji
umozliwia komoérkom oddzielenie si¢ od guza pierwotnego i jest zwigzana

z inwazyjnoscig komorek nowotworowych [120-122].
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Ryc. 1.5. Schemat tranzycji epitelialno-mezenchymalnej (EMT) oraz procesu odwrotnego
(MET).

Na podstawie: Gos, M., J. Miloszewska, and M. Przybyszewska, Epithelial-mesenchymal
transition in cancer progression. Postepy Biochem, 2009. 55(2): p. 121-8.
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Obnizenie ekspresji E-kadheryny podczas EMT moze by¢ posredniczone przez jej
represj¢  transkrypcyjna poprzez wigzanie czynnikow  transkrypcyjnych za
posrednictwem eclementow E-box w promotorze E-kadheryny. Do tych czynnikow
nalezg markery EMT takie jak Slug, Snail, Twist, i ZEB-1 [123]. Slug oprocz wptywu
na obnizenie E-kadheryny powoduje réwniez indukcj¢ angiogenezy oraz podwyzszenie
poziomu MMP-2. Poza wpltywem na migracj¢ i przerzuty Slug nadaje odpornos¢ na
smier¢ komorek poprzez bezposrednig lub posrednig regulacje transkrypcyjng gendéw
zwigzanych z apoptozg [124]. Najlepiej zbadanym czynnikiem transkrypcyjnym EMT
jest Snail. Jego ekspresja pojawia si¢ na poczatku EMT 1 prowadzi do indukcji
transkryptow ZEB-1, poprzedzajac inne zmiany molekularne i fenotypowe, ktore moga
prowadzi¢ do EMT [125]. Biatko ZEB-1 (ang. Zinc-finger E-box Binding Homeobox 1)
zaburza funkcje komorek nabtonkowych migdzy innymi poprzez hamowanie ekspresji
genow zwigzanych polaryzacja komoérek nabtonkowych. Dodatkowo wysoka ekspresja
ZEB-1 koreluje z chemoopornoscig [126, 127]. Innym czynnikiem transkrypcyjnym
bezposrednio zwigzanym z inwazjg guza i przerzutami jest Twist. Poza uczestnictwem
w utracie E-kadheryny i indukcji N-kadheryny wzmaga on takze aktywno$¢ enzymow
MMP, poprzez represj¢ inhibitora metaloproteinazy TIMP1 (ang. Tissue Inhibitor of
Metalloproteinase 1) [125, 128].

Biatkami nalezagcymi do markerow epitelialnych sa rowniez okludyna i klaudyna,
tworzace potaczenia miedzy komorkami. tacza si¢ one z biatkami rusztowania, do
ktorych nalezy ZO-1, tworzac tak zwane polaczenia ciasne. Potaczenia te sg
wewnatrzbtonowymi kompleksami biatkowymi, ktore zapewniajg polaryzacje
komorkowa oraz wierzchotkowe potaczenia miedzy sasiednimi komoérkami zarowno
wkomorkach nabltonkowych jak i $rodbtonkowych. Utrata tych biatek z komorek
nowotworowych jest uwazana za bezposredni efekt EMT [125, 129-131].

Proteing transbtonowa wystepujaca W tkankach nie nabtonkowych jest N-kadheryna.
Ulega ona ekspresji w roznych typach komorek, a ponadto promuje angiogeneze
I utrzymuje integralno$¢ naczyn krwionosnych. Podczas EMT N-kadheryna ulega
nadekspresji, podczas gdy E-kadheryna jest tlhumiona. Ta charakterystyczna zmiana
kadheryn jest zwigzana ze zwigkszonymi cechami migracyjnymi i inwazyjnymi [122,
125]. Jednakze tworzenie przerzutow moze wystepowaé rowniez przez komorki
wykazujace ekspresje E-kadheryny. Takie zjawisko obserwowane jest w wyniku
ekspresji wirusowych onkogenow v-Src oraz v-Ras, mogacych aktywowac sygnalizacje
zwigzang Z cz¢sciowym EMT. Niezaleznie od ekspresji kadheryn rowniez biatko RhoA
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jest w stanie indukowa¢ mezenchymalny fenotyp komorek poprzez wplyw na
polaryzacj¢ komorek oraz zmiang¢ organizacji cytoszkieletu [132].

Biatkiem wystepujacym powszechnie W komoérkach mezenchymalnych jest
wimentyna, ktéra jest sktadnikiem cytoszkieletu, pozwalajacym na utrzymanie ksztattu
I integralno$ci komorki. Wykazano wzrost jej ekspresji w nowotworach o inwazyjnym
fenotypie oraz jej znaczaca rolg w adhezji i migracji [125, 133].

Fibronektyna jest glikoproteing obecng W rozpuszczalnej formie dimerowej
W 0soczu oraz w postaci dimerycznej lub multimerycznej na powierzchni komorki
I W macierzy zewnatrzkomorkowej. Bierze udziat w migracji, proliferacji, adhezji
I inwazji komorek oraz W zmianach macierzy zewnatrzkomorkowej poprzez
sygnalizacje
integrynami [125].

MMP-2 oraz MMP-9 naleza do rodziny metaloproteinaz macierzy, enzymow
zdolnych do rozszczepiania sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej. MMP-2 jest
kolagenazg, ktora stanowi gtdéwny enzym proteolityczny wsrod MMP. Jest kluczowym
promotorem inwazji komorek nowotworowych i przerzutow poprzez rozpad blony
podstawnej oraz sprzyjanie lokalnej i odleglej infiltracji komorek nowotworowych.
MMP9 rozklada kolageny typu IV i V oraz wydaje si¢ odgrywac¢ gltowng role
W angiogenezie nowotworéw, poprzez regulacj¢ angiogenezy | rekrutacje
srodbtonkowych komoérek macierzystych [125, 134].

Przedstawiona charakterystyka markerow EMT wyjasnia W jaki sposob komorki
nowotworowe nabywaja cech wzmozonej migracji i inwazyjnosci. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze podczas gdy gldéwna konsekwencja EMT jest zwigkszona ruchliwos¢,
zjawisko to jest rowniez zwigzane Z opornoscig na terapi¢ 1 macierzystoscia
warunkujaca zdolno$¢ do samoodnowy [117, 135]. W badaniach raka ptuca
dowiedziono, ze starzenie komodrkowe wplywa na obnizenie ekspresji biatka Slug
i w konsekwencji zahamowanie EMT [136]. Rowniez eksperymenty dotyczace raka
jelita grubego dostarczyly dowodow na zmiany ekspresji markerow EMT w komoérkach
nowotworowych starzejacych si¢ pod wplywem chemioterapii. Wykazano, ze
w komorkach pod wpltywem chemioterapii wzrastala ekspresja E-kadheryny, swiadczac
0 hamowaniu EMT. Jednakze roéwnoczesnie wykryto populacje komorek
poliploidalnych ze zwigkszong ekspresja mezenchymalnego markera ZEB-1, generujaca
komorki potomne. Moze to sugerowal, ze wlasnie ta subpopulacja komorek jest
odpowiedzialna za repopulacje¢ guza po chemioterapii [108]. Z powodu niejednorodnej
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roli starzenia komorkowego dla procesu EMT niezbedne jest poszukiwanie
mechanizméw przesuwajacych réwnowage plastycznosci starych komoérek w strong

fenotypu epitelialnego.

1.5 Autofagia

Procesem mogacym potencjalnie wptywaé na rozwoj niekorzystnych cech komoérek
starych zwigzanych z chemoopornoscia jest autofagia. Pozwala ona przetrwaé
komoérkom nowotworowym W niesprzyjajacym srodowisku takim jak niedotlenienie czy
brak zwigzkow odzywczych [137]. Autofagia jest to wieloetapowy proces katabolicznej
degradacji zb¢dnych lub uszkodzonych struktur komérkowych z udzialem lizosomow
[138]. Zostata odkryta przez pod koniec lat sze$c¢dziesigtych ubieglego wieku, gdy
Christiana de Duve zaobserwowat degradacj¢ mitochondriéw i innych sktadnikow

komorkowych w lizosomach szczurzej watroby [139].

1.5.1 Etapy procesu autofagii
Autofagia obejmuje 5 kluczowych etapdéw: inicjacje, nukleacje, elongacje, fuzje
lizosomalng i degradacje, a kazdy z nich jest regulowany przez szereg kompleksow
biatkowych (Ryc. 1.6.) [138]. Zidentyfikowano okoto 30 gendw zwigzanych z autofagia
(ang. Autophagy-Related Genes, ATGs ) u drozdzy i wiele genetycznych homologdéw
ssakow [140].
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Ryc. 1.6. Etapy autofagii.

Na podstawie: Chang, N.C., Autophagy and Stem Cells: Self-Eating for Self-Renewal.
Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2020. 8.
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1.5.1.1 Inicjacja

Inicjacja autofagii rozpoczyna si¢ od aktywacji kompleksu ULK1.Kompleks ULK1
sktada si¢ z samego biatka ULKI1 oraz niekatalitycznych podjednostek FIP200,
MATG13 i ATG101 [141]. Kompleks ULK1 jest regulowany poziomem substancji
odzywczych przy udziale innego kompleksu - mTORC1 (ang. Mechanistic Target Of
Rapamycin Complex 1). W sytuacji wysokiej ilosci substancji odzywczych mTORC1
taczy sie z kompleksem ULKL i fosforyluje biatka ULK1 i mATG13, inaktywujac je.
Przeciwnie, podczas gtodu mTORC1 oddysocjowuje od kompleksu ULK1, powodujac
defosforylacje wspomnianych biatek i w konsekwencji aktywujac autofagi¢ [142].
Dodatkowo regulacja ULK1 moze odbywac si¢ poprzez wrazliwg na poziom energii W
komorce kinaze AMPK. Kinaza ta moze aktywowaé¢ ULK1 bezposrednio, poprzez jego
fosforylacje oraz posrednio, ttumigc aktywnos¢ mTORCI [143]. U sakoéw inicjacja
autofagii jest zwigzana z subdomeng retikulum endoplazmatycznego (ang. Endoplasmic
Reticulum, ER) wzbogacong w lipidowy 3-fosforan fosfatydyloinozytolu (PI3P), znany
jako omegasom. Nastepnie po zajsciu odpowiednich zmian W sktadzie lipidowym

dochodzi do powstania fagoforu [141, 144].

1.5.1.2 Nukleacja

We wczesnym stadium powstawania fagoforu, czyli na etapie nukleacji, kompleks
ULK1 aktywuje kolejny kompleks kinazy fosfatydyloinozytolu klasy 111 (PI3K) VPS34.
Kompleks ten sktada si¢ z VPS34, VPS15, Bekliny-1, Atgl4 i kinazy serynowej p150.
Vps34 jest unikalny wsrod PI3K, poniewaz wykorzystuje jedynie fosfatydyloinozytol
(PI) jako substrat do wytwarzania PI3P. Interakcja Vps34 z Bekling-1 promuje jej
aktywnos$¢ katalityczng i zwigksza poziomy PI3P, ktory jest niezbgdny do wydtuzania
fagoforow i rekrutacji innych biatek ATG do fagoforu [141, 143]. Do pozytywnych
regulatorow tego kompleksu naleza miedzy innymi biatka UVRAG, Atgl4L i Ambra,
natomiast do jego inhibitoréw- Rubicon i Bcl-2 [145].

1.5.1.3 Elongacja
Kolejnym etapem procesu autofagii jest elongacja, polegajaca na wydtuzeniu bton
izolacyjnych fagoforu, w ktoérym biorg udziat dwa szlaki: Atg5-Atgl2 i LC3. Pierwszy
z nich rozpoczyna si¢ aktywacja Atgl2 przez Atg7, nastgpnie przeniesieniem go do
Atgl0. Ostatecznie Atgl2 wigze si¢ z Atg5, po czym kompleks Atg5-Atgl2 zostaje
niekowalencyjnie sprzezony z Atgl6L, tworzac kompleks Atg5-Atgl2-Atgl6L, ktory
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laczy si¢ z rozciggajacym si¢ fagoforem. Powstaly kompleks indukuje krzywizng
fagoforu poprzez asymetryczng rekrutacje LC3-11 [143, 146]. Jednakze w celu
przytaczenia do fagoforu, biatko LC3 musi ulec odpowiedniej modyfikacji. Uczestniczy
w niej biatko Atgd4B, ktore odcina C-koncowy fragment LC3, tworzac postac
cytozolowa  tego  biatka- LC3-l. LC3-1 jest nastgpnie  sprzegany
z fosfatydyloetanoloaming (PE) przez kompleks Atg7, Atg3 i Atg5-Atgl2-Atgls6,
tworzac lipidowa form¢ LC3-11 [143, 147]. W fagoforze LC3-II jest zaangazowane W
interakcje z biatkiem p62/SQTMI1 bioragcym udziat w zatadunku autofagosomu. Etap
elongacji konczy si¢ zamknigciem fagoforu i powstaniem autofagosomu, czyli struktury

0 podwojnej blonie otaczajacej tadunek przeznaczony do degradacji [147, 148].

1.5.1.4 Fuzjaidegradacja

Po zamknigciu fagoforu kompleks Atgl2-Atg5-Atgl6L oddziela si¢ od
autofagosomu, ktory jest transportowany z udziatem mikrotubuli do lizosomu, gdzie
nastepuje fuzja autofagosomu z lizosomem. Skutkiem tego potaczenia jest powstanie
autolizosomu, ktorego zawarto$¢ razem z LC3-11 i p62/SQTM1 ulega degradacji przez
katepsyny i lipazy. W efekcie poziom LC3-1l i p62/SQTM1 wewnatrz
autofagolizosomu maleje, przy czym LC3-II znajdujace si¢ po zewnetrznej stronie
blony zostaje uwolnione i ponownie przeksztatcone do formy cytozolowej. Produkty
rozpadu zawartosci autolizosomu W postaci aminokwasow, kwaséw tluszczowych czy

nukleotydéw sg uwalniane do cytoplazmy w celu ponownego wykorzystania [142, 147].

1.5.2 Znaczenie autofagii dla komérek nowotworowych

Wptyw autofagii na komodrki rakowe oraz proces nowotworzenia jest
niejednoznaczny. Kluczowe znaczenie w tej kwestii zdaje si¢ mie¢ stadium rozwoju
nowotworu. W poczatkowych etapach karcynogenezy moze dziala¢ jako supresor
nowotwozenia. Poprzez udzial w usuwaniu uszkodzonych sktadnikow komorkowych
autofagia chroni organizm przed rozwojem nowotworu [143]. Dodatkowo przewlekte
zahamowanie autofagii promuje nowotworzenie poprzez niestabilno§¢ genomu,
nieprawidtowy wzrost komoérek oraz stres komorkowy. Jednak w zaawansowanych
stadiach karcynogenezy autofagia moze wspomagac¢ przezycie komoérek W stresujgcym
mikro$rodowisku niedotlenienia czy kwasicy. Autofagia przyczynia si¢ réwniez do

odpornos$ci na terapie, stanowigc bariere W skutecznym leczeniu. Dlatego tez
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rozwazanie znaczenia procesu autofagii dla komorek nowotworowych nalezy
rozpatrywac¢ dwukierunkowo [138, 143, 149].

Innym mechanizmem mogacym wspomagaé przetrwanie komoérek nowotworowych
jest ucieczka przed apoptoza. Autofagia moze zapobiega¢ apoptozie poprzez degradacije
uszkodzonych mitochondriow (tzw. mitofagi¢), hamujac W ten sposdb uwalnianie
cytochromu C i pozniejsza aktywacje kaskady apoptotycznej. Innymi mechanizmami
hamowania apoptozy przez autofagi¢ sg indukcja degradacji bialek apoptotycznych,
w tym kaspazy 8 czy redukcja poziomu ROS. Jednakze w pewnych warunkach
autofagia moze réwniez promowac proces programowanej $mierci komorki.
W przypadku intensywnego lub dlugotrwatego bodzca inicjujacego autofagi¢, moze ona
aktywowac apoptoze poprzez dziatanie kaspaz [138].

Dane literaturowe wskazuja na promowanie immunosupresji W howotworach przez
autofagie. Na przyklad zaobserwowano, ze autofagia hamuje rekrutacje
przeciwnowotworowych limfocytow T oraz komorek NK, natomiast inhibicja autofagii
zwigksza infiltracje limfocytow T, a takze zmniejsza progresj¢ nowotworu. Dodatkowo
wykazano, Ze po usuni¢ciu ATG7 z immunosupresyjnych limfocytow T regulatorowych
ich funkcja supresorowa ulegta ostabieniu, co rowniez spowodowato zahamowanie
wzrostu guza [138, 150].

Autofagia moze réwniez utrzymywaé macierzysto§¢ komodrek nowotworowych
poprzez wydzielanie cytokin, zwlaszcza IL-6. W wigkszos$ci nowotwordéw obserwuje si¢
wysoka ekspresje IL-6, ktora bierze udzial w proliferacji, przezyciu, inwazyjnosci,
przerzutach i utrzymaniu nowotworowych komorek macierzystych. W badaniach na
linii komoérkowej raka piersi MDA-MB-468 wykazano, Ze hamowanie autofagii przez
inaktywacj¢ genow ATG7 lub BECNI zmniejsza wydzielanie IL-6 i przezycie
komorek [110].

Istniejg dowody przedkliniczne, potwierdzajace stuszno$¢ idei hamowania autofagii
w celu poprawy skutecznosci leczenia pacjentdw nowotworowych. Na modelach
mysich udowodniono wystgpienie regresji guzow nowotworowych w wyniku
genetycznego lub farmakologicznego hamowania autofagii. Wykazano roéwniez
poprawe skuteczno$ci terapii, gdy leki przeciwnowotworowe byty laczone
z inhibitorami autofagii [151, 152]. Jednakze badania in vivo wykazaly, ze
dlugoterminowe skutki takiego podejscia moga powodowac reaktywacje autofagii

I gwattowny wzrost guzow zwigzany Z ucieczka przed starzeniem [105].
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W raku zaré6wno autofagia jak i starzenie si¢ wykazuja wiele, czesto naktadajacych
si¢ na siebie dziatan, w tym wplyw na rozwoj guza | modulacj¢ odpowiedzi na
chemioterapi¢ [153]. Jednakze doktadny zwigzek migdzy tymi procesami nie jest jasny
[154, 155], co wskazuje na potrzebe dalszych badan, ktore uwzgledniatyby biologicznie

istotne mikrosrodowiskowe warunki wzrostu guza.

1.6 Hipoksja

Jednym z najistotniejszych, a zarazem najczgéciej pomijanym w badaniach
czynnikiem mikrosrodowiska guzoéw wptywajacym na odpowiedzi komoérek na terapie
jest hipoksja. Mikro$rodowisko guza jest ztozonym systemem, odgrywajacym wazna
rolg W rozwoju i progresji nowotworu. Sktada si¢ ono z komorek nieztosliwych takich
jak fibroblasty i komorki odporno$ciowe oraz macierzy zewnatrzkomorkowej, naczyn
krwiono$nych, cytokin i innych czgsteczek sygnatlowych [156]. Do czynnikow
mikrosrodowiskowych warunkujacych odpowiedz komoérek nowotworowych nalezy
niedotlenienie (Ryc. 1.7.) spowodowane szybkim tempem proliferacji oraz
nieprawidtowosciami strukturalnymi i funkcjonalnymi naczyn krwionosnych [157,
158]. Komoérki nowotworowe, poprzez zmiany W ekspresji gendw adaptujg si¢ do
warunkow niedotlenienia, prowadzac do bardziej agresywnych i opornych

terapeutycznie fenotypow [159, 160].

naczynie
krwionosne

— hipoksja

Ryc. 1.7. Niedotlenienie komorek nowotworowych, W zaleinosci od ich poloienia wzgledem
naczyn krwionosnych.

Niedotlenione
komorki
nowotworowe

Na podstawie: Bernauer, C., et al., Hypoxia and its therapeutic possibilities in paediatric
cancers. British Journal of Cancer, 2021. 124(3): p. 539-551.
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W celu rozréznienia odmiennych standéw natlenienia uzywane sg ponizsze terminy:
- normoksja - odpowiadajaca cisnieniu atmosferycznemu tlenu, rutynowo stosowanego
w hodowlach komorkowych in vitro, ktére wynosi okoto 19,95% O»,
- fizjoksja - odpowiadajgca stezeniu tlenu wystepujgcemu w stanie fizjologicznym
W réznych narzadach (w zalezno$ci od badanego narzadu waha si¢ pomigdzy 11%
a 1%, przy czym w ptucu wynosi okoto 5,6%),
- hipoksja — reprezentujaca niedotlenienie, W ktorym poziom tlenu wewnatrz tkanki jest
nizszy niz W fizjoksji i wynosi okoto 1%,

- anoksja — oznaczajgaca stgzenie tlenu zblizone do zera [161, 162].

Niedotlenienie jest jednym z najsilniejszych induktoréw ekspresji genow
zwigzanych ze zmianami metabolicznymi i procesami takimi jak angiogeneza,
stymulacja proliferacji i migracji oraz roéznicowania komorek macierzystych [163].
W komorkach nowotworowych hipoksja zostala zidentyfikowana jako jeden
z kluczowych czynnikow inicjacji i progresji nowotworu, w tym inwazyjnosci
I nabywania przez komorki nowotworowe cech macierzystosci. Ponadto niski poziom
tlenu w guzie nowotworowym silnie zwigzany jest z procesami takimi jak angiogeneza
I limfangiogeneza, ucieczka immunologiczna, odporno$¢ na sygnaty apoptotyczne czy

wrazliwos$¢ na terapie [164].

1.6.1 Molekularne mechanizmy adaptacyjne komorek w odpowiedzi na
hipoksje

Najlepiej poznanym mechanizmem adaptacji komodrek nowotworowych do
srodowiska hipoksji jest aktywno$¢ transkrypcyjna czynnikow indukowanych
niedotlenieniem (ang. Hypoxia-Inducible Factors, HIFs) [158]. HIF to rodzina biatek
wystepujacych w formie heterodimeréw, zlozonych z wrazliwych na poziom tlenu
podjednostek o (HIF-1o, HIF-2a lub HIF-3a) i niewrazliwej na tlen podjednostki
HIF-1p. Najlepiej scharakteryzowang izoformg HIF jest HIF-1a 0 masie 120 kDa [165].
Przy obecnosci tlenu reszty prolinowe W czasteczce HIF-la s3 hydroksylowane
przez hydroksylaze prolinowa. Hydroksylacja jest wymagana do wigzania biatka
supresorowego nowotworu von Hippel-Lindau (VHL), co prowadzi do ubikwitynacji
I proteasomalnej degradacji HIF-1a. W warunkach hipoksji dochodzi do zablokowania
hydroksylacji czasteczki HIF-1a katalizowanej przez hydroksylaze prolinowa, ktorej
substratem jest miedzy innymi tlen. Nie dochodzi wigc do degradacji czasteczki HIF-
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la, lecz do jej przemieszczenia do jadra komorkowego, gdzie wigze si¢ z podjednostka
B. Nastgpnie kompleks ten lokalizuje si¢ na sekwencji HRE (ang. Hypoxia Response
Elements) w DNA, aktywujac W ten sposob transkrypcje gendow odpowiedzialnych za
reakcj¢ na obnizong aktywnos¢ tlenu (Rye. 1.8.) [158, 166, 167].

Cytoplazma
p- \0/2« p ™
hydroksyl N i
~ hydroksylaza = e . proteasomalna @ &
. Hife — vz Hlfes —— Rl =50 @
Normoksja j ' -
™ 4 OH OH o

=~
Hipoksja \

Ekspres;a genow
HlFm( HIFp r \ docelowych

X)((Re

- Jadro komorkowe

Ryc. 1.8. Mechanizm regulacji ekspresji genow zwigzanych z niedotlenieniem w zaleZnosci od
dostepnosci tlenu.

Na podstawie: Edeline, J., et al., Safety and Efficacy of Sorafenib in Renal Cell Carcinoma.
Cancer Growth and Metastasis, 2012. 5: p. CGM.S7526.

Geny aktywowane przez HIF-1a zwigkszaja dostarczanie tlenu do tkanek oraz
dostosowujg metabolizm komoérek do obnizonej podazy tlenu. HIF-1a odpowiada za
regulacje enzyméw  szlaku  glikolitycznego, takich jak  fosfofruktokinaza
i dehydrogenaza mleczanowa A (ang. Lactate Dehydrogenase A, LDHA). Ponadto HIF-
la indukuje geny regulujace pH, aktywujace apoptoz¢ oraz geny odpowiedzialne za
zachowanie homeostazy $rodbtonka, np. NOS3 (ang. Nitric Oxide Synthase 3), a takze
oksygenaz¢ hemowa-1 o dzialaniu proangiogennym. HIF-2a dziala skuteczniej na
stymulacje¢ ekspresji erytropoetyny (EPO), metaloproteinaz macierzy (MMP) 2 i 13,
gendw zaangazowanych w metabolizm Zelaza oraz czynnika komorek macierzystych
OCT-3/4. Zaréwno HIF-1o 1 HIF-20 aktywuja transportery glukozy (ang. Glucose
Transporter 1, GLUT-1) oraz czynnik wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor A, VEGF) [165, 168].
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HIF-1a i HIF-20 majg bardzo podobne cechy, w tym zdolno$¢ do heterodimeryzacji
z HIF-1B, oraz zdolno$¢ aktywacji transkrypcji genéw HRE, ro6znig si¢ natomiast
poziomem ekspresji w roznych tkankach. HIF-2a ulega ekspresji najobficiej podczas
rozwoju embrionalnego i w dorostych komoérkach srédbtonka naczyniowego tozyska,
serca i ptuc, wskazujac na potencjalng rolg sygnalizacji HIF w odpowiedzi komorek
raka ptuca na chemioterapi¢. HIF-1a posiada ekspresje we wszystkich tkankach i typach
komorek ssakow, W szczegdlnosci w sercu i nerkach [165]. Najpoznicj
zidentyfikowanym i jednocze$nie najstabiej zbadanym czlonkiem rodziny HIF jest
HIF-3a. Ulega on silnej ekspresji w sercu, tozysku i mig$niach szkieletowych,
natomiast niskiej w ptucach, watrobie oraz nerkach. Niedotlenienie zwigksza poziom
HIF-3a, ktory hamuje aktywnos¢ HIF-1a i HIF-2a oraz reguluje wlasne geny docelowe
(np. EPO czy GLUT-1) [169].

1.6.2 Znaczenie hipoksji dla mikrosrodowiska komoérek nowotworowych
Zaobserwowano, ze hipoksja nasila wystgpowanie przerzutow W rdéznych
nowotworach, w tym w raku ptuca. Podczas niedotlenienia HIF-1a aktywuje geny
fenotypu mezenchymalnego takie jak wimentyna, Snail i Twist, natomiast ekspresja
epitelialnej E-kadheryny ulega obnizeniu. Niedotlenienie nie tylko promuje wzrost
agresywnosci oraz sktonnosci do przerzutowania poprzez zwigkszenie fenotypu
mezenchymalnego, ale rowniez poprzez sprzyjanie tworzeniu dysfunkcyjnych naczyn
krwionosnych i limfatycznych. Czynniki indukowane przez HIF-1o takie jak
angiopoetyna-2 oraz -4, a takze VEGF wplywajg na tworzenie si¢ nieprawidlowych
I nieszczelnych naczyn, ulatwiajac przej$cie przerzutowych komorek przez $ciane
naczynia [160, 164]. Ponadto niedotlenienie aktywuje dzialanie metaloproteinaz,
rozktadajacych kolagen, co rowniez sprzyja inwazji komorek nowotworowych [158].
Charakterystyczng cechg nowotwordw jest rOwniez zakwaszenie mikrosrodowiska
guza. HIF-1a. moze aktywowac anhydrazg¢ weglanowa IX lub XII, w konsekwencji
powodujac spadek pH. Ponadto beztlenowe mikrosrodowisko sprzyja produkcji kwasu
mlekowego porzez dzialanie kluczowych enzymow glikolizy, w tym LDHA.
Nadprodukowany kwas mlekowy obok zakwaszenia srodowiska dziala rowniez jako
czagsteczka sygnalowa w angiogenezie oraz immunosupresji. W rzeczywistosci zmiany
w zewnatrzkomoérkowym pH indukuja lekoopornosé poprzez hamowanie komorkowych
I humoralnych funkcji immunologicznych. Wykazano, ze obnizone pH hamuje glownie
chemotaksje oraz zdolno$¢ bakteriobdjcza leukocytow wielojadrzastych. Ponadto
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w zakwaszonych regionach dochodzi do uposledzenia cytotoksycznosci i proliferacji
limfocytow. Dodatkowo przy obnizonym pH wykazano zmniejszong liz¢ komorek
nowotworowych przez cytotoksyczne limfocyty T [160, 170].

Waznym aspektem wplywu niedotlenienia na mikrosrodowisko guza jest
promowanie miejscowej supresji uktadu immunologicznego. Dowiedziono, ze hipoksja
wplywa na zmniejszenie zdolno$ci komoérek dendrytycznych do aktywacji limfocytow
T. Ponadto niedotlenione regiony guza s3 infiltrowane przez komorki
immunosupresyjne, takie jak komoérki zrebowe pochodzenia szpikowego (ang. Myeloid
Derived Stromal Cells, MDSCs), makrofagi zwigzane z nowotworem (ang. Tumor-
Associated Macrophages, TAM) oraz limfocyty T-regulatorowe. Ponadto w warunkach
niedotlenienia dochodzi do wzrostu ekspresji cytokiny TGF-B1 (ang. Transforming
Growth Factor-betal), majacej dziatanie immunosupresyjne [157].

W kontekscie skutecznosci terapeutycznej lekow nowotworowych istotny jest fakt,
ze niedotlenione komorki nie otrzymuja wystarczajacej ilosci chemioterapeutykow, ze
wzgledu na oddalenie od kapilary oraz nieprawidlowe unaczynienie guza.
Niedotlenienie powoduje réwniez oporno$¢ na leki poprzez wzrost ekspresji genow
zaangazowanych W ich usuwanie. Niektore geny, ktére maja role w wyptywie lekow,
takie jak geny zwigzane z opornoscig wielolekowa MRP2 (ang. Multidrug Resistance-
Associated Protein 2), czy MDR1 (ang. Multidrug Resistance 1) sg aktywowane przez
HIF-1o [171].

Dodatkowo niedotlenione srodowisko nowotworu, promuje autofagi¢, ktora moze
przynosi¢  korzysci komorkom rakowym poprzez wewngtrzne —mechanizmy
cytoprotekcyjne oraz zwigkszong odporno$¢ na cytotoksyczno$é komorkowsa [138].

Wykazano réwniez, ze W §srodowisku hipoksyjnym poziom reaktywnych form tlenu
(ang. Reactive Oxygen Species, ROS) w komorkach nowotworowych jest
podwyzszony. W wysokich stezeniach ROS mogg uszkadza¢ biomolekuty komorkowe,
takie jak biatka, DNA i RNA oraz powodowa¢ mutacje promujace karcynogeneze
komorek normalnych lub wielolekoopornos¢ w komorkach nowotworowych [160].

Dowiedziono réwniez, ze niedotlenienie zwigksza frakcje CSCs w populacji guza
[172]. Zmienione mikrosrodowisko | presja terapeutyczna mogg indukowaé CSCs,
a powstanie TIS moze promowa¢ fenotyp macierzystosci prowadzacy do nawrotu guza
| wystapienia przerzutow, co jest bezposrednio zwigzane z niekorzystnym rokowaniem
dla pacjentow. Dlatego wazne jest, aby szczegoétowo scharakteryzowaé te komorki
I zrozumie¢ ich pochodzenie oraz dokladne powigzania pomiedzy macierzystoscia,
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starzeniem 1 mikrosrodowiskiem guza w momencie inicjacji nowotworu i nawrotu

nowotworu [107].

1.7 Metabolizm beztlenowy

Komoérki nowotworowe narazone na hipoksje wykorzystuja rézne mechanizmy
adaptacyjne w celu wspierania optymalnych warunkow wzrostu, w tym istotne zmiany
w regulacji i aktywno$ci metabolizmu. Niespelna 100 lat temu Otto Warburg
zaobserwowal, ze guzy wykazujg unikalny fenotyp metaboliczny, charakteryzujacy si¢
wysokim stopniem glikolizy zamiast fosforylacji oksydacyjnej jako zrodla ATP nawet
w obecnosci tlenu. Cecha ta od nazwiska odkrywcy zostala nazwana efektem
Warburga [173, 174].

Znaczace zmiany W metabolizmie energetycznym komodrek nowotworowych
obejmuja:

- nadekspresj¢ transporterow glukozy GLUT, wywolujaca jej zwickszony wychwyt,
- indukcj¢ enzymow szlaku glikolitycznego, powodujaca wzrost metabolizmu glukozy,
- nadekspresje genu kinazy pirogronianowej i zwigkszong ilo§¢ izoformy M2 (PKM?2)
co umozliwia przekierowanie glukozy na szlak pentozofosforanowy, dostarczajacego
pewnych zwigzkow np. NADPH czy pentoz niezbednych do syntezy biomolekut,
- wzrost ekspresji dehydrogenazy mleczanowej, promujacy powstawanie mleczanu,
- nadekspresje transporterow monokarboksylowych, ktore transportuja powstaly
mleczan poza komorke,

- zwigkszong aktywnos¢ transkrypcyjng HIF-1lo, aktywujgcego metabolizm glukozy
[173].

Modyfikacje metaboliczne komodrek nowotworowych sa jednym z czynnikow
odpowiadajacych za chemoopornos¢, a hamowanie glikolizy moze przyczynia¢ si¢ do
lepszej odpowiedzi na chemioterapi¢ [175, 176]. Na przyktad nadmierna ekspresja
GLUT]1 jest istotnie zwigzana ze stabo zréznicowanymi nowotworami, dodatnimi pod
wzgledem przerzutéw do wezlow chlonnych, wigkszymi guzami oraz gorszym
calkowitym przezyciem i przezyciem wolnym od progresji [177]. Natomiast polaczenie
inhibitorow GLUT1 z chemioterapeutykami moze poprawia¢ ich skuteczno$¢ oraz
utatwia¢ apoptoze komoérek nowotworowych [176]. W nowotworach obserwowana jest
rowniez nadekspresja enzymu PFKFB3  (6-fosfofrukto-2-kinaza/fruktozo-2,6-
bisfosfataza 1), nalezacego do fosfofruktokinaz, posiadajacego aktywnos$¢ kinazy
kierujacej glukoze na szlak glikolizy. Do jego nadekspresji dochodzi migdzy innymi
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pod wplywem niedotlenienia, a skutkiem jego wzmozonej aktywnos$ci jest
zahamowanie apoptozy, promocja proliferacji, wzmocnienie angiogenezy i migracji
komorek srodbtonka oraz tworzenie przerzutow. Przez te efekty PFKFB3 ostabia
dziatanie terapii antyangiogennych oraz ulatwia wymian¢ mleczanu miedzy komorkami
[176, 178].

Innym enzymem waznym dla metabolizmu komorek rakowych jest PKM2 (ang.
Pyruvate Kinase M2), ktéry jest nadeksprymowany W Komoérkach szybko
proliferujacych, w tym w réznych nowotworach. PKM2 pekni kluczowa role
W integracji sygnalow metabolicznych, co sprawia, ze kontrola nad przeptywami
glukozy jest wysoce wrazliwa na pojawiajgce si¢ potrzeby komérkowe. W odpowiedzi
na te sygnaly PKM?2 kieruje glukoz¢ na produkcje energii oraz procesy biosyntezy,
mogace prowadzi¢ do proliferacji komorek. Inhibitory PKM2 moga zwigkszaé
skuteczno§¢  standardowych  schematéw  chemioterapeutycznych, szczegdlnie
w kontekscie nowotworow lekoopornych [179, 180].

Wsréd enzymoé6w posredniczacych W  plastycznosci  metabolizmu komoérek
noworworowych wystepuje dehydrogenaza mleczanowa A (LDHA) i dehydrogenaza
mleczanowa B (LDHB). LDHA ma wyzsze powinowactwo do pirogronianu
I preferencyjnie przeksztalca pirogronian w mleczan w warunkach beztlenowych,
podczas gdy LDHB ma wyzsze powinowactwo do mleczanu, preferencyjnie
przeksztalcajac mleczan W pirogronian, gdy tlen jest obfity. Jednakze niezaleznie od
preferencji, zarbwno LDHA, jak i LDHB sg zdolne do konwersji pirogronianu do
mleczanu. Oprocz niekwestionowanej roli obu enzymoéw W metabolizmie komorek
nowotworowych i adaptacji do niekorzystnych warunkow $rodowiskowych lub
komorkowych, enzymy te uczestniczg W regulacji $mierci komorek [181]. Enzymy
LDH sa kluczowe dla powstania ostatecznego metabolitu, jakim jest mleczan. Indukuje
on stan zapalny oraz naptyw komorek odpornosciowych, w tym makrofagow,
wydzielajacych cytokiny i czynniki wzrostu, ktore mogg stymulowac¢ wzrost komorek
nowotworowych angiogenezg 1 tworzenie przerzutow. Dodatkowo podwyzszone
stezenie kwasu mlekowego ostabia aktywno$¢ -cytotoksycznych limfocytow T
i leukocytow W zabijaniu komoérek rakowych [182]. Szereg badan wskazuje, ze
zahamowanie LDHA zwigksza wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujgce oraz
zatrzymuje wzrost guza poprzez zatrzymanie cyklu komodrkowego G2/M, indukcje
stresu oksydacyjnego i apoptozy poprzez wzmocnienie wytwarzania mitochondrialnych
ROS [183-185]. Eksperymenty, w ktorych wytaczono geny LDHA lub LHDB pokazaty,
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ze brak aktywnosci jednego z nich redukuje powstawanie mleczanu, jednak calkowite
sttumienie jego produkcji wystepuje W komorkach, w ktoérych wytaczono oba geny. Co
wiecej, komorki z usunigtymi genami LDH w normoks;ji przetaczyly swoj metabolizm
na fosforylacj¢ oksydacyjng, co spowodowato dwukrotng redukcje tempa proliferacii,
natomiast w hipoksji, wzrost in vitro zostat calkowicie zablokowany [186]. Badania
tkanek pacjentow z rakiem pluca wykazaly, ze nagromadzeniu komorek starych
towarzyszyt wzrost ekspresji HIF1-o oraz GLUT-1. Co wigcej, U tych pacjentow
zaobserwowano pogorszone wskazniki przezycia [187]. Powyzsze obserwacje wskazuja
na zwigzek starzenia, niedotlenienia oraz metabolizmu beztlenowego w tym typie
nowotworu. Ponadto celowe wydaje si¢ podejScie polegajace na hamowaniu
metabolizmu  beztlenowego, aby ograniczy¢ chemoopornos¢  obserwowang

w niedrobnokomoérkowym raku ptuca.
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2 Zalozenia i cel pracy

Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie starzenia komorkowego oraz ucieczki od
starzenia pod wplywem chemioterapeutykow W niedrobnokomorkowym raku pluca,
a takze wptywu niedotlenienia oraz modulacji metabolizmu beztlenowego i autofagii na
starzenie/ucieczke¢ od starzenia.

Dla osiagnigcia powyzszego celu skupiono si¢ na kilku gléwnych aspektach:
- okresleniu dawek chemioterapeutykow indukujacych starzenie komoérek raka ptuca,
- ocenie, czy niedotlenienie ma wpltyw na starzenie/ucieczke od starzenia komoérek
niedrobnokomoérkowego raka ptuca oraz czy odpowiedz komoérek jest zalezna od

zastosowanego leku,

- okresleniu wptywu hipoksji na cechy komoérek starych niedrobnokomorkowego raka

ptuca zwigzane z EMT oraz macierzystoscia,

- zbadaniu, czy modulacja enzyméw LDH lub zahamowanie autofagii wptywa na

starzenie/ucieczke od starzenia komorek raka ptuca,
- weryfikacji kluczowych wynikow w mysim modelu raka phluca in vivo,
- ocenie markeréw molekularnych zwigzanych z hipoksja i starzenie/ucieczka od

starzenia  heterogennosci  guzéw W  materiale pobranym od  pacjentow

Z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca.
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3 Materialy i metody

3.1 Uzyte odczynniki

Cisplatyne (CIS), docetaxel (DOC), hydroksychloroking (HCQ) i bromek
3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) otrzymano z Sigma
Aldrich, St. Louis, MO. Nutlin-3 (NUT) zakupiono z Tocris Bioscience, Bristol, Wielka
Brytania. Albuming surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin, BSA) nabyto od
firmy Biowest, Nuaillé, Francja. Przeciwciata przeciwko p53 i pl6 otrzymano z Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX. Przeciwciala przeciwko: p-cdc2, cyklinie B, p-Rb,
E-kadherynie, N-kadherynie, SOX-2 i Nanog nabyto z Cell Signaling Technology,
Danvers, MA. Przeciwciata przeciwko p21 zakupiono od Sigma Aldrich St. Louis, MO.
Przeciwciata przeciwko p62 i p-S6 (Ser235/236) nabyto z BD Transduction
LaboratoriesTM, Lexington, KY. Przeciwciata przeciwko GAPDH uzyskano
z Millipore, Temecula, CA i ALDH1A z LifeSpan Biosciences, Seattle, WA.
Drugorzgdowe przeciwciala anty-mysz i anty-krolik sprzgzone z HRP uzyskano
z Vector Laboratories, Burlingame, CA. Glicyn¢ oraz Tris base do elektroforezy
zakupiono z Sigma Aldrich, St. Louis, MO, natomiast SDS z Serva, Heidelberg,

Niemcy.

3.2 Zastosowane metody badawcze

3.21 Hodowle komorkowe

Komorki ludzkiego raka pluca A549 oraz mysiego raka pluca Lewisa LLCl1
hodowano w pozywce DMEM ze zwigkszonym stezeniem glukozy (4,5 mgl/l),
zawierajacej glutamax i pirogronian sodu (Gibco, Life Technologies Limited, Wielka
Brytania) uzupetnionej 0 10% ptodowa surowica bydleca (Gibco, Life Technologies
Limited, Wielka Brytania) z dodatkiem 100 jednostek/ml penicyliny, 100 pg/ml
streptomycyny i 0,25 pg/ml amfoterycyny B (Antibiotic-Antimycotic, Gibco, Life
Technologies Corporation, Grand Island, NY). Eksperymenty prowadzono w normoksji
(~19% O) lub hipoksji (1% O2) w standardowych warunkach hodowli (37°C, 5% COy).
Po doswiadczeniach komoérki zbierano przez trypsynizacje (Gibco, Life Technologies
Limited, UK).

Hodowle hipoksyjne prowadzono w komorze zapewniajacej kontrolowane stezenie
tlenu (X3 system, Biospherix, Parish, NY). Dziatanie hipoksji na komoérki potwierdzono
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metodag NGS. Na przyklad ekspresja indukowanego niedotlenieniem mir210HG
I czynnika indukowanego niedotlenieniem 3 z rodziny Egl-9 (EGLN3) byta
podwyzszona W komorkach pochodzacych 2z hodowli hipoksyjnej (dane

nieprzedstawione).

3.2.2 Ogolny schemat eksperymentalny

W doswiadczeniach prowadzonych na ptytkach 96-dotkowych wysiewano
komorki w liczbie 1500 na dotek dla linii A549 oraz 91 na dotek dla linii LLC1 w 100
ul pozywki. W eksperymentach wykonanych na butelkach hodowlanych o powierzchni
25 cm? wysiewano po 125 000 komoérek w 4ml pozywki na butelke dla obu linii
komorkowych. Po wysianiu wszystkie komorki inkubowano w warunkach
normoksyjnych przez pierwsze 24 godziny eksperymentu. Po tym czasie cz¢$¢ naczyn
hodowlanych przenoszono do komory hipoksyjnej, gdzie zmieniano medium na
hipoksyjne (medium inkubowane 24 godziny w komorze hipoksyjnej). Po kolejnej
dobie hodowli w normoksji Iub hipoksji, komorki poddano dziataniu
chemioterapeutykow przez nastgpne 24 godziny. Wyjsciowy roztwor CIS
przygotowano poprzez rozpuszczenie leku w PBS-ie do stezenia 7,5 mM, ktory
nastgpnie rozcienczono do stezenia 8 uM dla A549 lub 6 uM dla komérek LLCI.
Roztwor DOC otrzymano, rozpuszczajac lek w DMSO i doprowadzajac do stgzenia
10mM, natomiast docelowo stosowano terapeutyk w stezeniu 3 nM. Roztwor VIN
rozpuszczono w wodzie do stg¢zenia 10mM, a docelowo stosowano stezenia 10nM
I 50nM. Chemioterapeutyki dla hodowli hipoksyjnych zostaly rozcienczone w medium
hipoksyjnym. Po dobowej inkubacji z lekami pozywke zmieniono i komorki hodowano
w pozywce bez leku przez kolejne 7 dni, przy czym po 4 dniach od usunigcia leku

medium ponownie wymieniono. Analizy przeprowadzano w 11. dniu eksperymentu.

3.2.3 Woyciszanie genow metodg siRNA

W celu przeprowadzenia procedury wyciszenia gendw zmodyfikowano ogdlny
schemat eksperymentalny, wydluzajac go 0 jeden dzien. Komodrki A549 wysiano
wilosci 750 na dotek lub 62 500 komoérek na butelke 0 powierzchni 25 cm?
w normoksji. 24 godziny pozniej czes¢ naczyn hodowlanych przeniesiono do komory
hipoksyjnej oraz we wszystkich hodowlach zmieniono medium. Po 24-godzinnej
inkubacji komorki transfekowano roztworami zawierajagcymi siRNA skierowanymi na
geny zwigzane Z metabolizmem beztlenowym: LDHA lub LDHB lub autofagia: ATGS,
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ATG7 lub BCN1 (ON-TARGETplus siRNA, Dharmacon, Lafayette, CO) z uzyciem
lipofektaminy RNAIMAX (Invitrogen, Life Technologies Corporation, Carlsbad CA).
W celu utatwienia degradacji docelowego RNA uzyte siRNA stanowito mieszaning
kilku sekwencji skierowanych w rézne regiony tego samego genu (tzw. pooled siRNA).
Jako kontrole zastosowano siRNA negatywne.

Roztwory lipofektaminy i siRNA przygotowano poprzez ich rozcienczenie
w pozywce hodowlanej bez dodatku FBS oraz bez roztworu antybiotykow. Roztwory
SiIRNA 0 stezeniu 20 mM rozcienczono W stosunku 1:500, natomiast lipofektamine
rozcienczono W stosunku 1:125. Po pigciominutowej inkubacji W RT potaczono roztwor
siRNA z roztworem lipofektaminy, a nastepnie inkubowano je przez 20 minut w RT,
mieszajac co kilka minut. Po tym czasie otrzymane roztwory rozcienczono
niekompletnym medium hodowlanym uzupetnionym 10% FBS w stosunku 1:3.
Roztwory dla hodowli hipoksyjnych byly przygotowywane w pozywkach
hipoksjowanych.

Tak przygotowane roztwory natozono na komorki na 4,5 godziny, a po tym czasie
wymieniono medium hodowlane na kompletne medium z surowicg i antybiotykami.
Nastepnego dnia komorki rakowe byly traktowane odpowiednimi lekami przez 24
godziny (zgodnie z opisem w punkcie 3.2.2.), po ktérych nastgpowato 7 dni hodowli
bez lekow, podczas ktorych w dniu 4 wymieniono medium. Wszystkie analizy

przeprowadzono w 12. dniu eksperymentu.

3.24 Hamowanie aktywnos$ci LDH za pomoca oksamatu sodu

Eksperymenty z oksamatem sodu (SO, Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific,
Wielka Brytania) do dnia 4 po leczeniu chemioterapeutycznym przeprowadzono jak
W ogblnym schemacie eksperymentalnym (punkt 3.2.2.) na 96-dotkowych plytkach
hodowlanych. Po tym czasie aby zahamowa¢ metabolizm beztlenowy uzyto SO, bedacy
specyficznym inhibitorem LDHA. SO rozpuszczono w wodzie do stezenia 0,5 mM,
a nastepnie rozcienczono do stezen 10 mM, 25 mM i 50 mM. Roztwory SO podano na
24 godziny po ktérych wymieniono pozywke i hodowano bez leku przez kolejne 3 dni.

Nastgpnie komorki zbierano przez trypsynizacje w dniu 11.

3.2.5 Hamowanie autofagii z zastosowaniem hydroksychlorokiny
Eksperymenty z hydroksychloroching (HCQ, Sigma Aldrich, St. Louis, MO)
przeprowadzono zgodnie z ogdlnym schematem eksperymentalnym (punkt 3.2.2.) do 4
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dnia po traktowaniu lekami. W tym momencie, w celu zahamowania autofagii, podano
HCQ uprzednio rozpuszczony w wodzie do stgzenia 50 mM, a nast¢pnie rozpuszczony
do 50 uM na 24 godziny. Po tym czasie W celu analizy ekspresji genéw komorki
zebrano przez trypsynizacje (dzien 8. eksperymentu). Do wszystkich innych analiz
w komorkach po 24-godzinnej hodowli z HCQ wymieniano medium i hodowano bez
leku przez kolejne 3 dni. Po tym czasie, w 11. dniu eksperymentu komorki zbierano

przez trypsynizacj¢ W celu wykonania analiz.

3.2.6 Aktywacja p53 przy uzyciu Nutliny-3

W celu zbadania roli p53 w ucieczce przed starzeniem si¢ komorek poddanych
dziataniu CIS w hipoksji, zastosowano nutling-3 (NUT, Tocris, Wielka Brytania).
Nutlina-3 jest antagonistg wigzania p53 z MDM2 (ujemnego regulatora p53), dzieki
czemu petni funkcje aktywatora p53. Eksperyment wykonano zgodnie z ogdlnym
schematem (3.2.2.), z modyfikacja w dniu podania leku. Razem z CIS komoérkom
podano roztwor NUT o0 stezeniu 15 uM (przygotowany z roztworu o stezeniu 10 mM
powstatego w wyniku rozpuszczenia NUT w DMSO). Po 24 godzinach inkubacji
komorek z CIS oraz NUT pozywke zmieniono i dalej hodowano je w pozywce bez leku
przez kolejne 7 dni, przy czym po 4 dniach pozywka zostata wymieniona na §wieza.

3.2.7 Pomiar aktywnosci metabolicznej- test MTT

Aktywnos¢  metaboliczng  oceniano, mierzgc  zdolno$¢  przeksztatcania
pomaranczowej, rozpuszczalnej W  wodzie soli tetrazolowej MTT do
nierozpuszczalnych, fioletowych krysztalow formazanu, dzigki aktywnosci enzymu
dehydrogenazy mitochondrialnej w zywych komorkach.

Komorki hodowano na ptytkach 96-dotkowych, zgodnie z opisanymi wczesniej
schematami eksperymentalnymi. W dniu zakonczenia eksperymentu komorki
inkubowano w 37°C przez 2 godziny z MTT, dodajagc do kazdego dotka (bez
uprzedniego usuwania pozywki) po 10 ul roztworu MTT w PBS o0 stezeniu 5 mg/ml,
doprowadzajac do stgzenia koncowego 0,5 mg/ml. Po tym czasie usuni¢to pozywke,
a otrzymane krysztaly rozpuszczono W kwasnym izopropanolu (izopropanol z 50 mM
HCI). Aktywnos¢ enzymu byta wprost proporcjonalna do ilosci powstatego produktu.
Intensywnos$¢ zabarwienia mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 562 nm
za pomoca wielodotkowego spektrofotometru skanujacego Varioskan Lux (Thermo
Scientific).
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3.2.8 Pomiar proliferacji komérek- test BrdU

Oceng proliferacji komoérek raka phluc przeprowadzono przy uzyciu testu Cell
Proliferation ELISA, BrdU (Roche, Niemcy). BrdU (bromodeoksyurydyna) jest
analogiem tymidyny, jednej z zasad azotowych DNA. W komérkach proliferujgcych
BrdU jest inkorporowane do syntetyzowanej nici DNA podczas fazy S cyklu
komoérkowego. Detekcja wbudowanego do DNA analogu odbywa si¢ poprzez
zastosowanie specyficznych przeciwcial sprzezonych z enzymem, ktérego reakcja
z chromogennym substratem pozwala na kolometryczny pomiar aktywnosci
proliferacyjnej komorek.

Komoérki hodowano na ptytkach 96-dotkowych, jak opisano wczesniej. W dniu
zakonczenia eksperymentu, do hodowli bez uprzedniego usuwania pozywki dodano
10 pl rozcienczonego roztworu BrdU o stezeniu 100 M, doprowadzajac do st¢zenia 10
uM. Po 2-godzinnej inkubacji w warunkach standardowej hodowli usunigto pozywke,
a komorki utrwalano przez 30 minut, dodajac po 100 pl nierozcienczonego roztworu
utrwalacza z zestawu. Nastepnie po usunigciu utrwalacza podano po 100 pl 100x
rozcienczonego W odpowiednim roztworze przeciwciata anty-BrdU, skoniugowanego
z peroksydaza. Po 1,5-godzinnej inkubacji przeciwciala niezwigzane odptukano,
dodajac po 200 pl rozcienczonego 10-krotnie w PBS roztworu ptluczacego. Reakcje
barwng wywolano poprzez dodanie roztworu tetrametylobenzydyny, ktéra w wyniku
aktywnosci peroksydazy ulega reakcji do niebieskiego produktu. W ostatnim kroku
reakcj¢ barwng zatrzymano poprzez dodanie 25 ul IM roztworu HCI. Intensywnos$¢
powstalego zabarwienia mierzono przy dlugosci fali 450 nm za pomoca

wielodotkowego spektrofotometru skanujgcego Varioskan Lux.

3.2.9 Oznaczanie aktywnosci SA-f-galaktozydazy

W celu wykrycia aktywnosci SA-B-gal wykonano barwienie cytochemiczne.
Komorki po trypsynizacji przeptukano w PBS, a nastepnie utrwalano w 1ml roztworu
zawierajgcego 2% formaldehydu i 0,2% aldehydu glutarowego w PBS przez 5 minut
w RT. Po tym czasie do utrwalonych komoérek dodano 2 ml roztworu PBS i wirowano
przy predkosci 1200 obr/min. Nastgpnie 80 000 komorek osadzono na szkietku
podstawowym przy uzyciu zestawu Cytoset (MPW Med. Instruments, Warszawa,
Polska), wirujac z predkoscig 800 obr/min przez 5 min. W dalszej kolejnosci komorki
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przez 16 godzin inkubowano w temperaturze 37°C z roztworem zawierajacym: 1 mg/ml
5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-galaktopiranozyd, 5 mM Zzelazocyjanek potasu, 150
mM NaCl, 2 mM MgCI2 i 0,1 M bufor fosforanowy o pH 6,0. Szkietka mikroskopowe
po barwieniu zostaty trzykrotnie przemyte roztworem PBS przez 5 minut i zamknigte
szkietkiem nakrywkowym przy uzyciu medium (Dako, Carpinteria, CA). Nastepnie
obliczono dodatnie i ujemne komoérki SA-B-Gal (minimum 100 komorek), a wyniki

przedstawiono jako procent komoérek SA-B-Gal pozytywnych.

3.2.10 Pomiar stezenia bialka calkowitego w lizatach komérkowych- test BCA

Stezenie biatka catkowitego okreslono przy uzyciu zestawu Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL). Ta metoda taczy reakcje biuretowa,
w ktorej W obecnosci biatka dochodzi do redukcji jonow Cu?* do Cul* w $rodowisku
zasadowym z czutym i selektywnym kolorymetrycznym wykrywaniem jonu Cu'* przy
uzyciu kwasu bicynchoninowego (BCA). Fioletowy produkt reakcji powstaje w wyniku
chelatacji dwoch czasteczek BCA z jednym jonem Cul*, a wiec ilo$¢ powstatego
produktu barwnego jest proporcjonalna do ilo$ci biatka w probce badane;.

Komorki hodowano zgodnie ze schematem eksperymentalnym na butelkach
o powierzchni 25cm?. 7 dni po leczeniu chemioterapeutycznym odklejano je przez
trypsyniazacje, wirowano przy predkosci 1200 obr/min. Nastepnie komorki
przeptukano w PBS po czym zawieszono w buforze lizujacym RIPA (Thermo
Scientific, Rockford, IL) i zamrozono w -20°C. Przed pomiarem stezenia biatka
roztwory rozmrazano W tazni lodowej po czym wirowano przy 10000 obr/min,
a supernatanty odpipetowano do nowych probowek.

Otrzymane nadsacze do pomiaru rozcienczono 20x W roztworze PBS (1 pul
supernatantu + 19 ul PBS), po czym natozono po 5 ul kazdego rozcienczenia
w tryplikatach na ptytke 96-dotkowa. Nastepnie do kazdego dotka dodano po 100 pl
roztworu ztozonego z odczynnika A oraz odczynnika B potaczonych w stosunku 50:1.
Ptytke po natozeniu wszystkich roztworow doktadnie wymieszano i inkubowano przez
30 minut w 37°C. Po tym czasie zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 562 nm za
pomoca wielodotkowego spektrofotometru skanujacego Varioskan Lux.

Jako standard uzyto albuminy surowicy bydlecej (ang. Bovine Serum Albumin,
BSA). Stezony roztwor standardu 30 mg/ml rozcienczono do koncowych stezen 2000

pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml oraz 250 pg/ml poprzez seryjne rozcienczenia W PBS
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| postgpowano tak jak z probkami badanymi. Na podstawie krzywej standardowej

wyznaczono st¢zenia biatka catkowitego obecnego w badanych prébkach.

3.2.11 Oznaczanie hipertrofii komorek
Hipertrofia komorek, czyli ich powigkszenie jest jedng z cech starzenia
komorkowego. Parametr ten oszacowano na podstawie ilosci biatka catkowitego
przypadajacego na jedna komorke. Stezenie biatka badano metoda BCA (opis
w punkcie 3.2.10.), a catkowitg liczb¢ komorek zliczono w komorze Biirkera. Wyniki
przedstawiono, obliczajac stosunek biatka catkowitego do liczby komoérek zebranej

z butelki hodowlanej o powierzchni 25cm?,

3.2.12 Badanie ekspresji bialek z uzyciem hybrydyzacji western-blot

Ekspresje biatek badano, stosujac hybrydyzacje typu western, sktadajacej si¢ z Kilku
etapow. Pierwszy polegal na elektroforetycznym rozdzieleniu biateck w zelu
poliakrylamidowym na podstawie ich wielko$ci. Nastgpnie rozdzielone biatka
przenoszono W polu elektrycznym na membrang nitrocelulozowa. W kolejnym kroku
biatka na membranie wykrywan0o przy pomocy specyficznych przeciwciat
znakowanych. Ich obecno$¢ nastgpnie wizualizowano na kliszy fotograficznej dzigki
zastosowaniu odpowiedniego substratu, ktéry W obecnosci enzymu znakujacego
przeciwciato przechodzit w chemiluminescencyjny produkt, pozostawiajac sygnat na
Kliszy.

Lizaty po pomiarze stezenia biatka (punkt 3.2.10) odpipetowano do nowych
probéwek, W objetosci zawierajacej jednakowa ilos¢ biatka dla kazdej probki,
a nastepnie uzupetniono buforem obcigzajacym Laemmli SDS (Bio-Rad, Hercules, CA
lub EurX, Polska) oraz roztworem PBS. W ten sposdb otrzymano probki
0 jednakowych stezeniach bialka, ktore gotowano przez 5 minut w 95°C, po czym
naktadano do studzienek zelu poliakrylamidowego (po 10-50 pg biatka na kazda
studzienke). Do kazdego zelu natozono marker wielkosci biatka (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA).

Do elektroforezy w  warunkach denaturujacych uzyto gotowe zele
poliakrylamidowe, sktadajace si¢ z 4-procentowego zelu zaggszczajacego oraz 15-
procentowego zelu rozdzielajgcego (Bio-Rad, Hercules, CA) lub Zele przygotowane
samodzielnie. Samodzielnie przygotowane zele byly ztozone z 12-procentowego zelu
rozdzielajacego oraz 4-procentowego zelu zageszczajacego. Skladniki Zelu
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rozdzielajacego: 30% akrylamid (4 ml), 1M Tris-HCI o pH=8,8 (3,8 ml), woda
destylowana (2,2 ml), 10% APS (0,1 ml), 20% SDS (0,05 ml), TEMED (0,01 ml).
Sktadnniki zelu zaggszczajacego: 30% akrylamid (1,3 ml), 1M Tris-HCI o pH=6,8 (1,25
ml), woda destylowana (7,34 ml), 10% APS (0,1 ml), 20% SDS (0,05 ml), TEMED
(0,01 ml).

Elektroforeze¢ przeprowadzono przy napigciu 100 - 150V w RT przez okoto 60 - 120
minut, wykorzystujgc aparat Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell
(Bio-Rad, Hercules, CA). Zastosowano bufor TGS (TRIS-glicyna-SDS, zawierajacy 25
mM Tris-HCI, 0,2 M glicyny, oraz 0,05% SDS) poprzez rozcienczenic woda
destylowang z roztworu 10-krotnie stezonego o0 pH 8,3.

Po elektroforezie przeprowadzono transfer rozdzielonych biatek z zelu na membrang
nitrocelulozowg (Bio-Rad, Hercules, CA) zgodnie z ponizszym uktadem:
anoda (+) — 3 bibuty Whatman’a —membrana — zel — 3 bibuly Whatman’a — katoda (-).
Transfer prowadzono w tym samym aparacie, ktorego uzyto do elektroforezy, 1,5
godziny przy nat¢zeniu 350 mA lub przez noc przy napigciu 30V w 4°C w buforze TG
z metanolem (25 mM Tris-HCI, 0,2 M glicyna, 20% metanol, pH=8,3).

Skuteczno$¢ transferu potwierdzano barwieniem Ponceau-S (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO). Nastgpnie barwnik wyptukano buforem TBST (ang. Tris Buffered Saline
with Tween, o skladzie: 30 mM TrisHCl, 75 mM NaCl, Tween 20, pH=7,6).
Wyptukang membran¢ inkubowano przez noc w 4°C lub przez 1 godzing w RT
w buforze TBST zawierajagcym 5% odtluszczonego mleka w celu zablokowania
niespecyficznych miejsc wigzania na membranie. Po zablokowaniu membrang
wyptukano przy uzyciu buforu TBST (6 X 5 minut, RT), a nastgpnie inkubowano przez
noc w 4°C w roztworach przeciwciat pierwszorzgdowych rozcienczonych buforem
TBST (w stosunku 1:10 000 dla GAPDH, a dla pozostatych przeciwciat w stosunku
1:1000). Nastgpnie membrang wyptukano jak po blokowaniu i inkubowano przez 1-
godzing W RT w roztworach odpowiednich przeciwcial drugorzedowych znakowanych
peroksydazg chrzanowa. Roztwory przeciwciat drugorzgdowych przygotowano poprzez
rozcienczenie W stosunku 1:10 000 w 5-procentowym odtluszczonym mleku
rozpuszczonym w buforze TBST). Po inkubacji membrany ponownie wyplukano
buforem TBST, a obecno$¢ biatek wizualizowano na kliszy rentgenowskiej z uzyciem
substratéw chemiluminescencyjnych dla peroksydazy (Santa Cruz Biotechnology,

Dallas, TX lub Bio-Rad, Hercules, CA). Wyniki potilosciowe ekspresji bialek
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otrzymano na podstawie analizy densytometrycznej przeprowadzonej za pomoca

oprogramowania komputerowego ImageJ.

3.2.13 Analiza wielkos$ci i ziarnisto$ci komorek oraz ich rozkladu w cyklu
komorkowym z uzyciem cytometrii przeplywowej

W dniu zakonczenia eksperymentu komorki zebrano do analizy cyklu komorkowego
przez trypsynizacj¢. Odklejone komorki odwirowano przy 1200 obr/min przez 5 minut,
zawieszono w 500 pl PBS po czym utrwalono w zamrozonym 70% etanolu. Do czasu
analizy utrwalone komoérki przechowywano w -20°C.

Przed analiza komorki przeptukano PBS, odwirowano przy 1200 obr/min
I zawieszono w 200 ul odczynnika zawierajacego jodek propidyny (PI) MuseTM Cell
Cycle Reagent (Millipore, Hayward, CA). Pl to barwnik fluorescencyjny barwigcy
DNA poprzez interkalacj¢ pomiedzy zasadami podwoéjnej nici. Intensywno$¢ sygnatu
fluorescencyjnego jest zatem proporcjonalna do ilosci DNA w komoérce, co mozna
przypisa¢ odpowiedniej fazie cyklu komorkowego.

Analize cytometryczng wykonano za pomoca cytometru przeplywowego Beckman
Coulter CytoFLEX oraz oprogramowania CytExpert. Dla kazdej probki
przeanalizowano co najmniej 10 000 zdarzen. Badana zawiesina komorek przechodzac
przez komorg pomiarowg cytometru zostata naswietlona promieniowaniem laserowym,
ktore ulegto rozproszeniu przez przeptywajace komorki. Natezenie rozproszenia zostato
zarejestrowane na odpowiednich detektorach. Detektor FSC (ang. Forward Scatter
Characteristics) odpowiada rozproszeniu czotlowemu, ktore jest zwigzane z wielkoscia
komorki. Detektor SSC (ang. Side Scatter Characteristics) zwigzany jest
Z rozproszeniem bocznym, $wiadczacym 0 takich parametrach jak ztozono$¢ komorki,
W tym jej ziarnistos¢.

Bazujac na parametrach FSC i SSC wytaczono z analizy zdarzenia o bardzo niskich
wartosciach FSC i SSC, lokalizujace si¢ na wykresie FSC/SSC typu dot-plot w lewym
dolnym rogu, przed gléwng chmurg populacji komorek. Na podstawie tego samego
wykresu wyznaczono réwniez odsetek komoérek ziarnistych, odcinajgc bramke powyzej
glownej chmury komorek kontrolnych.

Nastepnie wykreslono wykres zaleznosci liczby obserwowanych zdarzen od
intensywnosci fluorescencji PI, proporcjonalnej do ilosci DNA zawartej W komorce. Na
tej podstawie zidentyfikowano poszczegodlne fazy cyklu komoérkowego, wyznaczajac
dwa glowne piki: GO/G1 (pierwszy pik) oraz G2/M (drugi pik). Pomiedzy nimi
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wyznaczono komorki w fazie S, przed pierwszym pikiem zlokalizowano fazg subGl
natomiast za drudim pikiem — poliploidi¢. Wyniki przedstawiono jako odsetek komorek

nagromadzonych w réznych fazach cyklu komorkowego.

3.2.14 lzolacja RNA

Do izolacji RNA z komoérek uzyto zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Niemcy). Komorki A549 do badania ekspresji genéw zbierano w 5 lub 7 dniu po
leczeniu chemioterapeutycznym. W tym celu usunieto pozywke, a komorki poddano
lizie, dodajac 650 pul buforu RLT na butelke 0 powierzchni 25 cm?. Nastepnie lizat
przeniesiono do nowej probéwki i dodano 650 ul 70-procentowego etanolu, po czym
roztwor dokladnie wymieszano przez pipetowanie. W kolejnym kroku 700 pl
mieszaniny przeniesiono na kolumng, ktorg wirowano 15 sekund z przyspieszeniem
8000 x g. Przenoszenie na kolumne powtdrzono, aby do izolacji uzy¢ calg probke
badang. Nastgpnie kolumne przeptukano 700 ul buforu RW1 i wirowano przy takich
samych warunkach jak poprzednio. Powtorzono plukanie, uzywajac 500 pl buforu RPE,
a nastepnie zwirowano tak jak poprzednio. Do ostatniego ptukania uzyto 500 pl buforu
RPE po czym wirowano 2 minuty z przyspieszeniem 8000 x g. Wyplukane membrany
wysuszono, poprzez ich umieszczenie w nowych probowkach i wirowanie 1 minutg
z maksymalnym przyspieszeniem. Nastepnie kolumny przelozono do nowych
probowek, a RNA na kolumnie poddano elucji z uzyciem 25 pl wody wolnej od RNaz,
po czym wirowano je przez 1 minutg¢ z przyspieszeniem 8000 x g. Elucje powtdrzono,
naktadajac na kolumne 25 pl wody.

Tkanki do izolacji RNA przechowywano w -20°C w 500 pl TRIzolu (Ambion,
Austin, TX). Przed izolacja tkanki poddano homogenizacji przy pomocy urzadzenia
TissueLyser IlI (Qiagen, Hilden, Niemcy). Po homogenizacji izolowano RNA
z zastosowaniem zestawu do izolacji RNA opartym na metodzie Chomczynskiego
I Sacchi'ego (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Do homogenatu dodano 50 pl octanu
sodu, wymieszano przez odwracanie, po czym dodano 500 ul fenolu i ponownie
wymieszano. Nastgpnie dodano 100 pl mieszaniny chloroformu i alkoholu
izoamylowego, po czym przez 10 sekund intensywnie mieszano. Tak otrzymane
mieszaniny inkubowano przez 30 minut w tazni lodowej, a nastgpnie wirowano w 4°C
przez 30 minut z przyspieszeniem 10 000 x g. Po wirowaniu gorng faze zawierajaca
RNA przenoszono do nowej probowki i mieszano z takg sama objgtoscig izopropanolu.
Tak otrzymane mieszaniny inkubowano przez noc w -20°C w celu wytracenia RNA. Po
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inkubacji mieszaniny wirowano w 4°C przez 20 minut z przyspieszeniem 10 000 X g.
W kolejnym kroku usunigto supernatant po wirowaniu, a 0sad rozpuszczono w 150 pl
roztworu D (denaturujacego). Nastgpnie ponownie wytrgcono RNA, dodajac 150 ul
izopropanolu, wymieszano i inkubowano w -20°C przez 1-godzine. Po inkubacji osad
RNA odzyskano przez wirowanie w 4°C przez 10 minut z przyspieszeniem 10 000 x g.
Na koniec osad dwukrotnie przeplukano etanolem, wysuszono i rozpuszczono w 25 ul
wody wolnej od RNaz.

Stezenie i jakos¢ RNA oceniano za pomocg spektrofotometru Varioskan Lux

(Thermo Scientific). Wyizolowane RNA przechowywano w -80°C.

3.2.15 Odwrotna transkrypcja
Wyizolowane RNA poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu zestawu High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific Waltham, MA). W tym celu sporzadzono 2 x st¢zong mieszaning reakcyjng

0 sktadzie przedstawionym w tabeli 3.1:

Skladnik mieszaniny Objgtos¢ na 1 reakeje
()
10 x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji 2
25 x stezony (100mM) mix trojfosforandw 0.8
deoksyrybonukleotydow (ANTP) ’
10 x stezone startery 2
Odwrotna transkryptaza 1
Woda wolna od RNaz 4,2

Tab. 3.1. Sklad 2 x steionej mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji, na podstawie
instrukcji producenta.

Dla kazdej reakcji potaczono 10 pl 2 x stezonej mieszaniny, Z 1 pg RNA
i uzupelniono woda wolng od RNaz do koncowej objetosci 20 pl. Przygotowanie
mieszanin reakcyjnych przeprowadzono na bloku chtodzacym w komorze do pracy
zRNA (Biosan, Warren, MI). Gotowe mieszaniny poddano reakcji odwrotnej
transkrypcji zgodnie z tabelg 3.2. Po reakcji otrzymane cDNA rozcienczono 5-krotnie,
dodajac 80 pl wody wolnej od RNaz, a nastepnie zamrozono W -20°C do czasu

przeprowadzenia reakcji gPCR.
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Etap Temperatura (°C) Czas (minuty)
1 25 10
2 37 120
3 85 5
4 4 00

Tab. 3.2. Profil temperaturowy reakcji odwrotnej transkrypcji, na podstawie instrukcji
producenta.

3.2.16 IloSciowa reakcja lancuchowej polimerazy- qPCR
Otrzymane w wyniku odwrotnej transkrypcji cDNA uzyto jako matryce W reakcji
gPCR (ang. quantitative Polymerase Chain Reaction). Do reakcji uzyto 2 x st¢zong
mieszaning reakcyjng TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA). Zastosowano startery typu TagMan (Thermo
Scientific, Rockford, IL), wyszczegolnione w tabeli 3.3.

Nazwa badanego genu Symbol startera Fluorochrom

HIF-1a Hs00153153 m1 FAM

HIF-2a Hs01026149 m1 VIC
E-kadheryna Hs01023894 m1 FAM
SOX-2 Hs01053049_s1 FAM
ALDH1A Hs00946916_m1 FAM
Nanog Hs04399610_g1 VIC
OCT-3/4 Hs04260367_gH VIC

PPIA Hs01565699 g1 FAM

Tab. 3.3. Wykaz starteréow uiytych do reakcji ¢qPCR.

Do pojedynczej reakcji dodawano 2 pl cDNA (szczegoty w punkcie 3.2.15.), 5 ul 2x

stezonej mieszaniny reakcyjnej, 0,5 pl mieszaniny sterterow i 2,5 pl wody wolnej od
RNaz do koncowej objetosci 10 ul. Mieszaniny przygotowano na bloku chtodzacym
w komorze do pracy z RNA (Biosan, Warren, MI). Reakcje przeprowadzono
w termocyklerze CFX Touch 394-well (Bio-Rad, Hercules, CA) zgodnie z profilem

temperaturowym przedstawionym w tabeli 3.4.
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Etap Temperatura (°C) Czas
50 2 minuty
Aktywacja polimerazy 95 10 minut
Denaturacja 95 15 sekund
Przytaczanie starterow i X 40
wydtuzanie powstajacej 60 60 sekund
nici

Tab. 3.4. Profil temperaturowy reakcji qPCR, na podstawie instrukcji producenta.

Jako genu odniesienia uzyto PPIA. Przeprowadzono analize ekspres;ji,
przedstawiajac wzgledna ekspresje genu, wyliczong na podstawie réznic W wartosciach
Ct (ang. threshold cycle), czyli numeru cyklu, w ktorym dochodzi do przecigcia krzywej
amplifikacji z poziomem odcigcia. Dla kazdej probki badanej wyliczono wartos¢ ACt,
czyli réznicg pomigdzy Ct genu badanego, a Ct genu referencyjnego. Nastgpnie
wyliczono warto$¢ AACt, czyli réznice pomigdzy ACt dla prébki badanej, a ACt dla

probki  odniesienia. Ostatecznie wzgledng ekspresje  wyliczono ze wzoru:
R= 2A-AACt_

3.2.17 Sekwencjonowanie nastepnej generacji- NGS

Eksperyment wykonano zgodnie ze schematem opisanym w punkcie 3.2.5. w trzech
powtdrzeniach biologicznych, porownujac komorki leczone CIS i HCQ do leczenia CIS
w monoterapii w obu warunkach tlenowych. Catkowity RNA wyizolowano z komorek
raka pluca linii A549 5 dni po zakonczeniu leczenia chemioterapeutycznego za pomoca
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy). Szczegély dotyczace izolacji RNA
znajdujg si¢ W punkcie 3.2.14. Nastepnie catkowite stgzenie i czystos¢ RNA oceniano
za pomocg spektrofotometru Varioskan Lux (Thermo Scientific). Ponadto badano
réwniez jako$¢ i integralno§¢ RNA za pomocg Qubit RNA 1Q Assay Kit (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific Waltham, MA) na fluorymetrze Qubit. Nastepnie biblioteki
NGS zostaty przygotowane przez firm¢ zewnetrzng Novogene (Cambridge, Wielka
Brytania).

Analiza otrzymanych danych zostala wykonana przez firme Inteliseq (Krakow,
Polska) jako ustuga komercyjna. Ocen¢ jako$Sci odczytow przeprowadzono przy
pomocy narzg¢dzia FastQC (v. 0.11.9). Odczyty byly dobrej jakosci dlatego nie zostaly
poddane dodatkowej obrébce. Surowe odczyty zostaly zmapowane do genomu

referencyjnego GRCh38.p13 z bazy Ensembl (v. 104) przy pomocy narzedzia STAR (v.
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2.1.0). Nastgpnie ustalono poziom ekspresji gendOw przy uzyciu narzedzia featureCounts
(v. 2.0.3). Jako referencj¢ uzyto pliku GTF z bazy Ensembl (v. 104). Dla kazdego genu
obliczono nastepujgce wartosci:

- 1lo$¢ zliczen - czyli ile par odczytow zostalo zmapowanych do danego genu;

- CPM (Counts Per Million) - czyli liczba par odczytow zmapowanych do danego genu
podzielona przez liczbe wszystkich par odczytdow zmapowanych w danej probce
(wielko$¢ biblioteki) pomnozona przez milion;

- zZlogarytmowane warto$ci CPM.

Nastepnie zbadano rdznice W poziomach ekspresji genow pomiedzy wybranymi
grupami. Dla kazdego z trzech eksperymentéw zostata przeprowadzona analiza majaca
na celu porowanie poziomu ekspresji genéow pomigdzy dwoma wybranymi grupami.
Analizy przeprowadzono w s$rodowisku statystycznym R (v. 4.1.1). Najpierw dane
przefiltrowano w taki sposob, aby odrzuci¢ geny 0 najnizszym poziomie ekspres;ji.
W tym celu uzyto funkcji filterByExpr z pakietu edgeR (v. 3.34.0) z domyslnymi
parametrami. Nast¢pnie przeprowadzono analiz¢ poréwnawczg przy pomocy funkcji
gImQLFTest. Za geny o zmienionej ekspresji (ang. Differentially expressed genes,
DEGs) uznano geny, ktorych zmiany ekspresji byly przynajmniej dwukrotne
(abs(logFC) > 1) oraz wskaznik fatszywych wykry¢ (ang. False discovery Rate, FDR)
wynosit < 0,1. W celu identyfikacji szlakow biologicznych reprezentowanych przez
DEGs przeprowadzono analize nadreperzenracji genéw zwigzanych z terminami z bazy
KEGG.

3.2.18 Eksperymenty in vivo

Wszystkie procedury badawcze na zwierzetach laboratoryjnych przeprowadzono
w Pracowni Badan Przedklinicznych 0 Podwyzszonym Standardzie Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Na badania uzyskano zgode
Lokalnej Komisji Etyczng do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach, nr decyzji
1184/2021 z dnia 27.04.2021.

Zwierzeta utrzymywano W jalowym pomieszczeniu, W Standardzie SPF (Specific
Pathogen Free) w indywidualnie wentylowanych klatkach (75 wymian/h), w grupach po
5 osobnikoéw na klatke o powierzchni 530 cm2 i wysokosci 14 cm, ze wzbogaconym
srodowiskiem oraz nieograniczonym dostegpem do jatowej karmy i wody. Klatki
umieszczono w regatach IVC (Techniplast), z zachowaniem warunkéw nadcisnienia
W pomieszczeniach bytowych, temperaturg pomieszczenia + 22°C, wilgotnoscig + 55%
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oraz cyklem dobowym 12/12h. Po dostarczeniu do placéwki, myszy poddano
aklimatyzacji, przez co najmniej 14 dni.

Do eksperymentu wykorzystano mysi model syngeniczny raka ptuca. Uzyto 8-10
tygodniowych samcow szczepu w C57BL6/cmdb liczbie 20 osobnikow sprowadzone do
Centrum Medycyny Do$wiadczalnej Uniwersytetu Medycznego W Biatymstoku. Celem
indukcji guza wykorzystano mysia lini¢ raka pluca LLCI1, ktora nastrzyknigto myszy
w okolice karku (po 100 tysiecy komoérek w 100 pul PBS/mysz). Gdy guzy osiagnetly
wielkos¢ okoto 100 mm3, rozpoczeto dootrzewnowe podawanie rozpuszczonej w PBS
cisplatyny Img/kg co 3 dni. Przed kazdym podaniem leku myszy wazono, natomiast
rozmiary guza monitorowano 2 razy w tygodniu przy pomocy suwmiarki, a jego
objeto$¢ wyliczano wedtug wzoru: objetoéé = (szerokosé)? x (dtugosé)/2.

Eksperyment zostal przedwczesnie zakonczony ze wzgledow humanitarnych,

poniewaz Zastosowana chemioterapia nie wstrzymata wzrostu guzow.

3.2.19 Pobieranie materialu od pacjentow

Probki guzow uzyskano od pacjentdéw z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca
Krakowskiego Specjalistycznego Szpitala im. Jana Pawla II na podstawie zgody
Komisji Bioetycznej nr:1072.6120.23.2021 z dnia 17.02.2021. Wycinki guzéw
transportowano w warunkach chtodniczych, w pozywce RPMI (Gibco, Life
Technologies Limited, Wielka Brytania) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlece;j
(Gibco, Life Technologies Limited, Wielka Brytania) oraz 100 jednostek/ml penicyliny,
100 pg/ml streptomycyny i 0,25 pg/ml amfoterycyny B (Antibiotic-Antimycotic, Gibco,
Life Technologies Corporation, Grand Island, NY). Izolacje RNA przeprowadzono

metodg Chomczynskiego i Sacchi‘ego zgodnie z opisem zawartym w punkcie 3.2.14.

3.2.20 Analiza statystyczna
Eksperymenty przeprowadzono w duplikatach lub tryplikatach i powtarzano co
najmniej trzy razy. Wyniki wyrazono jako $rednig = SEM. Wartosci P obliczono
w GraphPad PRISM v.9.0. i wartosci P <0,05 uznano za istotne statystycznie
(*w porownaniu z kontrolg N; # w poréwnaniu z kontrolg H, $ N w porownaniu z H, %
8 w poréwnaniu z 11). Normalno$¢ rozkltadow danych liczbowych sprawdzono za
pomocg testu Shapiro-Wilka. W przypadku rozktadu normalnego grupy poréwnywano

za pomocg dwustronnego niesparowanego testu t z poprawka Welcha. W przypadku
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gdy dane nie podlegaty rozktadowi normalnemu zastosowano nieparametryczny

dwustronny test Manna-Whitneya.
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4 Wyniki

4.1 Wyznaczenie dawek chemioterapeutykow powodujacych zahamowanie
proliferacji

Pierwsze doswiadczenia polegaly na wyznaczeniu dawek chemioterapeutykow
mogacych indukowac¢ starzenie si¢ komorek raka ptuca. Poniewaz u chorych na ten typ
nowotworu najczesciej stosuje si¢ chemioterapi¢ taczong oparta na pochodnej platyny
i leku zaburzajgcym dynamike mikrotubul, zbadano 3 leki z tych grup: cisplatyne (CIS),
docetaksel (DOC) i winorelbing (VIN). Wzorujac si¢ na schemacie podawania
chemioterapii pacjentom, przeprowadzono dlugotrwate eksperymenty, w ktorych
komorki ludzkiego raka ptuc linii A549 poddano dziataniu chemioterapeutykow (Ryc.
4.1.). 48 godzin po wysianiu komoérki przez 24 godziny traktowano CIS, DOC lub VIN.
Nastepnie lek usuni¢to, a komorki hodowano przez kolejne siedem dni. W celu
odwzorowania warunkéw niedotlenienia panujacych w naturalnym mikrosrodowisku

guza, rownolegte eksperymenty prowadzono w warunkach hipoksji.

1 2 3 4 8 11 Czas (dni)

Ryc. 4.1. Podstawowy schemat eksperymentalny.

Komérki hodowano w warunkach normoksji (~19% Oy) przez 24 godziny (a). Nastepnie czesé
hodowli przeniesiono do komory hipoksyjnej (19% O2) i zmieniono medium hodowlane (b). Po
24 godzinach komérki w warunkach normoksji lub hipoksji traktowano chemioterapeutykami
przez 24 godziny (c), a nastepnie hodowano je W poZywce bez leku przez 4 dni (d). Po tym

czasie ponownie zmieniono pozywke | komorki inkubowano przez kolejne 3 dni (e).

W pierwszych eksperymentach wyznaczono dawki toksyczne badanych lekow.
W tym celu zmierzono aktywno$¢ metaboliczng komorek w jedenastym dniu
eksperymentu (Ryc. 4.2. A, C, E). Na tej podstawie wyznaczono subtoksyczne dawki
chemioterapeutykow do dalszych badan. Wiedzac, ze jedng z cech starzejacych sie
komorek jest zahamowanie proliferacji wykonano analize aktywnos$ci proliferacyjnej.
Stezenia lekéw potencjalnie indukujace starzenie zidentyfikowano jako dawki hamujace

proliferacje komorek (Ryc. 4.2. B, D, F).
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Ryc. 4.2. Wplyw chemioterapeutykow na aktywnosé metaboliczng (MTT) oraz proliferacyjng
komorek A549 w normoksji i hipoksji.

Ocena wplywu CIS na aktywnosé¢ metaboliczng (A) i proliferacje (B). Ocena wptywu DOC na

aktywnos¢ metaboliczng (C) i proliferacje (D). Ocena wplywu VIN na aktywnos¢ metaboliczng

(E) i proliferacje (F). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P
<0,01, ***P <0,001 w poréwnaniu z kontrolg w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ##P <

0,001 w porownaniu do kontroli hipoksji, Kazdy stupek reprezentuje sredniq £ SEM, N > 3.
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Podczas traktowania komorek ludzkiego raka ptuca A549 CIS zaobserwowano
istotne spadki aktywnosci metabolicznej i proliferacyjnej wraz ze wzrostem dawki leku
(Ryc. 4.2. A-B). Aktywno$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej ulegata istotnemu
obnizeniu przy nizszej dawce w normoksji niz w przypadku niedotlenienia (Ryc. 4.2.
A). Rowniez wptyw CIS na spadek proliferacji komoérek byl mniej wyrazny
w niedotlenieniu niz w normoksji (Ryc. 4.2. B).

W przeciwienstwie do obserwacji dotyczacych powodujgcej tworzenie wigzan
krzyzowych w DNA CIS, takich réznic pomiedzy warunkami tlenowymi nie
zaobserwowano podczas leczenia chemioterapeutykami zaburzajagcymi dynamike
mikrotubul. Zaréwno leczenie DOC (Ryc. 4.2. C-D) jak i VIN (Ryc. 4.2. E-F)
powodowato spadki aktywnosci dehydrogenazy mitochondrialnej oraz proliferacji wraz
ze wzrostem zastosowanych dawek, jednakze nie stwierdzono réznic pomiedzy
warunkami tlenowymi obserwowanych podczas leczenia CIS. Na podstawie
powyzszych badan do dalszych eksperymentow wybrano dawke 8 uM dla CIS, 3 nM
dla DOC oraz 10 nm i 50 nM dla VIN.

Analogiczne analizy przeprowadzono dla linii komérkowej mysiego raka phuca
LLC1 w celu wyznaczenia dawki CIS potencjalnie indukujacej starzenie w warunkach
normoksji (Ryc. 4.3. A-B). Dla mysiej linii LLC1 wybrano dawke 6 uM CIS.
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Ryc. 4.3. Wplyw CIS na aktywnos¢ metaboliczng oraz proliferacyjng komorek LLCI
w normoksji.

Ocena wplywu CIS na aktywnos¢ metaboliczng (A) 1 proliferacje (B). Za statystycznie istotne
uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 W porownaniu Z kontrolg
W normoksji. Kazdy stupek reprezentuje Sredniq + SEM, N> 3.
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Podsumowujac, hodowle komoérek raka pluc A549 wykazywaly wyzsza oporno$¢ na

zaburzajaca strukture DNA cisplatyne W warunkach niedotlenienia niz w warunkach

normoksyjnych, podczas gdy leczenie destabilizujace dynamike mikrotubuli DOC

i VIN nie wywolywalo podobnych efektow.

4.2 Badanie wplywu hipoksji na starzenie komérek nowotworowych indukowane
chemioterapeutykami

Nastepnie sprawdzono czy badane leki indukujg starzenie komorek raka ptuca.
W tym celu po traktowaniu chemioterapeutykami w jedenastym dniu eksperymentu
(Ryc. 4.1.) zbadano szereg markerow komorek starych. Nalezg do nich aktywnos$¢
specyficznego dla starzenia enzymu SA-B-gal, wzrost ziarnisto$ci oraz hipertrofii,
zahamowanie cyklu komodrkowego, a takze wzrost ekspresji biatek zwigzanych
z indukcjg molekularnych sygnatéw starzeniowych. Ponadto sprawdzono, czy warunki

tlenowe maja wptyw na starzenie komoérek poddanych chemioterapii.

4.2.1 Hipoksja zmniejsza fenotyp starzeniowy komorek leczonych cisplatyna
W celu zbadania, czy chemioterapeutyki indukuja starzenie si¢ komoérek raka ptuca
zastosowano barwienie cytochemiczne na aktywno$¢ SA-B-gal komorek A549
utrwalonych na szkietku podstawowym. Aktywno$¢ enzymatyczna SA-B-gal
w komorkach starych powodowata powstanie niebieskiego produktu, zmieniajac
zabarwienie komorek. Efekt barwienia zostal zaprezentowany na zdjeciach

mikroskopowych oraz przedstawiony liczbowo, jako odsetek komorek pozytywnych.
Podczas badania aktywnosci SA-B-gal wykazano, ze wszystkie zastosowane
chemioterapeutyki byty w stanie doprowadzi¢ do indukcji starzenia komorkowego
zar6wno W normoksji, jak réwniez w warunkach niedotlenienia. Jednakze w przypadku
leczenia CIS zaobserwowano spadek intensywnos$ci zabarwienia komorek (Ryc. 4.4. A),
a takze zmniejszenie odsetka pozytywnych komoérek (Ryc. 4.4. B) w hipoksji.
Obserwacje te S$wiadcza 0 zmniejszeniu ilosci komoérek starych w warunkach
niedotlenienia podczas leczenia CIS. Podobnych zmian nie stwierdzono podczas
leczenia DOC i VIN. Wykazano rowniez, ze stopien indukcji starzenia jest zalezny od
zastosowanej dawki chemioterapeutyku. Nizsza dawka VIN 10 nM stanowi model,
w ktorym tylko cze$¢ komorek ulega starzeniu, natomiast uzycie dawki wyzszej
wywotato starzenie niemal wszystkich komorek. Jest to wazna obserwacja z klinicznego
punktu widzenia, poniewaz zbyt niskie dawki leku zastosowane U pacjentdéw moga
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tylko czeSciowo zahamowac¢ proliferacje komoérek nowotworowych na drodze starzenia

komoérkowego.
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Ryc. 4.4. Wplyw chemioterapeutykow na aktywnosé SA-p-gal w normoksji i hipoksji.

Wykrywanie i oznaczanie ilosciowe starzenia przeprowadzono przy uzyciu barwienia SA-f-gal
na komorkach raka ptuca A549. Reprezentatywne zdjecia wykonano za pomocq mikroskopii
Swietlnej (A). llosciowa ocena SA-B-gal pozytywnych komorek, wyrazonych jako procent
komaorek pozytywnych (B). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P
<0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P <
0,001 porownujgc do kontroli W hipoksji, $P < 0,05, 3$P < 0,01, $$3P < 0,001 poréownujgc
niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig + SEM, N > 3.
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Podsumowujac, warunki niedotlenienia zmniejszaly zawarto§¢ komorek starych

jedynie po leczeniu CIS. Ponadto stezenie leku wplywalo na stopien indukcii starzenia

komorek raka ptuca.

W celu poglebienia analiz dotyczacych wptywu niedotlenienia na Starzenie
komorkowe, zbadano rowniez inne markery starzenia. Dalsze testy dotyczyty badania
ziarnistosci (Ryc. 4.5. A) oraz hipertrofii, wyrazonej jako ilo§¢ biatka catkowitego
przypadajagca na komorke (Ryc. 4.5. B). Rowniez te markery wykazywaly nizszg
ekspresje, gdy komorki byty traktowane CIS w warunkach niedotlenienia w poréwnaniu
z warunkami normoksyjnymi.
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Ryc. 4.5. Wplyw chemioterapeutykoéw na ziarnistosé¢ i hipertrofi¢ komorek A549 w normoksji
i hipoksji.

Odsetek komorek ziarnistych okreslono za pomocq analizy FSC/SSC przy uzyciu cytometrii
przephwowej (A). Hipertrofie zdefiniowano jako stosunek ilosci biatka catkowitego
zmierzonego metodq BCA do liczby komorek A549 zliczonych 7 uzyciem komory Biirkera (B).
Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001
porownujgc do kontroli W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ##P < 0,001 porownujgc do
kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $3P < 0,01, $38P < 0,001 poréwnujgc niedotlenienie do
normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N> 3.
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W konsekwencji obserwowanego pod wpltywem niedotlenienia zmniejszenia
proporcji komorek starych podczas leczenia CIS doszto do wzrostu liczby komorek
w tych warunkach (Ryc. 4.6. A). Wynik ten potwierdza wczes$niejsze obserwacje
dotyczace wzrostu poziomu aktywnos$ci proliferacyjnej w hipoksji w trakcie leczenia
CIS (Ryc. 4.2. B). Podczas zastosowania lekow z drugiej grupy réznicg W liczbie
komorek pomiedzy warunkami tlenowymi zaobserwowano w modelu z zastosowaniem
nizszej dawki VIN. Jednakze w tym przypadku spadek liczby komérek w warunkach
niedotlenienia nie byl zwigzany ze zmianami na poziomie markerow starzenia. W celu
sprawdzenia, czy proliferacja komorek leczonych CIS rézni si¢ pomigdzy warunkami
tlenowymi rowniez na wczesniejszym etapie, zbadano liczbe komorek w dwodch
punktach czasowych (Ryc. 4.6. B). W 6smym dniu eksperymentu nie wykazano rdznic
w liczbie komorek, ktore zaobserwowano w dniu jedenastym. Wynik ten sugeruje, ze
wzmozona proliferacja komoérek w niedotlenieniu moze wynikaé z wyjécia komorek ze

starzenia komorkowego 1 powrotu do aktywnosci proliferacyjnej.
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Ryc. 4.6. Wplyw chemioterapeutykow na zmiany liczby komorek A549 w normoksji i hipoksji.

Ocene liczby komorek po leczeniu chemioterapeutykami (A) oraz w 6smym oraz jedenastym
dniu eksperymentu z zastosowaniem CIS (B) przeprowadzono W komorze Biirkera. Za
statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P < 0,001
porownujgc niedotlenienie do normoksji, %P < 0,05, %%P < 0,01, %%%P < 0,001
porownujgc osmy dzien eksperymentu do dnia jedenastego. Kazdy stupek reprezentuje srednig +

SEM, N = 3.

W sumie, niedotlenienie zmniejszalo markery starzenia i zwiekszalo proliferacie

ludzkich komorek raka pluca leczonych CIS, co bylo zwiazane z ucieczka przed

starzeniem komoérkowym.
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Celem sprawdzenia, czy obserwowana ucieczka od starzenia w warunkach
niedotlenienia podczas leczenia CIS jest zjawiskiem uniwersalnym, kluczowe testy
powtorzono na drugiej linii komorkowej. Réwniez w przypadku mysich komorek raka

ptuca LLC1 zaobserwowano zblizony wzor zmian (Ryc. 4.7.).
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Ryc. 4.7. Wplyw CIS na starzenie komorek LLC1 w normoksji i hipoksji.

Wykrywanie i oznaczanie ilosciowe starzenia przeprowadzono przy uzyciu barwienia SA-f-gal
na mysich komorkach raka ptuca LLCI. Reprezentatywne zdjecia wykonano za pomocg
mikroskopii swietlnej przy powiekszeniu 400x- podziatka 20 um (A). llosciowa ocena SA-f-gal
pozytywnych komorek, wyrazonych jako procent komorek pozytywnych (B). Ocena liczby
komorek po leczeniu chemioterapeutykami zostata przeprowadzona W komorze Biirkera (C). Za
statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001
porownujgc do kontroli W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 porownujgc do
kontroli w hipoksji, P < 0,05, $8P < 0,01, $$$P < 0,001 porownujgc niedotlenienie do
normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N> 3.
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W tym przypadku spadek odsetka komorek pozytywnych pod wzgledem SA-B-gal
po leczeniu CIS w niedotlenieniu nie byt istotny statystycznie (Ryc. 4.7. B), jednakze
w tych warunkach zaobserwowano zmmniejszenie intensywno$ci zabarwienia
zwigzanego Z aktywnos$cig tego enzymu (Ryc. 4.7. A). Co wigcej, stwierdzono istotny
wzrost liczby komorek w hipoksji (Ryc. 4.7. C), wskazujac na ich zwigkszong
proliferacje.

Reasumujac, komorki ludzkiego i mysiego raka pluca w niedotlenieniu uciekaty

przed starzeniem sie wywolanym CIS.

4.2.2 Hipoksja zmienia rozklad w cyklu komérkowym po leczeniu cisplatyna

Badania na komorkach raka okreznicy i glejaka dowiodly, ze ucieczce przed
starzeniem towarzyszg zmiany w rozktadzie cyklu komoérkowego [105]. Dlatego tez
zbadano dystrybucj¢ komoérek w cyklu komérkowym po  zastosowaniu
chemioterapeutykow. Poniewaz poziom tlenu nie zmieniat stopnia indukcji starzenia
w przypadku obu testowanych lekow dziatajgcych na dynamike mikrotubul, lekiem z tej
grupy wybranym do dalszych testow byl DOC. Jak w poprzednich eksperymentach
zastosowano schemat eksperymentalny (ryc. 4.1.) trwajacy jedenascie dni, po ktorych
wykonano analiz¢ cytometryczng komorek barwionych PI (ryc. 4.8.).

Po leczeniu CIS w normoksji zaobserwowano spadek akumulacji komorek raka ptuc
w fazie GO/G1 (Ryc. 4.8. B) oraz ich akumulacj¢ w fazie G2/M (Ryc. 4.8. D) przy
jednoczesnym zmniejszeniu udziatu w fazie S (Ryc. 4.8. C) oraz zwickszonej
poliploidyzacji (Ryc. 4.8. E). W przeciwienstwie do tego, w warunkach niedotlenienia
doszto do wyjsécia komorek z fazy G2/M (Ryc. 4.8. D) oraz ich przejscia do fazy GO/G1
(Ryc. 4.8. B), co wskazuje na progresje cyklu komorkowego w tych warunkach. Jest to
zgodne z obserwacjami dotyczacymi ucieczki komorek przed starzeniem (Ryc. 4.4.)
oraz wzrostu ich proliferacji (Ryc. 4.2. B, Ryc. 4.6.) podczas niedotlenienia. Jednakze
hipoksja nie wptyngta na zawarto$¢ komorek w fazie S (Ryc. 4.8. C) ani na
poliploidyzacje (Ryc. 4.8. E). Tak jak w przypadku CIS, terapia DOC w warunkach
normoksji zmniejszata udziat komorek w fazie GO/G1 (Ryc. 4.8. B) oraz zwigkszata
poliploidii¢ (Ryc. 4.8. E). Dodatkowo DOC powodowal znaczny wzrost udziatu
komorek w fazie sub-G1 (Ryc. 4.8. A), wskazujgc na indukcje $mierci komorek. Tak
jak w przypadku badan dotyczacych indukcji starzenia, rowniez podczas analizy cyklu
komorkowego nie zaobserwowano wptywu niedotlenienia na komoérki leczone DOC
(Ryc. 4.8.).

74



A. B [ Normaoksja
0 r 100 g [ Hipoksja
: g :
2 * S= 75 $
< 0 Q5
2 o # v S #
[ -
<= &= s b *
= e 10 - N < = ® s B
= . gE s
) [] :
U | N | . |_=—| T Y G T T I
CONT CIs Doc CONT CIs DoC
c D.
o or 100
= . S
w = 5
2 % o b ] o % EEN % 5
EE ¢ 2 2 :
% .\;}' ] = r":'::. 50 | B
=48 . f z 8 #
o = 10 & = = #
E & B % 5=
g% . ! e mr
=]
m il Em [
o T T | ] T T
CONT CIS Doc CONT Cls oocC
E.
30 #
o #
= *# #
[1- — % *
sE oy ’
o
5 =
a g
—
== 1w +
o &
. ﬁ’—l—‘
(=]
et
o
CONT s DOC

Ryc. 4.8. Wplyw chemioterapeutykow oraz warunkow tlenowych na dystrybucje ludzkich
komorek raka ptuca A549 W cyklu komorkowym.

Za pomocg barwienia Pl i cytometrii przepbywowej zbadano rozktad cyklu komorkowego po
traktowaniu CIS lub DOC wyrdzniajgc faze subGl (4), GO/GI1 (B), S (C), G2/M (D)
i poliploidie (E). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01,
***pP <0,001 porownujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001
poréwnujgc do kontroli W hipoksji, $P < 0,05, $8P < 0,01, $$$P < 0,001 poréwnujgc

niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje sredniq + SEM, N> 3.

Podsumowujac, niedotlenienie modyfikowato dystrybucie W cyklu komorkowym

podczas leczenia CIS. Uciekajace od starzenia komoérki raka pluca leczone CIS

w hipoksji charakteryzowaty sie wyjsciem z fazy G2/M oraz przejsciem do fazy G0/G1

cyklu komérkowego. Natomiast komérki leczone DOC niewvkazujace rdznic W Stopniu
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starzenia pod wplywem niedotlenienia nie réznily sie rowniez pod wzgledem

dystrybucji w cyklu komorkowym.

4.2.3 Hipoksja powoduje wzrost ekspresji bialek promujacych cykl komérkowy
po leczeniu cisplatyna
W S$wietle otrzymanych wynikéw dotyczacych wyjscia z fazy G2/M komorek
leczonych CIS pod wplywem niedotlenienia zbadano biatka zwigzane z punktem
kontrolnym G2/M cyklu komoérkowego. Do regulatorow tego punktu nalezy kinaza
CDK1 (ang. Cyclin-Dependent Kinase 1), zwana réwniez cdc2, ktora tworzac kompleks
z cykling B warunkuje przejscie z fazy G2 do M [188]. W celu zbadania ekspresji
cykliny B oraz fosforylowanej formy biatka cdc2 zastosowano technike hybrydyzacji
typu western (Ryc. 4.9.).

A.
cyklina B
GAPDH O Mormoksja
Hipoksja
p-cdc2 0 Hipoks]
GAFPDH
B C.
cyklina B p-cdc2
2 r 15 -
Z 15
(=] g T
= g 10 1 #
E 1+ % #
£ 53 £ s $ E 3
£ o5 « # S < & 3 =
Ho-c FE D R
0 . =] . = . 0 N | _—
CONT CIS DOC CONT CIs DOC

Ryc. 4.9. Wplyw chemioterapii na ekspresje biatek proliferacyjnych ludzkich komorek raka
pluca A549 w normoksji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujqce ekspresje¢ cykliny B 1 p-cdc2 po traktowaniu
CIS lub DOC (A). GAPDH zastosowano jako biatko referencyjne. Kwantyfikacje wynikéw
przeprowadzono przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek
odpowiedniego biatka do GAPDH dla cykliny B (B) oraz p-cdc2 (C). Za statystycznie istotne
uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 porownujqgc do kontroli
W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P <
0,05, $3P < 0,01, $38P < 0,001 porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek
reprezentuje Sredniqg £ SEM, N> 3.
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Badanie ujawnito, ze W wyniku chemioterapii doszto do spadku ekspresji obu
badanych biatek, jednakze niedotlenienie cze$ciowo ja przywrécito w komorkach

leczonych CIS. Otrzymane wyniki potwierdzity, ze hipoksja doprowadzita do

czesciowej reaktywacii cyklu komorkowego tylko w przypadku leczenia CIS, natomiast

nie wykazata efektu podczas terapii DOC.

4.24 Ucieczce od starzenia komoérek leczonych cisplatyng w hipoksji
towarzyszy zmniejszenie sygnalizacji p53/p21

W celu zbadania mechanizmu molekularnego zwigzanego z obserwowang
w hipoksji ucieczka przed starzeniem komorek leczonych CIS zbadano ekspresje
markerow molekularnych sygnalizacji prowadzacej do starzenia. Poniewaz indukcja
starzenia zalezy od aktywacji $ciezek sygnatowych p53/p21 i pl16/Rb zbadano biatka
nalezgce do tych szlakow [189].

Wykazano, ze ludzkie komorki raka pluic AS549 traktowane CIS 1 DOC
charakteryzowaty si¢ znacznym wzrostem ekspresji biatek p53, p21 i p16, podczas gdy
ekspresja p-Rb ulegta zmniejszeniu (Ryc. 4.10.). W warunkach niedotlenienia komorki
leczone CIS wykazywaly obnizone poziomy p53 i p21, co sugeruje, ze to ten szlak byt
gléwnie zaangazowany W ucieczke przed starzeniem si¢ wywotanym przez CIS (Ryc.
4.10. A, C, E).

Ekspresja p16 i p-Rb nie réznita si¢ istotnie miedzy roznymi warunkami tlenowymi
(Ryc. 4.10. B, D, F). Komorki traktowane DOC w warunkach hipoksji réwniez
wykazaly znaczne zmniejszenie ekspresji p21.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze ucieczka przed starzeniem w komorkach raka pluca

leczonych CIS podczas niedotlenienia jest zalezna od szlaku sygnatlowego p53/p21.
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Ryc. 4.10. Wplyw chemioterapii na ekspresje bialek starzeniowych ludzkich komorek raka
pluca A549 w normoksji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje p53 i p21 (A) oraz pl6 i p-RB (B)
po traktowaniu CIS lub DOC. GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje
wynikow przeprowadzono przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako
stosunek odpowiedniego biatka do GAPDH dla p53 (C), p21 (D), pl6 (E) i p-RB (F). Za
statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,0/, ***P <0,001
porownujgc do kontroli W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 porownujgc do
kontroli w hipoksji, 8P < 0,05, $3P < 0,01, $$3P < 0,001 poréwnujgc niedotlenienie do
normoksji. Kazdy stupek reprezentuje sredniqg + SEM, N > 3.

W celu potwierdzenia powyzszego wniosku zastosowano dodatkowe leczenie
niedotlenionych starzejgcych sie¢ komorek nutling-3 (NUT). NUT dzigki obecnosci
trzech grup hydrofobowych konkuruje z p53 0 wigzanie si¢ z biatkiem MDM2,
powodujac oddysocjowanie czgsteczki p53 oraz jej akumulacje [190, 191].
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NUT zaaplikowano wraz z CIS w trzecim dniu eksperymentu (zgodnie
Z przedstawionym wczesniej schematem na Ryc. 4.1.). Wstepne analizy wykazaty, ze
komorki traktowane NUT charakteryzowaty si¢ zmniejszong liczbg komorek (Ryc.
4.11. B) oraz zmianami morfologicznymi w postaci powigkszenia rozmiaréw jader

komorkowych oraz catych komorek (Ryc. 4.11. A).

CIS+NUT

HIPOKSJA

100

[ Hipoksja

Liczba komorek
{znormalizowana)
w
[=]

*
0 ]

cis CIS+NUT

Ryc. 4.11. Wplyw NUT na morfologi¢ oraz licthbe komorek A549 traktowanych CIS W
niedotlenieniu.

Reprezentatywne obrazy morfologii komorek po potraktowaniu NUT i CIS w hipoksji uzyskano
za pomocq mikroskopii Swietlnej (A). Oceng liczby komorek przeprowadzono W komorze
Biirkera (B). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P
<0,001. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N > 3.

Reprezentatywne analizy western blot dowiodly, ze komorki traktowane NUT
wykazywaly si¢ wyzsza ekspresja p53 (Ryc. 4.12. A, B) oraz jego biatka efektorowego
p21 (Ryc. 4.12. A, C). Wynik ten potwierdza, ze rzeczywiscie NUT wywotato
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akumulacje biatka p53. Bylo to skorelowane ze zmniejszong ekspresja markerow

proliferacji: cykliny B (Ryc. 4.12. A, D) i p-cdc2 (Ryc. 4.12. A, E).
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Ryc. 4.12. Wplyw NUT na ekspresje bialek starzeniowych i proliferacyjnych komorek A549
traktowanych CIS w niedotlenieniu.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujqce ekspresje p53, p21, cykliny B oraz p-cdc2 (A).
GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje wynikow przeprowadzono przy
uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek odpowiedniego biatka do
GAPDH dla p53 (B), p21 (C), cyklina B (D) i p-cdc2 (E). Za statystycznie istotne uznano P
< 0,05, przy czym: #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001. Kazdy stupek reprezentuje srednig +
SEM, N> 3.

Otrzymane wyniki potwierdzaja zalezno$é ucieczki od starzenia niedotlenionych

komorek leczonych CIS od szlaku starzeniowego p53/p2l1. Ponadto wskazuja, ze

zaobserwowane zjawisko wychodzenia ze starzenia w tych warunkach moze zostaé

odwrdcone poprzez aktywacije biatka p53.
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4.25 Hipoksja promuje fenotyp mezenchymalny komorek starych niezaleznie
od uzytego leku
Badania nad rakiem okreznicy ujawnily, ze komorki podczas ucieczki ze starzenia
wykazywaty przejscie z fenotypu nabtonkowego do mezenchymalnego [108]. Poniewaz
jest to cecha istotna w kontekscie zdolnosci komodrek do tworzenia przerzutéw
sprawdzono, czy uciekajace od starzenia komorki raka pluca wykazuja si¢ indukcja
fenotypu mezenchymalnego. W tym celu zbadano ekspresje genu E-kadheryny
wdziewigtym dniu eksperymentu oraz bialek zwigzanych z EMT w dniu jedenastym
(Ryc. 4.13, zgodnie ze schematem na Ryc. 4.1.).
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Ryc. 4.13. Wplyw chemioterapeutykow na tranzycje epitelialno-mezenchymalng komorek
A549 w normoksji i hipoksji.

Ekspresje genu E-kadheryny mierzono za pomocqg gRT-PCR. GAPDH zastosowano jako gen
referencyjny (A). Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje E-kadheryny
i N-kadheryny (B). GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje wynikow
przeprowadzono przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek
odpowiedniego biatka do GAPDH dla E-kadheryny (C) i N-kadheryny (D). Za statystycznie
istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli
W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 poréownujgc do kontroli w hipoksji, $P <
0,05, $8P < 0,01, $83P < 0,001 poréwnujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek
reprezentuje sredniqg £ SEM, N> 3.
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Terapia CIS w warunkach normoksyjnych znaczaco nasilata w komérkach raka phuc
ekspresje E-kadheryny, bedacej markerem fenotypu epitelialnego. Efekt ten
zaobserwowano zaro6wno na poziomie mRNA (Ryc. 4.13. A), jak i na poziomie biatka
(Ryc. 4.13. B, C). Podczas nietotlenienia poziom E-kadheryny ulegal obnizeniu,
wskazujac na indukcje mezenchymalnego fenotypu w tych warunkach. Zgodnie z tymi
obserwacjami, ekspresja markera mezenchymalnego, N-kadheryny, wykazywata
tendencj¢ do podwyzszenia W komorkach AS549 traktowanych CIS w warunkach
niedotlenienia w poréwnaniu Z normoksjg (Ryc. 4.13. B, D).

Traktowanie DOC réwniez powodowalo zwigkszong ekspresje E-kadheryny
komodrek w normoksji w poréwnaniu z komoérkami nieleczonymi (Ryc. 4.13. B, C).
Rowniez wtym przypadku niedotlenienie powodowato jej obnizenie. Wynik ten

sugeruje, ze utrata fenotypu epitelialnego bardzie] niz Z ucieczka od starzenia jest

zwiazana ze Srodowiskiem hipoksyjnym.

4.3 Badanie wplywu hamowania aktywnosci LDH na ucieczke od starzenia
komorek leczonych cisplatyna w hipoksji

Poniewaz enzymy LDH majg istotne znaczenie dla metabolizmu komorek
nowotworowych, zwlaszcza przy ograniczonej podazy tlenu [181, 186] sprawdzono,
czy zmniejszenie ich aktywno$ci jest w stanie zahamowal obserwowang
w niedotlenieniu ucieczke od starzenia komoérek leczonych CIS. Aby zweryfikowac
stusznos$¢ tego podejscia zastosowano farmakologiczne lub genetyczne zahamowanie
funkcji LDH. Pierwsze z nich polegato na zastosowaniu specyficznego inhibitora SO,
natomiast drugie dotyczylo uzycia matych interferujacych sekwencji RNA (SiRNA)
w celu wyciszenia genow LDHA 1/lub LDHB.

4.3.1 Woyciszenie genow LDHA | LDHB nie zmienia aktywnosci metabolicznej

i proliferacyjnej
Aby przeprowadzi¢ eksperymenty z wyciszeniem gendéw LDH zmodyfikowano
podstawowy schemat eksperymentalny. Dobe przed traktowaniem CIS wprowadzono
dodatkowy dzien, w ktérym przeprowadzono wyciszenie genow. Komorki zostaty
woweczas transfekowane siRNA. W przypadku tych eksperymentéw wszystkie analizy
wykonano w dwunastym dniu od rozpoczecia hodowli. Zmodyfikowany schemat

eksperymentalny przedstawiono na Ryc. 4.14.
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1 2 3 4 5 9 12 Czas (dni)

Ryc. 4.14. Schemat eksperymentow 7 wyciszaniem genow.

Komérki hodowano w warunkach normoksji (~19% Oy) przez 24 godziny (a). Nastepnie czesé
hodowli przeniesiono do komory hipoksyjnej (19% O2) i zmieniono medium hodowlane (b). Po
24 przeprowadzono procedureg wyciszania odpowiednich genow (c). Po kolejnej dobie komorki
w warunkach normoksji lub hipoksji traktowano CIS przez 24 godziny (d), a nastepnie
hodowano je w pozywce bez leku przez 4 dni (e). Po tym czasie ponownie zmieniono pozZywke

i komorki inkubowano przez kolejne 3 dni ().

Otrzymane wyniki nie wykazaty istotnego wptywu wyciszania genéw LDHA lub
LDHB na aktywno$¢ metaboliczng komorek raka ptuca leczonych CIS w obu
warunkach tlenowych (Ryc. 4.15. A). Jedynie wyciszenie obu gendéw roéwnoczesnie
powodowato tendencj¢ do niewielkiego obnizenia aktywnosci metabolicznej
w niedotlenieniu. Tak samo, w przypadku badan nad wplywem zastosowanych
modyfikacji na aktywno$¢ proliferacyjng nie zaobserwowano istotnego efektu (Ryc.

4.15. B).
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Ryc. 4.15. Wplyw wyciszania genow dehydrogenaz mleczanowych (LDH) na aktywnosé
metaboliczng i proliferacyjng komorek A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Aktywnos¢ metaboliczna (A) i proliferacyjna (B) komorek leczonych CIS po wyciszeniu genow
LDHA i/lub LDHB. Ocena liczby komorek po leczeniu chemioterapeutykami z zastosowaniem

komory Biirkera (C). Kazdy stupek reprezentuje Sredniqg + SEM, N> 3.
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4.3.2 Inhibicja LDH poprzez uzycie oksamatu sodu nie wplywa na aktywnos$¢
proliferacyjna

Zbadano rowniez znaczenie farmakologicznego zahamowania aktywno$ci LDH
w komorkach raka ptuca leczonych CIS. W tym celu zastosowano SO bedacy
analogiem pirogronianu, ktéry hamuje konwersj¢ pirogronianu do mleczanu
katalizowang przez LDHA [192]. W eksperymentach z uzyciem SO zmodyfikowano
podstawowy schemat eksperymentalny (Ryc. 4.1.) w ktorym po czterech dniach od
zakonczenia leczenia CIS (Ryc. 4.1. d) na 24h podano dziataniu SO. Nastgpnie przez
ostatnie dwie doby komorki hodowano W pozywce bez inhibitora (Ryc. 4.1. e).
W jedenastym dniu eksperymentu aktywnos¢ proliferacyjna komoérek leczonych
wzrastajacymi st¢zeniami SO nie roznita si¢ od aktywnosci komorek kontrolnych
zarowno W normoksji jak i w hipoksji (Ryc. 4.16.).

Podsumowujac, wykonane analizy sugeruja, ze ani hamowanie aktywnosci LDH

poprzez modyfikacje genetyczne ani farmakologiczne nie maja wplywu na zmiany

aktywnos$ci metaboliczne]j i proliferacyinej komorek raka ptuca leczonych CIS.

[ Normoksja
1,0 | % % %% [] Hipoksja

05 |

Aktywnosc¢ proliferacyjna
(normalizacja do kontroli)

0'0 T T T 1
CONT 10 25 50

SO [mM]

Ryc. 4.16. Wplyw inhibitora dehydrogenazy mleczanowej (SO) na proliferacje komorek A549
leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Zmiany aktywnosci proliferacyjnej komorek leczonych CIS pod wplywem SO. Kazdy stupek
reprezentuje sredniq £ SEM, N> 3.
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4.4  Ocena inhibicji autofagii w zahamowaniu ucieczki od starzenia komoérek
leczonych cisplatyna w hipoksji

Eksperymenty in vitro i in vivo przeprowadzone na komorkach raka okr¢znicy
i glejaka dowiodty, ze zahamowanie autofagii wptywa na ucieczke przed starzeniem
komorkowym[16]. Dlatego zbadano, czy w przypadku ucieczki od starzenia komoérek
raka ptuca leczonych CIS w niedotlenieniu mozna zaobserwowaé zmiany W procesie
autofagii.

W tym celu zbadano ekspresje biatek zwigzanych z tym procesem. Jednym z nich
byto biatko p62/SQSTM1 (p62) biorace udzial w zatadunku autofagosomu. Innym
badanym tu biatkiem bylo LC3 (LC3B), ktore w przebiegu autofagii ulega degradacji
w autofagosomach [105].

Ekspresja p62 komorek kontrolnych ulegata obnizeniu w hipoksji (Ryc. 4.17. A, C),
co wskazuje na aktywacje autofagii w tych warunkach. Traktowanie CIS powodowato
nasilienie tego efektu. Badanie ekspresji drugiego biatka autofagicznego opiera si¢ na
analizie stosunku izoformy lipidowej (II) do cytozolowej (I). Podczas autofagii
izoforma cytozolowa przeksztalcana jest do formy lipidowej, natomiast zakonczeniu
procesu towarzyszy degradacja LC3B II po wewngtrznej stronie btony autolizosomu,
przy czym LC3B Il zawarte po zewngtrznej stronie ulega konwersji do formy I [142,
147]. Z tego powodu wzrost ekspresji LC3B II/I moze §wiadczy¢ zarowno o aktywacji
procesu autofagii, jak réwniez o zahamowaniu degradacji tego biatka w autofagosomie.
Ekspresja LC3B II/I byta zwigkszona w obu warunkach tlenowych. po leczeniu
badanymi chemioterapeutykami. Komorki traktowane CIS wykazywaly zmniejszony
stosunek LC3B 11/l (Ryc. 4.17. A, E) w hipoksji w porownaniu z normoksja, co wraz
z obnieniem ekspresji p62 wskazuje na aktywacje procesu autofagii oraz skuteczng ich
degradacje pod wptywem niedotlenienia podczas leczenia CIS.

Poniewaz zarowno starzenie komorkowe jak 1 proces autofagii sa zwigzane
z sygnalizacja mTOR [193-195] zbadano rowniez ekspresj¢ bialek nalezacych do tego
szlaku: biatka mTOR p-S6. Ekspresja mTOR w komoérkach traktowanych CIS
wykazywata tendencj¢ do spadku w warunkach hipoksji w poroéwnaniu z normoksja
(Ryc. 4.17. B, D). Zaobserwowano podobny wzor ekspresji biatka p-S6 (Ryc. 4.17. B,
F) do ekspresji p62, a wiec obnizenie podczas leczenia CIS pod wplywem
niedotlenienia. Poniewaz sygnalizacja mTOR jest w stanie hamowac¢ proces autofagii

otrzymane wyniki wzmacniaja wniosek, ze niedotlenienie powoduje aktywacje
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autofagii podczas leczenia CIS. Dodatkowo ekspresja p-S6 byta obnizona w komérkach

traktowanych DOC zar6wno w normoksji, jak i hipoksji.
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Ryc. 4.17. Wplyw chemioterapeutykow na ekspresje bialek autofagicznych oraz bialek szlaku
kinazy mTOR komorek A549 w normoksji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje p62 i LC3B (A) oraz mTOR i p-S6
(B). GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Analize liczbowg wynikow przeprowadzono
przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek odpowiedniego
biatka do GAPDH dla p62 (C), LC3B 1l/I (E), mTOR (D) p-S6 (F). Za statystycznie istotne
uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli
W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P <
0,05, $3P < 0,01, $83P < 0,001 poréwnujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek

reprezentuje sredniqg £ SEM, N> 3.
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Reasumujac, zaobserwowano tendencje do aktywaciji autofagii w komoérkach raka

pluca leczonych CIS, szczegdlnie podczas niedotlenienia.

441 Woyciszanie genéw autofagicznych powoduje zmiany aktywnoSci
metabolicznej i proliferacyjnej

Z powodu obserwacji dotyczacej tendencji komorek leczonych CIS w niedotlenieniu
do aktywacji autofagii zbadano wptyw modulacji tego procesu na ucieczke od starzenia
w tych warunkach. Tak jak podczas inhibicji LDH rowniez w tym przypadku
zastosowano zaréwno podejscie genetyczne i farmakologiczne.

Efektywnos¢ transfekcji z uzyciem siRNA moze by¢ zmieniona w wyniku starzenia
komorkowego oraz modyfikacji udzialu komoérek w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego [196, 197]. Z tego wzgledu zbadano znaczenie autofagii w indukcji
starzenia komorek raka pluca pod wptywem CIS przeprowadzajac transfekcj¢ przed
indukcja starzenia. W tym celu uzyto siRNA skierowanego przeciwko trzem genom
autofagicznym: Beclinl (BCN1), ATG5 lub ATG7 [46] zgodnie ze schematem
zaprezentowanym na Ryc. 4.14.

W pierwszej kolejnosci oceniono skutecznos$¢ wyciszania genéw autofagicznych na
poziomie biatka (Ryc. 4.18). Zarowno wyciszenie genu ATGS (Ryc. 4.18. A, B), ATG7
(Ryc. 4.18. A, C) jak i BCN1 (Ryc. 4.18. A, D) byto skuteczne.
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Ryc. 4.18. Ocena skutecznosci wyciszania genow autofagicznych w komorkach raka pluca
A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje biatek autofagicznych po
wyciszeniu genow ATGS, ATG7 lub BCNI (A). GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia.
Kwantyfikacje wynikow przeprowadzono przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore
przedstawiono jako stosunek ekspresji odpowiedniego biatka do GAPDH dia ATGS5 (B), ATG7
(C) oraz (D). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P
<0,001 porownujgc do kontroli W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 porownujgc
do kontroli w hipoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig + SEM, N> 3.

Nastepnie, oceniono wplyw wyciszenia badanych genow na aktywnos$¢
metaboliczng oraz proliferacje. Wyciszenie genéw zwigzanych z autofagia miato
niewielki wplyw na: aktywno$¢ dehydrogenazy mitochondrialnej (Ryc. 4.19. A),
proliferacj¢ (Ryc. 4.19. B) oraz liczb¢ komodrek (Ryc. 4.19. C) w obu warunkach

tlenowych. Sposrod badanych gendéw najbardziej wyrazny wpltyw zaobserwowano po
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wyciszeniu ATG5 i ATG7. Komorki po wyciszeniu ATGS w normoksji wykazywaly
wzrost aktywnosci metabolicznej i proliferacyjnej. Odwrotny efekt zaobserwowano po
wyciszeniu ATG7 w niedotlenieniu. Jednakze obserwacje te nie korespondowaty

z wynikami dotyczacymi liczby komorek.
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Ryc. 4.19. Wplyw wyciszania genow autofagicznych na aktywnos¢é metaboliczng,
proliferacyjng i liczbe komorek A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Aktywnosé metaboliczna (A) i proliferacyjna (B) komorek leczonych CIS po wyciszeniu genéw
autofagicznych. Ocena liczby komérek po leczeniu chemioterapeutykami z zastosowaniem
komory Biirkera (C). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01,
***P <0,001 w poréwnaniu Z kontrolg w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ##P < 0,001
W porownaniu do kontroli hipoksji, Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N > 3.

Podsumowujac, z badanych genéw autofagicznych jedynie wyciszenie ATG7 byto

W stanie zmniejszy¢ aktywno$¢ proliferacyjna komorek traktowanych CIS w hipoksji,

jednakze nie powodowalo to istotnego zmniejszenia liczby komoérek w tych warunkach.
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4.4.2 Hydroksychlorokina powoduje zahamowanie proliferacji komoérek
traktowanych CIS w hipoksji

Poniewaz efekt wyciszania genow autofagicznych na indukcje starzenia byt
znikomy, do zahamowania autofagii zastosowano farmakologiczny inhibitor HCQ,
ktory hamuje ten proces poprzez blokowanie fuzji autofagosomu z lizosomem [198].
Ponadto HCQ poprzez wptyw na wzrost pH powoduje blokade degradacji tadunku
autofagolizosoméw [199].

Aby sprawdzié, czy autofagia bierze udzial w ucieczce ze starzenia zmodyfikowano
podstawowy model eksperymentalny przedstawiony na Ryc. 4.1. Komoérki 4 dni po
zakonczeniu leczenia CIS (Ryc. 4.1. d) inkubowano z HCQ przez 24 godziny.
Nastepnie inhibitor usunigto i komérki hodowano w pozywce bez leku przez kolejne 2

dni (Ryc. 4.1. e).
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Ryc. 4.20. Wplyw inhibitora autofagii (HCQ) na aktywnos¢ metaboliczng i proliferacje
komorek A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Zmiany aktywnosci metabolicznej (A) i proliferacyjnej (B) komérek leczonych CIS pod wplywem
HCQ. Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001
W poréwnaniu Z kontrolg W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ##P < 0,001 w poréwnaniu do
kontroli hipoksji, Kazdy stupek reprezentuje sredniq + SEM, N > 3.

W odpowiedzi na HCQ, komorki raka phuc traktowane CIS zmniejszyly aktywnos¢
metaboliczng (Ryc. 4.20. A) i proliferacyjng (Ryc. 4.20. B), ale tylko w warunkach

hipoksji. Wskazuje to na skuteczno§¢ HCQ w zahamowaniu proliferacji komorek

uciekajacych przed starzeniem po traktowaniu CIS w niedotlenieniu.

90




Wyniki te zostaly potwierdzone obserwacja, ze hamowanie autofagii przez HCQ
spowodowato zmniejszenie liczby komoérek w hipoksji zaréwno w ludzkich (Ryc. 4.21.
A), jak i mysich (Ryc. 4.21. B) liniach komérkowych raka ptuc.
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Ryc. 4.21. Wplyw inhibitora autofagii (HCQ) na liczb¢ komorek ludzkiego i mysiego raka
pluca leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Ocena liczby komorek ludzkiego rak ptuca linii A549 (A) oraz mysiego raka ptuca LLCI (B)
zostala przeprowadzona W komorze Biirkera (C). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy
czym: #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 poréownujgc do kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P
< 0,01, $38P < 0,001 porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje
Srednig + SEM, N > 3.

Badanie ekspresji biatek autofagicznych wykazato, ze traktowanie HCQ zaburzato
przeptyw autofagiczny, wyrazony poprzez akumulacje p62 (Ryc. 4.22. A, C) oraz Il
formy biatka LC3B (Ryc. 4.22. B, D). Jednakze niedotlenienie powodowato obnizenie
ekspresji p62 w starzejacych si¢ komorkach traktowanych HCQ.
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Ryc. 4.22. Wplyw HCQ na ekspresje bialek autofagicznych komorek A549 w normoksji
i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje p62 (4) i LC3B (B). GAPDH
zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje wynikow przeprowadzono przy uzyciu
analizy densytometrycznej, ktorve przedstawiono jako stosunek odpowiedniego biatka do
GAPDH dla p62 (C) i LC3B Il/I (D). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P
<0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01,
#HH#HP < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P < 0,001

porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N > 3.

4.4.3 Hydroksychlorokina nie zmienia ekspresji bialek zwiazanych ze $ciezka
starzeniowa p53/p21, ale zmniejsza ekspresje bialek zwiazanych

z progresja cyklu komorkowego
Podczas badania aktywnos$ci SA-B-gal intensywno$¢ zabarwienia komorek po
traktowaniu HCQ byta ostabiona (Ryc. 4.23.). Efekt ten zdaje si¢ by¢ artefaktem
technicznym spowodowanym wzrostem pH, ktorego warto$¢ jest bardzo istotna w tej
metodzie barwienia. Jednakze charakterystyczne cechy komorek TIS takie jak

powigkszenie rozmiaroOw zostaty zachowane.
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Ryc. 4.23. Wplyw HCQ na aktywnos¢ SA-f-gal komorek A549 leczonych CIS w normoksji
i hipoksji.

Wykrywanie i oznaczanie ilosciowe starzenia przeprowadzono przy uzyciu barwienia SA-f-gal
W komorkach raka pluca A549. Reprezentatywne zdjecia wykonano za pomocq mikroskopii
swietlnej (A). llosciowa ocena SA-f-gal pozytywnych komorek, wyrazona jako procent komorek
pozytywnych (B). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01,
*¥**P <0,001 porownujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ##P < 0,001
porownujgc do kontroli W hipoksji, $P < 0,05, $8P < 0,01, $38P < 0,001 poréwnujgc
niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig + SEM, N > 3.

Zbadano rowniez wptyw HCQ na ekspresje bialek zmieniajacych si¢ w komorkach
wychodzacych ze starzenia po leczeniu CIS w niedotlenieniu. Podczas analizy okazato
si¢, ze nie zaobserwowano znaczgcej roznicy dla bialek zwigzanych ze szlakiem
starzenia: p53 (Ryc. 4.24. A, C) lub p21 (Ryc. 4.24. A, E) pod wplywem HCQ.
Natomiast indukowane hipoksjg biatka proliferacyjne cyklina B (Ryc. 4.24. B, D) i p-
cdc2 (Ryc. 4.24. B, F), ulegaty znacznemu spadkowi W wyniku dziatania HCQ.

Podsumowujac, traktowanie HCQ zmniejszylo ucieczke przed starzeniem sie

komorek raka ptuca leczonych CIS w warunkach niedotlenienia. Efekt ten manifestowat

sie poprzez spadek aktywno$ci proliferacyinej i liczby komérek oraz zmniejszenie

ekspresji biatek zwiazanych z progresja cyklu komoérkowego na etapie punktu

kontrolnego G2/M. Jednakze HCQ nie wywolalo znaczacego efektu na ekspresje biatek

p53 i p21 zwiazanych ze $ciezka sygnatlowa starzenia komdrkowego. Z tego powodu

celowym wydaje sie zbadanie efektu HCQ na ucieczke przed starzeniem komorkowym

po traktowaniu CIS w niedotlenieniu w dtuzszej perspektywie czasowe;.
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Ryc. 4.24. Wplyw HCQ na ekspresje bialek starzeniowych i proliferacyjnych komorek A549
leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujqce ekspresje p53 i p21 (A) oraz cykliny B i p-
cdc2 (B). GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje —wynikow
przeprowadzono przy uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek
odpowiedniego biatka do GAPDH dla p53 (C), p21 (E), cyklina B (D) i p-cdc2 (F). Za
statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001
porownujgce do kontroli W normoksji, #P < 0,05, ##P < 0,01, ###P < 0,001 porownujgc do
kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P < 0,001 poréwnujgc niedotlenienie do
normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig = SEM, N > 3.
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45 Badanie ekspresji czynnikow indukowanych niedotlenieniem oraz
E-kadheryny w komérkach leczonych cisplatyna i hydroksychloroking

Poniewaz inhibicja autofagii poprzez uzycie HCQ zdaje si¢ by¢ potencjalnym
sposobem na zahamowanie ucieczki od starzenia si¢ komorek poddanych leczeniu CIS
w warunkach niedotlenienia zbadano cechy tych komérek. Ze wzgledu na udziat
czynnikéw indukowanych hipoksja w odpowiedz komoérek na niedotlenienie
sprawdzono, czy HCQ zmienia ich ekspresje. W tym celu po 24h leczenia HCQ, czyli
w dziewigtym dniu eksperymentu (Ryc.4.1) wykonano analize ekspresji genow HIF-1a
I HIF-2a, stosujac technike QRT-PCR. Okazato si¢, ze HCQ podwyzszyl ekspresje
HIF-2a (Ryc. 4.25. B) w komorkach traktowanych CIS w hipoksji, ale nie wptywat na
ekspresje genu HIF-1a (Ryc. 4.25. A).
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Ryc. 4.25. Wplyw HCQ na ekspresje E-kadheryny i genow zwigzanych z odpowiedzig na
hipoksje w komorkach A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Ekspresje genéw HIF-1a (4), HIF-2o0. (B) i E-kadheryny (C) mierzono za pomocg gRT-PCR.
PPIA zastosowano jako gen referencyjny. Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy czym:
*P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05, ##P <
0,01, ###P < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P < 0,001

porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje sredniq £ SEM, N > 3.
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Nastepnie zbadano poziom mMRNA E-kadheryny, ktora we wczesniejszych
eksperymentach ulegata obnizeniu pod wptywem CIS w niedotlenieniu. W tym
przypadku wykazano, ze traktowanie HCQ poglebito redukcje ekspresji tego
nablonkowego markera w warunkach hipoksji (Ryc. 4.25. C). Otrzymany wynik

sugeruje nabywanie fenotypu mezenchymalnego pod wplywem hamowania autofagii

przy uzyciu HCQ w komorkach traktowanych CIS w niedotlenieniu.

4.6  Badanie ekspresji genéw i bialek zwigzanych z macierzystoscia

Poniewaz mezenChymalny fenotyp jest jedng z cech charakterystycznych
nowotworowych komorek macierzystych [200, 201], zbadano réwniez markery
zwigzane zZ macierzysto$cig. Ekspresj¢ genow OCT-3/4, NANOG, SOX2 i ALDH1 po

leczeniu HCQ zaprezentowano na Ryc. 4.26.
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Ryc. 4.26. Wplyw HCQ na ekspresje genow zwigzanych z fenotypem macierzystym komorek
A549 leczonych CIS w normoksji i hipoksji.

Ekspresje genow SOX-2 (A), NANOG (B), ALDH1A (C) i OCT-3/4 (D) mierzono za pomocq

gRT-PCR. PPIA zastosowano jako gen referencyjny. Za statystycznie istotne uznano P < 0,05,

gdzie: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujgc do kontroli w normoksji, #P < 0,05,

#HP < 0,01, ###P < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P <

0,001 porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig +SEM, N > 3.
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Podanie HCQ zmniejszato ekspresje NANOG (Ryc. 4.26. B) i ALDH1 (Ryc. 4.26.
C) w niedotlenionych komorkach traktowanych CIS. Natomiast w przypadku obu
pozostatych genéw: SOX2 (Ryc. 4.26. A) i OCT-3/4 (Ryc. 4.26. D) nie wykazano
istotnych zmian na poziomie mRNA pod wplywem leczenia HCQ tych komorek.

Na poziomie biatka HCQ zmniejszata ekspresje SOX-2 (Ryc. 4.27. A, B) i NANOG
(Ryc. 4.27. A, C) w niedotlenionych komoérkach traktowanych CIS. Poziom biatka
ALDH1 (Ryc. 4.27. A, D) w odroznieniu do mRNA nie wykazywat istotnych réznic

pod wptywem traktowania HCQ w niedotlenieniu.
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Ryc. 4.27. Wplyw HCQ na ekspresje bialek zwigzanych 7 fenotypem macierzystym komorek
A549 leczonych CIS w normoks;ji i hipoksji.

Reprezentatywne analizy western blot pokazujgce ekspresje SOX-2, Nanog i ALDH1A (A).
GAPDH zastosowano jako biatko odniesienia. Kwantyfikacje wynikow przeprowadzono przy
uzyciu analizy densytometrycznej, ktore przedstawiono jako stosunek odpowiedniego biatka do
GAPDH dla SOX-2 (B), Nanog (C) i ALDHIA (D). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05,
przy czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 poréwnujqc do kontroli w normoksji, #P < 0,05,
##P < 0,01, ##P < 0,001 poréwnujgc do kontroli w hipoksji, $P < 0,05, $$P < 0,01, $$$P <
0,001 porownujgc niedotlenienie do normoksji. Kazdy stupek reprezentuje srednig £ SEM,
N=>3.
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Podsumowujac, wykazano, ze ekspozycja na HCQ komorek leczonych CIS

W polaczeniu z hipoksja prowadzita do zmniejszenia ekspresji niektoérych gendw

i biatek zwigzanych z fenotypem macierzystych komorek nowotworowych. Jednakze

efekt ten wymaga weryfikacji w dtuzszej perspektywie czasowe;.

4.7 Badanie wplywu hydroksychlorokiny na ekspresje genéow z zastosowaniem
metody sekwencjonowania nastepnej generacji

W $wietle wynikéw dotyczacych wpltywu HCQ na ekspresje genow i biatek
zwigzanych z EMT 1 macierzystoscia waznych w kontekscie klinicznym wykonano
analiz¢ ekspresji genow W szerszym zakresie z wykorzystaniem techniki
sekwencjonowania nastgpnej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS).
Ponadto poszukiwano nowych gendéw oraz szlakow ulegajacych zmianom w tym
uktadzie eksperymentalnym. W tym celu po 24h leczenia HCQ, czyli w dziewigtym

dniu eksperymentu (Ryc. 4.1.) wyizolowano RNA, ktorego stezenie, integralno$¢ oraz

czysto$¢ zaprezentowano W tabeli 4.1.

Traktowanie po\';'féTZirma ngzfﬁle 260/230  260/280  RIN
WIMS55 CIS5N 3 362,23 0,82 2,05 10
WIM56 CIS5N 2 426,15 1,56 2,10 10
WIM57 CIS5N 4 633,35 2,23 2,06 10
WIM58 | CIS5+HCQN 3 474,85 2,05 2,05 10
WIM59 CIS5+HCQN 2 363,85 1,57 2,08 10
WIM60 CIS5+HCQN 4 418,12 1,07 2,08 10
WIM70 CIS5H 3 292,46 1,19 2,06 10
WIM71 CIS5H 2 436,69 2,13 2,08 10
WIM72 CIS5H 4 393,42 1,25 2,08 10
WIM73 | CIS5+HCQH 3 241,54 1,14 2,07 10
WIM74 CIS5+HCQH 2 358,08 1,89 2,09 10
WIM75 CIS5+HCQH 4 380,19 1,61 2,07 10

Tab. 4.1. Charakterystyka RNA uZytego do sekwencjonowania.

Do charakterystyki wyizolowanego RNA zastosowano spektrofotometryczny pomiar stezenia
| czystosci poprzez wspolczynniki absorbancji 260/230 oraz 260/280, a takze fluorymetryczng
analize integralnosci RIN (ang. RNA Integrity Number).
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Nastgpnie RNA zostalo poddane sekwencjonowaniu nastgpnej genercji. Pord6wnanie
transkryptomu wykazalo istotnie zréznicowang ekspresje wielu gendow przedstawiong

na wykresie (Ryc. 4.28).
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Ryc. 4.28. Volcano plot CIS H vs CIS 5+HCQ H.

Wykres wartosci krotnosci zmian (log2 fold change) oraz wartosci FDR dla genow
wykazujgcych zréznicowang ekspresje W porownywanych probkach. Kropki po lewej stronie
reprezentujq geny wykazujgce obnizong ekspresje W komorkach leczonych CIS w hipoksji (CIS
H) w porownaniu z dodatkowym traktowaniem HCQ (CIS 5+HCQ H), natomiast po prawej -

podwyzszona.

Do dalszych analiz wybrano parametry: FDR < 0,1 oraz abs(logFC) > 1, ktory
odpowiada minimum dwukrotnosci zmian ekspresji. Po uwzglednieniu powyzszych
parametroOw uzyskano 2365 gendéw 0 statystycznie istotnych réznicach w poziomie
ekspresji w obrgbie badanych grup, ktore przedstawiono na ponizszej mapie cieplnej
(Ryc. 4.29.).
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CIS Hvs CIS+HCQH
genes with FDR < 0.1 and abs(logFC) > 1
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Ryc. 4.29. Mapa cieplna przedstawiajgca geny 0 statystycznie istotnych roznicach dla
porownania CIS H vs CIS +HCQ H.

Niebieskim kolorem oznaczono geny 0 obnizonej ekspresji, natomiast czerwonym geny
0 ekspresji zwiekszonej. Po lewej stronie przedstawiono ekspresje genow dla komorek leczonych
CIS w hipoksji (CIS H), a po prawej dla komorek traktowanych dodatkowo HCQ (CIS+HCQ
H).
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W celu wykluczenia gendéw zmienionych pod wptywem HCQ niezaleznie od
warunkow tlenowych tozsame analizy wykonano dla komorek leczonych w warunkach
normoksji. Stosujac te same parametry FDR i abs(logFC), wyodrgbniono 626 genow
0 zmienionej ekspresji. Nastgpnie pomigdzy zmianami W normoksji i w hipoksji
poréwnano zmieniajace si¢ geny z podzialem na te 0 zwickszonej I zmniejszonej
ekspresji.

Podczas analizy genéw 0 podwyzszonej ekspresji po leczeniu CIS w poréwnaniu do
dodatkowego leczenia HCQ wykryto 1088 gendow 0 zmienionej ekspresji (ang.
Differentially expressed genes, DEGs) w warunkach niedotlenienia, 78 w normoksji,
natomiast 179 genéw byto wspdlnych dla obu warunkow tlenowych (Ryc. 4.30.). Zatem

w komorkach uciekajacych przed starzeniem W niedotlenieniu zmianie ekspresji ulega

znacznie wiece] gendw pod wplywem traktowania HCQ niz w przypadku tego

traktowania w warunkach normoksyjnych.

CISN
CISH VS
S CIS+HCQ N
CIS+HCQH

Ryc. 4.30. Diagram Venna genow 0 zwigkszonej ekspresji komorek leczonych CIS
W poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w hipoksji i normoksji.

Po lewej stronie przedstawiono liczbe genow 0 zwigkszonej ekspresji dla komorek leczonych
CIS w hipoksji (CIS H) w poréwnaniu z komérkami traktowanymi dodatkowo HCQ (CIS+HCQ
H), a po prawej dla komérek leczonych w normoksji.
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W celu poglebionej analizy dotyczacej procesOw W jakie zaangazowane s3
zmienione geny z kazdej grupy wykorzystano baz¢ KEGG (ang. Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes). Za istotne uznano terminy, dla ktérych skorygowana wartos¢ P
wynosita ponizej 0,1.

Wsrdd gendow 0 zwigkszonej ekspresji w komorkach leczonych CIS w pordwnaniu
do komorek leczonych dodatkowo HCQ w hipoksji istotnymi okazaly si¢ szlaki
zwigzane Z cyklem komoérkowym (22 DEGs) oraz replikacja DNA (10 DEGs) (Ryc.
4.31.).

CISH vs CIS + HCQ H:

| KEGG_2021_Human

cykl
komdrkowy .| BRFAPLE 1.123¢-05

sciezka anemii
Fanconiego . NEJEL! 9.06e-05

replikacja
DI\ 10/36 0.00029207

rekombinacja
homologiczna 1 EJZE 0.03115063

adhezja
ogniskowa 1 BIYEIi 0.04974711

metabolizm
argininy i |
proliny

0.08128539

-log10 (skorygowana wartosc P)

Ryc. 4.31. Analiza terminow bazy KEGG wsrod genow 0 zwiekszonej ekspresji W komorkach
leczonych CIS w poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w hipoksji.

Dla kazdego terminu przedstawiono liczbe zmienionych genow po lewej stronie stupkow

wykresu oraz skorygowanqg wartos¢ P po prawej stronie.
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Rowniez rekombinacja homologiczna (8 DEGs) oraz $ciezka anemii Fanconiego (13
DEGs) majace kluczowe znaczenie W naprawie uszkodzen DNA [202-205]
wykazywaly zwigkszong ekspresjc W komorkach nieleczonych HCQ. Wynik ten
potwierdza wczes$niejsze obserwacje dotyczace zwigkszonej proliferacji komorek
leczonych CIS wzglgdem komorek po dodatkowym traktowaniu HCQ w niedotlenieniu
(Ryc. 4.20. B, 4.21). Wsérdd gendéw 0 wzmozonej ekspresji W komorkach leczonych
tylko CIS znalazty si¢ rowniez geny adhezji ogniskowej (20 DEGs) zwigzanej
Z inwazyjnos$ciag nowotworu oraz tworzeniem przerzutow [206, 207]. W tej grupie
wyodrgbniono takze geny metabolizmu aminokwasow argininy i proliny (8 DEGS),
bedace czynnikami wptywajacymi na wzrost proliferacji komérek nowotworowych oraz
modulacj¢ srodowiska guza [208-210] (Ryc. 4.31.).

Poréwnujac badane grupy W normoksji istotny okazat si¢ tylko jeden termin,
zwigzany z cyklem komoérkowym. Jednakze 0 wiele mniej genow wykazato istotno$é

w tych warunkach tlenowych (4 DEGs) (Ryc. 4.32.).

CISNvs CIS+HCQN:

KEGG_2021_Human

. cykl | 4/124 0.02608757
komorkowy

0 0,5 1 1,5

-log10 (skorygowana wartosc P)

Ryc. 4.32. Analiza termindéw bazy KEGG ws$rod genéw 0 zwigkszonej ekspresji W komorkach
leczonych CIS w poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w normoksji.

Dla kazdego terminu przedstawiono liczbe zmienionych genow po lewej stronie stupkow

wykresu oraz skorygowang wartos¢ P po prawej stronie.

Podczas analizy genéw 0 zwigkszonej w obu warunkach tlenowych wykazano ich
nadreprezentacje W pigciu terminach bazy KEGG. Nalezg do nich: interakcja ECM-
receptor (7 DEGs), S$ciezka sygnalizacyjna p53 (5 DEGs), zakazenie wirusem
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brodawczaka ludzkiego (10 DEGs), adhezja ogniskowa (7 DEGs) oraz $ciezka
sygnatowa PI3K-Akt (9 DEGs) (Ryc. 4.33.).

CISNvs CIS + HCQ N:CIS H vs CIS + HCQ H

KEGG_2021_Human

interakcja
ECM-receptor i /88 0.00099662
Sciezka sygnatowa
IR 5/73 001678828

zakazenie

wirusem
brodawczaka 10/ 331 0.01678828

ludzkiego

adhezja 1 WJPLN 0.04380524
ogniskowa

Sciezka sygnatowa |
PI3K-Akt

9/354 0.06579888

1 2 3

o

-log10 (skorygowana wartosc P)

Ryc. 4.33. Analiza terminow bazy KEGG wsrod genow 0 zwigkszonej ekspresji W komorkach
leczonych CIS w poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w obu warunkach tlenowych.

Dla kazdego terminu przedstawiono liczbe zmienionych genow po lewej stronie stupkow

wykresu oraz skorygowang wartoS¢ P po prawej stronie.

Nastepnie przeanalizowano geny 0 zmniejszonej ekspresji w komorkach leczonych
CIS wzgledem komoérek po dodatkowym leczeniu HCQ. Tak jak poprzednio, najwigce;j
DEGs wystgpito w niedotlenieniu (830), 101 w normoks;ji, natomiast 268 wspdlnych dla
obu warunkow tlenowych (Ryc. 4.34.).
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CISN

CISH VS
VS CIS+HCQ N
CIS+HCQH

Ryc. 4.34. Diagram Venna genow O zmniejszonej ekspresji komorek leczonych CIS
W poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w hipoksji i normoksji.

Po lewej stronie przedstawiono liczbe genow 0 zmniejszonej ekspresji dla komorek leczonych
CIS w hipoksji (CIS H) w poréwnaniu z komérkami traktowanymi dodatkowo HCQ (CIS+HCQ

H), a po prawej dla komérek leczonych W normoksji.

Wsérdéd gendow 0 obnizonej ekspresji W komorkach poddanych terapii CIS
w poréwnaniu do komoérek dodatkowo leczonych HCQ podczas niedotlenienia
wystapita ich nadreprezentacja W pietnastu istotnych statystycznie terminach z bazy
KEGG (Ryc. 4.35.). Nalezg do nich terminy zwigzane z infekcjami: legionelloza (9
DEGs), oddziatlywanie biatka wirusowego z cytokinami i receptorem cytokin (12
DEGs), malaria (7 DEGs), grypa A (14 DEGSs), choroba koronawirusowa - COVID-19
(17 DEGs) oraz zakazenie herpeswirusem zwigzanym z migsakiem Kaposiego (15
DEGS). Wykryte terminy odnosity si¢ rowniez do uktadu immunologicznego i reakcji
zapalnej: reumatoidalne zapalenie stawdéw (17 DEGs), Sciezka sygnatowa IL17 (17
DEGs), oddziatywanie cytokina-receptor cytokin (28 DEGs), linia komorek
krwiotworczych (11 DEGs), $ciezka sygnalowa receptora typu NOD (20 DEGs),
Zmiany dotyczyly rowniez szlakéw transdukcji sygnatu: $ciezka sygnalowa TNF (19
DEGs), $ciezka sygnatlowa NF-kappa B (13 DEGs) czy $ciezka sygnatowa JAK-STAT
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(14 DEGs). Powszechnie znane jest przeciwdrobnoustrojowe dzialanie HCQ, a takze jej
wpltyw na lagodzenie choréb immunologicznych takich jak reumatoidalne zapalenie
stawow [211]. Jednakze wzmozona aktywno$¢ gendéw zwigzanych z terminami
dotyczacymi chordb zakaznych, czy uktadu immunologicznego wystapila jedynie

w niedotlenieniu.

CISHvs CIS + HCQH
KEGG 2021 Human
cieka sygnafowa TNF 1,430
reumatoidalne zapalenie stawdw 1,330
Scieika sygnalowa IL17 1.33-06
oddziatywanie cytokina-receptor cytokin 6.4060-05
$ciezka sygnatowa receptora typu NOD 0.00018446

sciezka sygnatowa NF-kappa B 3/104 000212565

i

legionelloza 9/57 0.0042842
oddziatywanie biatka wirusowego, z
cytolinami i receptorem cytgkin i 12/100 i
linia komadrek krwiotworczych 11/99 0.01493905

cieika sygnatowa JAK-STAT | [EEZELTANN o0sz2s2¢3

malaria -

~
on
o

0.03250767

grypaA | NEVENFEN o 0464053
choroba koronawirusowa |  [EWJFEYIN o0sss4055
zakazenie herpeswirusem zwigzanym z v
miesakiem Kaposiego W 004464053
. N U
metabolizm kwasu linolowego W 0.04464053
0 2 4 6

-log10 (skorygowana wartosc P)

Ryc. 4.35. Analiza terminow bazy KEGG wsrdd genéw 0 zmniejszonej ekspresji w komorkach
leczonych CIS w poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w hipoksji.

Dla kazdego terminu przedstawiono liczbe zmienionych genow po lewej stronie stupkow

wykresu oraz skorygowanqg wartos¢ P po prawej stronie.

Podczas analizy gendéw 0 obnizonej ekspresji, zaden z termindow nie byl istotny
statystycznie w normoksji. Natomiast terminy istotne dla obu warunkow tlenowych

dotyczyly glownie szlakdw metabolicznych: biosyntezy steroidow (10 DEGs), szkieletu
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terpenow (7 DEGs), kwasow tluszczowych (4 DEGs) | nienasyconych kwasow
thuszczowych (3 DEGs) oraz metabolizmu cholesterolu (6 DEGs). Ponadto zmiany byty
zwigzane rowniez Z terminami $ciezek sygnatowych PPAR (5 DEGs) oraz AMPK (6
DEGs) (Ryc. 4.36).

CISNvs CIS + HCQ N:CISHvs CIS + HCQ H

KEGG_2021_Human

biosynteza steroidéw -

biosynteza szkieletu |

.y 3.2e-07
terpenoidéw

metabolizm cholesterolu 1 el 000133438

biosynteza nienasyconych | /27
kwaséw ttuszczowych

0.0106067

biosynteza kwasow | JRERN 005736126

ttuszczowych
1 BN 0.04763977

$cieika sygnatowa PPAR
$ciezka sygnatowa AMPK | JAPI0 0.06713941

10

o -
wul

-log10 (skorygowana warto$¢ P)

Ryc. 4.36. Analiza terminéw bazy KEGG wsréd genow 0 zmniejszonej ekspresji w komaorkach
leczonych CIS w poréwnaniu z dodatkowym leczeniem HCQ w obu warunkach tlenowych.

Dla kazdego terminu przedstawiono liczbe zmienionych genow po lewej stronie stupkow

wykresu oraz skorygowang wartos¢ P po prawej stronie.

Podsumowujac, analiza NGS wykazala zmiany ekspresiji wielu genéw w komorkach

niedrobnokomoérkowego raka pluca leczonych CIS po dodatkowym traktowaniu HCQ,

zwlaszcza w warunkach niedotlenienia. W kontek$cie zahamowania ucieczki od

starzenia szczegdlnie istotne wydaje sie zmniejszenie ekspresji gendw zwiazanych

Z cyklem komoérkowym, replikacja oraz naprawa DNA po traktowaniu HCQ.

Dodatkowo wykryto szereg zmian pod wpltywem HCQ w niedotlenieniu dotyczacych

wzrostu ekspresji gendw zwiazanych z ukladem immunologicznym i reakcja zapalna.

Jednakze otrzymane wyniki wymagaja weryfikacji Z uzyciem innych metod analizy
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ekspresji genow takich jak RT-PCR, a takze poglebionych badan skutkOw traktowania

HCQO w dluzszej perspektywie czasowej.

4.8 Eksperyment pilotazowy in vivo

Aby zweryfikowaé tezg, ze HCQ jest w stanie zahamowa wzrost guza oraz
poprawi¢ wyniki terapii CIS in vivo zaprojektowano eksperyment na syngenicznym
mysim modelu raka ptuca. W tym celu samce szczepu C57BL/6J zaszczepiono mysimi
komorkami raka ptuca linii LLC1 (100 tys. komorek/mysz). Nastgpnie po pojawieniu
si¢ guzow rozpoczeto leczenie CIS w schemacie co 3 dni. Co ciekawe, u dwoch
osobnikow (co stanowilo 10% wszystkich zwierzat) guzy si¢ nie pojawity. Z tego
powodu myszy te zostaly wylaczone z analizy. Po 3 tygodniach leczenia CIS
zaplanowano rozdzial myszy do grup, z ktérych jedna miata otrzymywaé HCQ.
Jednakze ze wzgledu na gwalttowny wzrost guzow (Ryc. 4.37 A) ze wzgledow
etycznych eksperyment zakonczono wezesniej, zanim doszto do planowanego podania
HCQ. Srednia objeto$é guzéw W trakcie leczenia CIS byta istotnie wyzsza niz objetosé
W dniu podania pierwszej dawki CIS, $wiadczac 0 nieskutecznosci zastosowanej terapii
(Ryc. 4.37 B). U niektorych osobnikow masa ciata ulegta spadkowi po terapii CIS (Ryc.
4.37. C), jednakze $rednie warto$ci masy myszy po leczeniu CIS w Kkolejnych dniach
eksperymentu (Ryc. 4.37. D) nie ulegaja spadkowi, co moze wynika¢ ze wzrostu
objetosci, a wigc | masy samego guza.

Reasumujac, w przedstawionych tu eksperymentach in vivo nie doszto do

skutecznego zahamowania wzrostu euzéw po podaniu CIS. Efekt ten moze by¢

spowodowany obserwowana in Vitro ucieczka od starzenia komorek traktowanych tym

lekiem w warunkach niedotlenienia. Jednakze potwierdzenie tej hipotezy wymaga

pogtebionych analiz. Dodatkowo opracowanie modelu in vivo do oceny znaczenia HCQ

dla starzenia oraz ucieczki od starzenia sie komérek NDRP pod wplywem CIS wymaga

dopracowania, szczegdlnie w aspekcie schematu podawania chemioterapii skutecznie

hamujacej wzrost guza.
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Ryc. 4.37 Wplyw leczenia CIS na objetosé | mase guzow.

Wykres objetoscéi Quzow W ktorym kazda linia prezentuje wartos¢ dla jednego osobnika (A) oraz
wartos¢ Sredniq (B) dla wszystkich zwierzgt leczonych CIS. Wykres wagi myszy W ktérym kazda
linia prezentuje wartos¢ dla jednego osobnika (C) oraz wartos¢ sredniq (D) dla wszystkich
zwierzqt leczonych CIS (+/- SEM, N=15-18). Za statystycznie istotne uznano P < 0,05, przy
czym: *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001 porownujgc do dnia 14, W ktorym podano pierwszq
dawke CIS.
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4.9 Markery niedotlenienia i macierzystosci w guzach od pacjentéw z NDRP
Poniewaz hipoksja okazata si¢ czynnikiem indukujacym ucieczke przed starzeniem
komorek raka ptuca poddanych dziataniu ciplatyny zbadano ekspresje markerow
niedotlenienia w guzach pobranych od pacjentéw z rakiem ptuca. W tym celu od pigciu
pacjentdow pobrano po 2 wycinki guza podczas resekcji chirurgicznej. Nastgpnie
z homogenatow tkankowych wyizolowano RNA, przeprowadzono odwrotng

transkrypcje oraz ilosciowy PCR w czasie rzeczywistym z uzyciem sond typu TagMan.

Nazwa prébki Stezenie ng/pl 260/230 260/280

1T1 693,54 1,30 1,96
1T2 2196,77 1,86 2,09
3T1 2395,27 1,82 191
3T2 1380,77 1,92 2,06
4T1 103,23 0,79 2,02
472 211,46 1,24 1,95
5T1 94,62 0,79 1,88
5T2 523,00 1,60 1,98
7T1 697,62 1,82 2,02
7T2 741,31 1,75 1,94

Tab. 4.2. Charakterystyka RNA wyizolowanego z guzow od pacjentéw 7 NDRP uzytego do
odwrotnej transkrypcji.

Do charakterystyki wyizolowanego RNA zastosowano spektrofotometryczny pomiar stgzenia

i czystosci poprzez wspotczynniki absorbancji 260/230 oraz 260/280.

Podczas analizy ekspresji genow HIF okazato sie, ze najwyzsza obserwowana
ekspresja wystapita w innych probkach dla obu genéw - dla HIF-1 byta to probka 4T1
(Ryc. 4.38. A), natomiast dla genu HIF-2 najwyzsza ekspresj¢ zaobserwowano W 5T1
(Ryc. 4.38.). U wszystkich pacjentow przynajmniej jeden z dwoch badanych genow
HIF byt wyzszy w probce T1. Analizujac badane geny pod katem heterogennosci guza
dla genu HIF-1, najwieksze rdznice zaobserwowano pomigdzy probkami od pacjenta 3,

415, natomiast w przypadku genu HIF-2- 4,51 7.
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Ryc. 4.38. Analiza ekspresji genéw zwigzanych z niedotlenieniem w tkankach pacjentow
Z rakiem pluc.

Ekspresja genu HIF-1 (A) oraz HIF-2 (B) u pacjentow z NDRP. Cyfry oznaczajq kolejnych
pacjentow z NDRP, T1 — pierwszy fragment guza, T2 — drugi fragment guza.

Przeanalizowano roéwniez ekspresje trzech gendw zwigzanych z macierzysto$cia:
ALDH1A, NANOG oraz OCT-3/4 (Ryc. 4.39.). Wszystkie geny wykazywaly
podwyzszong ekspresje W obu fragmentach guza pobranych od pacjenta 4 oraz
w pierwszym fragmencie od pacjenta 5 (5T1). Réznice W poziomie ekspresji genow
pomiedzy fragmentami guzow zaobserwowano gtownie u pacjenta 1 (1T1 vs 1T2) oraz
u pacjenta 5 (5T1 vs 5T2). Ponadto mozna zauwazy¢, ze sposrod probek pobranych od
pieciu pacjentow W trzech z nich wystepuje korespondencja z markerami
niedotlenienia- dla markera ALDH1A u pacjentéow 1, 3 i 5, natomiast dla NANOG
i OCT3/4 u pacjentow 1,51 7.
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Ryc. 4.39. Analiza ekspresji genow zwigzanych 7 macierzystoscig W tkankach pacjentow
Z rakiem pluc.

Ekspresja genu ALDH1A (A), NANOG (B) oraz OCT-3/4 (C) u pacjentéw z NDRP. Cyfry
oznaczajq kolejnych pacjentow z NDRP, T1 — pierwszy fragment guza, T2 — drugi fragment

guza.

Podsumowujac, U czesci pacjentdw wykazano zroéznicowana ekspresje czynnikow

indukowanych hipoksja W obu badanych probkach, wskazujac na heterogennosé¢ guzow.

Ponadto ekspresja gendéw HIF cze$ciowo korespondowala z ekspresja markerow

macierzystos$ci, potwierdzajac role niedotlenienia W promowaniu macierzysteqo

fenotypu komorek raka ptuca. Wyniki te w polaczeniu z wnioskami z eksperymentdéw in

vitro wskazuja, ze zasadnym jest badanie markeréw niedotlenienia w guzach od

pacjentdw z rakiem pluca przed podaniem chemioterapii opartej o leki platynowe.

Wrykrycie u pacjentdOw niedotlenionych obszaréw guza moze sugerowac¢ niepowodzenie

takiej terapii w zwiazku z mozliwa ucieczka przed starzeniem oraz rozwojem fenotypu

macierzysteqo.
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5 Dyskusja

Niedotlenienie jest istotng cechg mikrosrodowiska guza zwigzang ze zwigkszong
proliferacjg | metabolizmem komorek nowotworowych oraz uposledzong funkcjg
naczyn odpowiedzialnych za zaopatrzenie w tlen [212]. Efektem tego zjawiska jest
niedotlenienie, majace istotne znaczenie W rozZwoju chemooporno$ci nowotworéw 0raz
niepowodzeniach terapeutycznych [213]. Przez wiele lat celem leczenia
przeciwnowotworowego bylo zahamowanie proliferacji komorek nawotworowych na
drodze starzenia komérkowego, jednakze stwierdzono, ze stare komérki nowotworowe
moga powraca¢ do aktywnosci proliferacyjnej, przyczyniajac si¢ do nawrotu choroby
opornej na terapie [214, 215]. Niewiele doniesien laczy hipoksje ze starzeniem si¢
komorek [216], co jest spowodowane migdzy innymi pomijaniem aspektu
niedotlenienia w badaniach in vitro. Dlatego tez celem pracy bylo zbadanie wptywu
niedotlenienia na wywotane terapia starzenie si¢ komorek raka ptuc, a takze modulacji
metabolizmu beztlenowego oraz autofagii na starzenie si¢ komorek w tych warunkach.

Glowne wnioski otrzymane z przeprowadzonych badan sg nast¢pujace: a) hodowle
komorek raka pluca wykazywaly wyzsza oporno$¢ na cisplatyng w warunkach
niedotlenienia niz w normoksji; b) po ekspozycji na niedotlenienie, komorki raka ptuc
uciekly przed starzeniem si¢ indukowanym cisplatyng, opartego na $ciezce sygnatowe;j
p53/p21; ¢) hamowanie autofagii przez HCQ zmniejszato ucieczke przed starzeniem si¢
komorek raka phluca leczonych cisplatyng w niedotlenieniu, d) w niedotlenionych
komorkach traktowanych cisplatyng HCQ powodowata zréznicowany wplyw na
ekspresje markerow macierzystosci - niektore z nich ulegaly zmniejszeniu, a inne
pozostawaty bez zmian, e) analizy NGS wykazaty, ze w komorkach raka phuc
poddanych dziataniu cisplatyny i eksponowanych na niedotlenienie HCQ wywotata
obnizenie ekspresji genow odpowiedzialnych za cykl komorkowy oraz naprawe DNA,
natomiast zwickszata zwigzane z odpowiedziag na infekcje oraz z ukladem
immunologicznym i reakcja zapalna, co moze stanowi¢ ryzyko progresji nowotworu, f)
w modelu in vivo CIS nie zahamowala wzrostu guzow, co moze wynikac
z obserwowanej in vitro ucieczki przed starzeniem podczas leczenia CIS
w niedotlenieniu. Jednakze weryfikacja tej hipotezy wymaga poglebionych badan.
Dodatkowo model do oceny skutecznosci HCQ w zahamowaniu ucieczki komorek
przed starzeniem wymaga dopracowania w aspekcie podawania chemioterapii w celu
lepszej kontroli wzrostu guzow, g) guzy gruczolakoraka ptuc wykazaty heterogennosc¢
pod wzgledem niedotlenienia oraz fenotypu macierzystego. Niedotlenione obszary guza
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moga wigza¢ si¢ z niepowodzeniem chemioterapii opartej na lekach platynowych

w wyniku ucieczki komorek przed starzeniem.

Cisplatyna (CIS) jest lekiem stosowanym od lat w leczeniu réznych typow
nowotworow, W tym raka phluca. CIS dziala migdzy innymi poprzez zaburzenie
struktury DNA, tworzac addukty oraz pekniecia pojedynczej lub podwojnej nici. Ze
wzgledu na zdolnos$¢ sieciowania zasad purynowych CIS zaburza systemy naprawcze
DNA, wywolujac zatrzymanie cyklu komorkowego oraz apoptoze [27, 217, 218].
Wszystkie te mechanizmy moga wpltywaé na chemooporno$¢ komorek rakowych
w warunkach niedotlenienia. Dane literaturowe wskazuja, ze hipoksja odgrywa rolg
w oporno$ci komorek niedrobnokomorkowego raka ptuca na czynniki uszkadzajace
DNA, w tym na cisplatyng [219-224]. Istniejg rowniez doniesienia tgczace opornos¢ na
leki platynowe ze starzeniem si¢ komorek [225], przy czym rola niedotlenienia
w indukcji starzenia si¢ komorek pod wptywem cisplatyny w duzej mierze pozostaje
nieznana.

W badaniach zaprezentowanych w niniejszej rozprawie zaobserwowano, ze ludzkie
(A549) i mysie (LLCI1) linie komérkowe raka phluca cechowaly si¢ zwickszong
opornoscig na cisplatyng w warunkach niedotlenienia niz podczas standardowej
hodowli normoksyjnej. Co wiegcej, leczenie cisplatyng indukowato starzenie
komorkowe, cechujace si¢ migdzy innymi przej$ciem komorek do stanu nabtonkowego.
Niedotlenienie odwroécito ten fenotyp, prowadzac do ucieczki przed starzeniem. Analiza
liczby komorek wykazala, ze istotny wzrost liczby komérek w niedotlenieniu mozna
zaobserwowac dopiero W punkcie koncowym eksperymentu. Wynik ten sugeruje, ze
ucieczke przed starzeniem W hipoksji poprzedzato zahamowanie proliferacji komorek,
jednak okreslenie dokladnego etapu starzenia W ktorym dochodzi do obserwowanej
ucieczki wymaga poglebionych badan. Chemoopornosci w niedotlenieniu towarzyszyto
ostabienie sygnalizacji gléwnego szlaku starzenia, p53/p21, co potwierdzity
eksperymenty z nutling-3 (NUT). Akumulacja biatka p53 w efekcie dziatania NUT
w komorkach raka pluca traktowanych CIS w hipoksji powodowata zahamowanie
ucieczki od starzenia. Objawem tego byto zahamowanie proliferacji komoérek na skutek
wzmozone] sygnalizacji p53/p21.

Obserwacja ta jest zgodna z badaniem Rohwer i wspotpracownikow, w ktorym
stwierdzono, ze aktywacja czynnika indukowanego hipoksja 1o (HIF-1 o) powodowala
zmniejszenie starzenia si¢ komérek w wyniku obnizenia ekspresji p53 i p21 w raku
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zoladka leczonym cisplatyng. Co wigcej, wyciszenie HIF-1la za pomoca interferencji
RNA uwrazliwialo komorki nowotworowe na chemioterapi¢ [225]. Dodatkowo
mezenchymalne komorki zrebowe (ang. Mesenchymal Stromal Cells, MSC) byty mniej
wrazliwe na uszkodzenia genotoksyczne w warunkach niedotlenienia. Obserwowanej
oporno$ci towarzyszylo obnizenie prostarzeniowej sygnalizacji p53/p21, a takze
zmniejszenie akumulacji komoérek w fazie G2/M cyklu komoérkowego. Co wigeej, MSC
z wyciszonym za posrednictwem metody shRNA p53 cechowaty sie¢ wzrostem ekspresji
cykliny B i cdc-2 oraz zminejszonym zahamowaniem cyklu komorkowego . Jednakze
w tym przypadku wyciszenie p53 nie miato wptywu na zmiang opornosci na cisplatyng
[226]. Rola biatka p53 w opornosci komorek nowotworowych w niedotlenieniu zostata
zaprezentowana réwniez W badaniach na komoérkach raka jajnika. Autorzy tej pracy
zastosowali topotekan w celu zahamowania translacji HIF-1a, co skutkowato wzrostem
ekspresji biatka p53 i w konsekwencji uwrazliwiato komoérki na CIS [227]. Przeciwnie
do prezentowanych tu wynikow Guo |1 wspolpracownicy zaobserwowali wzrost
ekspresji biatek p53 i p21 pod wptywem niedotlenienia czemu towarzyszyta opornos¢
na CIS [228]. Wyjasnieniem tej rozbieznos$ci moze by¢ fakt, ze eksperymenty tej grupy

badawczej byty prowadzone w kroétkiej perspektywie czasowe;.

Wyniki uzyskane z badan komorek traktowanych uszkadzajaca DNA cisplatyng
porownano z danymi otrzymanymi z komorek traktowanych lekami zaburzajacymi
dynamik¢ mikrotubul. Docetaksel (DOC) to taksan drugiej generacji, ktorego
mechanizm dzialania polega na hamowaniu fizjologicznej depolimeryzacji i rozpadu
mikrotubul poprzez wiazanie i stabilizacj¢ tubuliny. Skutkiem dziatania DOC jest
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M prowadzace do $mierci komorki [229].
Innym badanym tu lekiem jest vinorelbina (VIN) nalezaca do alkaloidow vinca, ktora
wigzgc si¢ z tubuling, zapobiega jej dofgczaniu do mikrotubuli, promujac jej
depolimeryzacje [230]. Oba leki powodujg zatrzymanie cyklu komérkowego w wyniku
zaburzenia funkcji mikrotubul.

Wykazano tu, ze zarowno DOC, jak i VIN indukowatly starzenie si¢ komorek raka
pluca A549 w normoksji i hipoksji, ale nie byto znaczacych rdéznic w opornosci na lek
W zadnym z tych warunkow tlenowych. Przedstawione W rozprawie doswiadczenia
in vitro sugeruja, ze zarowno VIN jak i DOC s3 silniejszymi induktorami starzenia niz
CIS. Obserwowana indukcja starzenia zachodzita juz przy nanomolowych st¢zeniach
trucizn mikrotubul, podczas gdy w przypadku CIS byly to stezenia mikromolowe.
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Dodatkowo oba leki z tej grupy hamowaty ucieczke przed starzeniem si¢ skuteczniej
niz CIS. Chociaz nie stwierdzono zmian fenotypowych zwigzanych z ucieczka ze
starzenia, zmniejszeniu ulegta ekspresja biatek p21 i E-kadheryny po ekspozycji na
hipoksje komoérek leczonych DOC, co moze sugerowac¢ bardzo wczesny etap ucieczki
przed starzeniem.

Dane literaturowe dokumentuja, ze DOC powoduje starzenie si¢ komorek
nowotworowych, a zahamowanie tego procesu wywotuje opornos¢ na lek w warunkach
normoksyjnych [231, 232]. Ponadto szereg prac prezentuje, ze HIF-1o moze zwigkszaé
opornos¢ na leki celujace W rownowage mikrotubul [233-236], jednakze nie ma
jednoznacznych dowodow taczacych ten efekt z TIS. Na przyktad badania dotyczace
chemooporno$ci W raku pluca wykazaty, ze HIF-1a zwigkszat opornos¢ na winorelbing
poprzez wzrost ekspresji anhydrazy weglanowej IX, transblonowego biatka
neutralizujgcego kwasice wewnatrzkomorkowa indukowang przez metabolizm
beztlenowy [236]. Inny mechanizm chemoopornosci na trucizny mikrotubul w hipoksji
przedstawiono w najnowszym badaniu przeprowadzonym na komoérkach potrdjnie
negatywnego raka piersi. W niedotlenieniu obserwowano wzrost ekspresji surwiwiny,
bedacej biatkiem zwigzanym z przezyciem komorek. Autorzy zidentyfikowali szlak
HIF-1a/miR-494/surwiwina jako odpowiedzialny za oporno$¢ na docetaksel [237].
Surwiwina zostata zidentyfikowana rowniez jako biatko wspoétdziatajace z cdc-2/cdkl
w hamowaniu apoptozy po chemioterapii i promowaniu ucieczki przed starzeniem si¢
[238]. Badania innej grupy wykazaly skutecznos¢ tanshinonu IIA, lipofilowego
sktadnika korzenia szatwi czerwonej, W zmniejszeniu opornosci na docetaksel poprzez
obnizenie ekspresji HIF-1la w komoérkach raka piersi. Obserwowanemu zwigkszeniu
wrazliwosci komodrek na lek towarzyszylo zmniejszenie ekspresji markerow EMT
[239]. Podobny efekt wykazata grupa badawcza stosujaca propofol (2,6-
diizopropylofenol), bedacy réwniez zwigzkiem zmniejszajacym ekspresje HIF-1a.
Propofol odwracal wywotang hipoksja oporno$¢ na DOC w raku prostaty, czemu
towarzyszytlo zmniejszenie indukowanej hipoksja EMT, uwrazliwiajac komorki
nowotworowe na leczenie DOC [240].

Reasumujac, prezentowane wyniki wykazaty, ze badane tu leki nalezace do trucizn
mikrotubul silniej indukujg starzenie komorek niedrobnokomorkowego raka phuca niz
CIS, a takze skuteczniej niz CIS hamuja ich ucieczke przed starzeniem. Dodatkowo
wplyw preznosci tlenu na ucieczke przed starzeniem po leczeniu DOC i VIN nie jest tak
widoczny jak w przypadku CIS. Niemniej jednak, zmniejszenie ekspresji biatka p21
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oraz E-kadheryny podczas traktowania DOC w niedotlenieniu moze wskazywac¢ na
bardzo wczesny etap ucieczki komorek przed starzeniem. Jednakze postawiona hipoteza

wymaga poglebionych badan.

Rola Efektu Warburga w opornosci na chemioterapi¢ od lat pozostaje tematem
zainteresowan naukowcow na calym $wiecie. Jednak zwigzek pomiedzy
przeprogramowaniem metabolizmu energetycznego komoérek nowotworowych,
a indukowanymi glikolizg molekularnymi mechanizmami chemoopornosci pozostaje
niejasny [176]. Swiatowe badania wskazuja na role dehydrogenaz mleczanowych
W oporno$ci na terapie przeciwnowotworowe [241-243]. Na przyktad wykazano
zwigzek pomigdzy zmniejszong ekspresja HIF-la wywolang cetuksymabem,
a obnizeniem ekspresji LDHA. W badaniu tym dowiedziono rowniez, ze hamowanie
LDHA moze indukowaé apoptoze oraz hamowac cykl komodrkowy opornego na
cetuksymab ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi [241]. Dodatkowo w mysim modelu
szpiszaka mnogiego wykazano wysoka ekspresjc LDHA, ktéra odpowiadala za
zwigkszong proliferacj¢ oraz wzrost guza. Po wyciszeniu ekspresji LDHA
zaobserwowano zmniejszenie proliferacji wraz ze zwigkszeniem produkcji ROS,
wzmozong apoptoza | W konsekwencji zahamowaniem wzrostu guza [242]. Z kolei inna
grupa wykazala istotng role glikolizy w opornosci na sorafenib w raku
watrobowokomérkowym poprzez o§ circUBE2D2 / miR-889-3p / LDHA. Rowniez
w tym przypadku stwierdzono, ze zaburzenie osi sygnatowej prowadzacej do obnizenia
ekspresji LDHA powodowato zahamowanie wzrostu guza in vivo [243].

Ze wzgledu na przedstawiong role szlaku glikolitycznego w chemoopornosci oraz
fakt, ze nadekspresja LDHA, begdacego kluczowym regulatorem szlaku glikolizy zostata
wykryta w zmianach przednowotworowych i nowotworowych u pacjentow z rakiem
ptuc [244], zbadano rolg hamowania enzyméw LDH w przetamaniu zaobserwowane;j
opornosci na cisplatyne w niedotlenieniu. W tym celu zastosowano pojdejscie
hamowania ekspresji LDH z uzyciem siLDH oraz ich aktywno$ci z zastosowaniem
farmakologicznego inhibitora LDHA - oksamatu sodu (SO). Przedstawione
do$wiadczenia sugeruja, ze hamowanie glikolizy ma znikomy wplyw na obserwowang
w niedotlenieniu oporno$¢ na cisplatyng. W eksperymentach z zastosowaniem
wyciszania genow LDHA i LDHB zaobserwowano jedynie nieznaczne obnizenie
aktywnos$ci metabolicznej w komorkach z jednoczesnie wyciszonymi dwoma genami.
Nalezy podkresli¢, ze zahamowanie ekspresji genéw przeprowadzono przed indukcja
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starzenia komorek. Przeciwnie, farmakologiczny inhibitor SO zaaplikowano na
komorki poddane wczesniej chemioterapeutycznej indukcji starzenia. Rowniez W tym
przypadku nie stwierdzono efektu hamowania glikolizy na ucieczke od starzenia
komorek poddanych dziataniu cisplatyny w niedotlenieniu. Moze to wynika¢ z faktu, ze
oksamat sodu jest inhibitorem LDHA, a nie innych izoenzymow, z ktorych LDHB jest
w stanie kompensowa¢ brak LDHA [186, 245]. Ponadto konieczno$¢ stosowania
wysokich stezen SO sprawia, ze jego potencjalne zastosowanie kliniczne jest istotnie
ograniczone [245]. Obserwacje te sg zgodne z badaniami Feng i wspotpracownikow,
prowadzonymi na komoérkach raka jamy ustnej. Wykazali oni, Ze to obnizenie ekspresji
LDHA, a nie jej podwyzszenie jest przyczyng opornosci na leczenie cisplatyng [246].
Inna grupa w badaniach nad kostniakomigsakiem doszta do przeciwnego wniosku.
Autorzy powiazali oporno$¢ na cisplatyne ze wzrostem ekspresji LDHA. Dodatkowo
wykazali, ze transfekcja komorek miR-329-3p, ktorego celem jest LDHA, uwrazliwiata
komorki na leczenie cisplatyna poprzez zmniejszenie ekspresji tego enzymu [247].
Wskazdéwka, ze zaburzony metabolizm glukozy moze mie¢ istotne znaczenie réwniez
w przypadku opornosci na cisplatyng W niedotlenieniu bylo badanie komorek
ptaskonabtonkowego raka jamy ustnej. Badano w nim transporter glukozy GLUT-1
odpowiedzialny za naptyw glukozy do komorek, ktorego wzrost ekspresji
zaobserwowano jako odpowiedZ na niedotlenienie komorek. Wykazano, ze wyciszenie
ekspresji GLUT-1 w niedotlenieniu uwrazliwiato komoérki HSC-2, Ca9- 22 oraz SAS na
leczenie cisplatyna [248].

Podsumowujac, w prezentowanych tu badaniach nie wykazano znaczacego wptywu
hamowania aktywnosci dehydrogenaz mleczanowych na obserwowang opornos¢ na CIS
w niedotlenieniu. Tak wiec zrozumienie roli metabolizmu glukozy oraz LDH
w opornosci komorek raka pluca na cisplatyng w niedotlenieniu wymaga dalszych

badan.

Zidentyfikowano zwiazek pomigdzy autofagia, a chemoopornoscia w warunkach
hipoksji w kilku typach nowotwordéw, w tym w opornosci na cisplatyng [249, 250]. Na
przyktad ekspozycja komoérek AS549 na hipoksje stymulowata indukcje autofagiczng
I opornos¢ komorek rakowych na cisplatyne, a hamowanie autofagii z uzyciem siRNA
LC3B przywrocito wrazliwos¢ komorek rakowych na chemioterapi¢ [251]. Jednak
wplyw TIS na nabyta lekoopornos¢ i rola hamowania autofagii na starzenie si¢ komérek
w warunkach hipoksji nie zostal szczegétowo zbadany. Jak wykazano w badaniach na
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komorkach raka jelita grubego i glejaka modulacja autofagii wplywa na ucieczke
komorek przed starzeniem zaréwno in vitro, jak i in vivo. Zahamowanie autofagii
z zastosowaniem BAF Al spowodowato zmniejszenie proliferacji komorek raka
okreznicy poddanych wczesniej chemioterapii. Jednakze w diuzszej perspektywie
czasowej po odstawieniu inhibitora doszto do reaktywacji tego procesu i wzrostu tempa
proliferacji w subpopulacji komoérek TIS [105]. Badania te staly si¢ podstawg do
zweryfikowania hipotezy, ze inhibicja autofagii moze powstrzymaé ucieczke przed
starzeniem komorek raka ptuca traktowanych CIS w niedotlenieniu.

Jak wykazano w przedstawionych powyzej eksperymentach transfekcja komorek
raka ptuca przy uzyciu SIRNA przeciwko: ATG5, ATG7 lub Beclinl przed leczeniem
CIS zaréwno w normoksji, jak i w hipoksji nie zmienitly ich zdolnosci do
indukcji/ucieczki przed starzeniem. Wynik ten jest zbiezny z otrzymanym przez Saleha
I wspotpracownikow, ktorzy hamowali autofagie z zastosowaniem farmakologicznych
inhibitorow autofagii BAF A1/HCQ oraz wyciszania ATGS z zastosowaniem metody
ShRNA przed indukcjg starzenia [252]. Podczas gdy metoda siRNA polega na
wporowadzeniu egzogennych krotkich fragmentow interferujacego RNA, w shRNA
kwas rybonukleinowy dostarczany jest do komorek za pomoca wektora, ktory w jadrze
komoérkowym ulega ekspresji. Dzigki temu wyciszanie RNA z uzyciem shRNA daje
bardziej trwate efekty, jednakze zastosowane przez wspomnianych badaczy shRNA
przeciwko ATGS5 réwniez nie wplyneto na zdolno$¢ komoérek nowotworowych do
starzenia lub ucieczki z tego stanu [252]. Dlatego nastepnie zbadano tu wptyw
hamowania autofagii na komorki, ktore wezesniej ulegty starzeniu oraz ich zdolno$¢ do
reaktywacji proliferacji.

Badania zaprezentowane w niniejszej rozprawie wykazaly, ze HCQ moze
zapobiega¢ ucieczce przed starzeniem komorek raka pluc wywolanych niedotlenieniem
podczas leczenia CIS. HCQ znaczaco zmniejszyta liczbe komorek i ekspresj¢ markerow
proliferacji, ale nie zmienita ekspresji markerow starzenia. Wczesniejsze badania nad
komorkami raka okrgznicy i glejaka wskazywaly ze starzejace si¢ komorki byly
bardziej oporne na inhibitor autofagii BAF Al niz te, ktore nie ulegly starzeniu [105].
Z drugiej strony Wakita i wspotpracownicy wykazali, ze aktywacja autofagii z uzyciem
degradatora bialek z rodziny BET prowadzi do eliminacji starzejacych si¢ komorek
gwiazdzistych watroby na drodze senolizy, ograniczajac rozwoj raka watroby [253].
W zwigzku z tym pozostaje niejasne, czy mierzone hamowanie ucieczki przed
starzeniem komorek podczas leczenia inhibitorami autofagii wynika ze zmniejszonej
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zdolnosci starzejacych si¢ komorek rakowych do ponownej aktywacji proliferacji, czy

tez dzialaniem na poziomie komoérek potomnych.

Kolejng istotng kwestiag w badaniu roli HCQ w przezwyciezeniu ucieczki przed
starzeniem w niedotlenieniu byto sprawdzenie, czy HCQ zmienia ekspresje czynnikow
indukowanych hipoksja. Po podaniu HCQ do komorek raka ptuca leczonych CIS
zaobserwowano indukcje HIF-2a, ale nie ekspresje genu HIF-la. Ekspresja HIF jest
zalezna od czasu, a szczyty wystepuja po 24 godzinach w niedotlenieniu. HIF-1a jest
weczesniejszym, a HIF-2a pozniejszym czynnikiem indukowanym przez hipoksje [254,
255]. Zastosowany model badawczy zapewnial dlugoterminowe  warunki
eksperymentalne, co moglo by¢ powodem, dla ktérego nie zaobserwowano wzrostu
ekspresji HIF-1a. Zgodnie z ta obserwacja, Saint-Martin i in. wykazali, ze zahamowana
autofagia i hamowanie mTOR mogg zwigksza¢ $mier¢ komorek, a remisja nowotworu
byta aktywowana tylko w komoérkach z wyciszeniem HIF-2a [256]. Dlatego HCQ
poprzez podwyzszenie poziomu HIF-2a moze prowadzi¢ do rozwoju oporno$ci wtorne;.
Aby to zweryfikowaé sprawdzilismy poziom ekspresji nabtonkowego markera
E-kadheryny. Wykazalismy, ze jej ekspresja w traktowanych CIS niedotlenionych
komorkach A549 byta dodatkowo zmniejszona po traktowaniu HCQ, co sugeruje
pojawienie si¢ komoérek o fenotypie mezenchymalnym. Fenotyp mezenchymalny jest
jedna z cech nowotworowych komoérek macierzystych posredniczaca W zwigkszonym
potencjale przerzutowym i chemoopornosci komoérek nowotworowych [257, 258].
Dlatego przetestowano réwniez ekspresj¢ kilku markerow macierzystosci. Sposrod nich
HCQ w niedotlenionych komorkach traktowanych cisplatyng powoduje spadek
ekspresji genow NANOG i ALDH1A, a takze biatek NANOG i SOX-2. Zgodnie z tym
wykazano, ze leczenie innym inhibitorem autofagii BAF Al komorek raka okr¢znicy
powodowato spadek ekspresji markeréw nowotworowych komorek macierzystych.
Jednakze efekt ten okazal si¢ by¢ przejsciowy [105]. Ponadto w badaniach nad
niedrobnokomoérkowym rakiem pluc udowodniono, ze cisplatyna powoduje wzrost
odsetka komoérek dodatnich pod wzgledem markera CD133. Dodatkowo komorki te
charakteryzowatly si¢ wyzszymi poziomami autofagii. Hamowanie tego procesu za
pomoca HCQ zmniejszalo proporcje nowotworowych komorek macierzystych oraz
poprawiato skutecznos$¢ leczenia cisplatyng in vivo [259]. Co wigcej Rahim
I wspotpracownicy wykazali, ze komorki glejaka aktywowaly autofagic zwigzang
z ATGY9A jako mechanizm przezycia W Srodowisku hipoksji, a leczenie chloroking in
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Vivo znaczaco zwigkszalo przezywalnos¢ ksenoprzeszczepéw pochodzacych od
pacjentow z glejakiem [260].

Podsumowujac, modulowanie autofagii wydaje si¢ petlni¢ pozytywnag role
w zmniejszeniu fenotypu macierzystego w perspektywie krotkoterminowej. Jednakze
jej wplyw na dlugotrwate efekty nie jest dostatecznie wyjasniony, dlatego powinien by¢

przedmiotem dalszych badan.

Dziatanie HCQ oprécz inhibicji autofagii obejmuje mig¢dzy innymi aktywnos$¢
przeciwzapalng, immunomodulujaca, przeciwmalaryczng oraz przeciwwirusowa, ktore
wynikaja gtownie z alkalizacji lizosomoéw i endosomow [261]. Ze wzgledu na tak
szerokie spektrum dziatania tego leku przy uzyciu wysokoprzepustowej metody
sekwencjonowania nastgpnej generacji przetestowano tu globalne efekty leczenia HCQ
na ekspresj¢ genow komorek raka ptuca leczonych CIS w niedotlenieniu

Przeprowadzone analizy sugeruja, ze HCQ powoduje obnizenie sygnalizacji
zwigzanej z cyklem komorkowym oraz replikacja DNA, co potwierdza wczesniejsze
obserwacje dotyczace zmniejszenia ekspresji biatek zwigzanych z progresja cyklu
komorkowego oraz zmniejszeniem proliferacji tych komorek. Whnioski te sg zbiezne
z obserwacjami prowadzonymi na mysim modelu raka jelita grubego, w ktorych
stwierdzono, ze HCQ hamuje wzrost nowotworu poprzez zahamowanie cyklu
komorkowego oraz indukcj¢ apoptozy [262]. Dodatkowo badania raka endometrium
potwierdzity, Ze hamowanie autofagii zmniejszalo proliferacje  komorek
nowotworowych oraz ich oporno$¢ na cisplatyng [263]. Przedstawiona tu analiza
wykazata roéwniez, ze zastosowanie HCQ obniza ekspresje gendow metabolizmu
aminokwasOw argininy i proliny, ktore wplywaja na wzrost proliferacji komorek
nowotworowych oraz modulacje $rodowiska guza [208-210]. Arginina biorgc udziat
w wielu szlakach metabolicznych, zapewnia dostep do zwigzkéw niezb¢dnych dla
wzrostu komorek nowotworowych, natomiast zubozenie hodowli W argining jest
w stanie zahamowa¢ proliferacj¢ komorek nowotworowych oraz wywotac¢ ich $mier¢
[209, 264, 265]. Dostgpnos¢ argininy i aktywnos¢ arginazy, ktora katabolizuje hydrolizg
argininy sa konsekwentnie powigzane z dwoma gldwnymi mechanizmami
pronowotworowymi. Nalezg do nich synteza NO, poliaminy i proliny, ktore sg
zZwigzane z progresja nowotworu oraz aktywacja immunologicznych komorek
efektorowych, zmniejszajac nadzér immunologiczny nad guzem [208]. Ponadto
doniesienia  naukowe  wskazuja, ze HCQ zaktéca funkcje  deiminazy
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peptydyloargininowej 4 (ang. Peptidyl arginine deiminase 4, PAD4), biorgce] udziat
w konwersji argininy do cytruliny [261, 266]. Wykazano, ze dziatanie PAD4 jest
niezb¢dne do tworzenia neutrofilowych putapek zewngtrzkomorkowych (ang.
Neutrophil extracellular traps, NETS), ktore moga zaostrza¢ agresywno$¢ nowotworu
poprzez zwigkszenie migracji | zdolno$ci inwazji, atakze ponowne uruchomienie
proliferacji uspionych komoérek nowotworowych [261, 267].

Analiza NGS zaprezentowana w tej rozprawie wykazata rowniez, ze wsrod genow
0 obnizonej ekspresji przez HCQ wystepuje nadreprezentacja genow zwigzanych
z rekombinacjag homologiczng oraz $ciezka anemii Fanconiego. Oba terminy maja
istorne znaczenie w naprawie uszkodzen DNA [202-205], co bezposrednio wigze si¢
z opornoscig na leki celujace w DNA. Dane literaturowe przedstawiaja dowody na
znaczenie naprawy DNA w opornosci na cisplatyng [268-270]. Na przyktad
zaobserwowano korelacje pomiedzy zwigkszong ekspresja genu ERCC1 (ang. Excision
Repair Cross-Complementing 1), odpowiedzialnego za naprawg DNA, a oporno$cig na
cisplatyng pacjentek z rakiem jajnika. Dodatkowo interferencja ERCC1 przy uzyciu
siRNA uwrazliwita linie komérkowe raka jajnika na leczenie cisplatyng [271]. Jest to
zbiezne z wnioskami grupy badajacej opornego na cisplatyng¢ raka jajnika linii SKOV3.
Po transfekcji rekombinowanym plazmidem shERCC1 komorki wykazywaty
zwigkszong wrazliwos$¢ na cisplatyne, czemu towarzyszyla zwigkszona apoptoza oraz
zahamowanie proliferacji i zatrzymanie cyklu komoérkowego [272]. Podobne
obserwacje dotyczace biatka ERCC1 otrzymano w badaniach na modelach raka zotadka
oraz raka phluc [273, 274]. Dowodem potwierdzajacym znaczenie naprawy DNA
W opornosci na cisplatyne jest rowniez praca dotyczaca jadrowego antygenu dzielacej
si¢ komorki PCNA (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen). Biatko PCNA w komorce
jest zaangazowane miedzy innymi W replikacj¢ DNA oraz jego naprawe, natomiast
zastosowanie inhibitora PCNA hamuje naprawe¢ wigzan krzyzowych oraz wzmaga
pekanie podwojnej nici DNA, co uwrazliwito komorki nowotworowe na cisplatyne
[275]. Ponadto w szlaku anemii Fanconiego wystepuja geny FANC, ktorych utrata
funkcji powoduje aktywacje szlaku DDR i wynikajacej z niej aktywacje sygnalu ATM,
p53, p21 i pl6. Skutkiem tej aktywacji jest indukcja fenotypu starzeniowego w postaci
zahamowania cyklu komorkowego, wzmozonej ekspresji SAHF i aktywnosci SA-B-gal
oraz indukcji SASP [276].

Posrod genow 0 zmniejszonej ekspresji pod wplywem leczenia HCQ
w niedotlenieniu znalazty si¢ takze geny adhezji ogniskowej, zapewniajace potaczenia
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aktynowego szkieletu komorkowego z macierza zewnatrzkomorkowa. Polaczenia te
kontrolujg ruch komorek i sa zwigzane z inwazyjnos$cig nowotworu oraz tworzeniem
przerzutow [206, 207]. Zgadza si¢ to z obserwacjami grup badawczych, ze inhibicja
autofagii wptywa na hamowanie adhezji ogniskowej i w konsekwencji zmniejszenie
ruchliwo$ci komorek oraz zdolno$ci do tworzenia przerzutow [277, 278]. Wynik ten
jest rozbiezny z prezentowanymi tu wnioskami dotyczacymi ekspresji epitelialnej E-
kadheryny, ktora ulegata obnizeniu pod wptywem HCQ w niedotlenionych komorkach
raka pluca leczonych CIS, wskazujac na sprzyjanie tworzeniu przerzutow po leczeniu
HCQ. Dlatego tez rola HCQ w metastazie tych komoérek w §wietle przedstawionych
wynikéw wydaje si¢ by¢ niejednoznaczna i wymaga poglgbionych badan. Co istotne,
dane literaturowe wskazuja, ze w starzejacych si¢ komoérkach dochodzi do obnizenia
ekspresji bialek adhezji ogniskowej paksyliny oraz c-Src [279]. Zatem obnizenie
ekspresji gendw adhezji ogniskowej komorek leczonych HCQ w niedotlenieniu moze
potwierdzac¢, ze HCQ hamuje ucieczke przed starzeniem w tych warunkach. Dodatkowo
kinaza adhezji ogniskowej (ang. Focal Adhesion Kinase, FAK) poza wzrostem migracji
komoérek nowotworowych powoduje roéwniez indukcje angiogenezy oraz wzrost
przepuszczalno$ci naczyn krwionosnych, a takze promuje wzrost guza nowotworowego
poprzez indukcje immunosupresyjnego S$rodowiska [280, 281]. Co bardzo istotne
w kontekscie starzenia, FAK poprzez ubikwitynacj¢ moze promowa¢ degradacje p53,
prowadzac W ten sposob do proliferacji komoérek [282]. Zatem obnizenie ekspresji FAK
moze przyczynia¢ si¢ do hamowania ucieczki przed starzeniem komorek poprzez
hamowanie ich proliferacji.

Zgodnie z analiza bazy KEGG, najbardziej wzbogaconymi szlakami dla genow
0 wzmozonej ekspresji po zastosowaniu HCQ w niedotlenieniu byly geny zwigzane
z terminami dotyczacymi infekcji oraz uktadu immunologicznego i reakcji zapalnej.

Powszechnie znane jest przeciwpatogenne dziatanie HCQ, a takze jego rola
W leczeniu choréb immunologicznych takich jak reumatoidalne zapalenie stawow
(RZS) [211]. Do mechanizméw dzigki ktorym HCQ wykazuje efekt
przeciwdrobnoustrojowy nalezy alkalizacja kwasowych pecherzykow (lizosomow,
endosomow, pecherzykow Golgiego), powodujaca zahamowanie wzrostu niektorych
bakterii i grzybow wewnatrzkomorkowych. W przypadku wirusow HCQ powoduje
zaburzenia ich wnikania do wngtrza komorki poprzez wzrost pH oraz zmiany
potranslacyjnych modyfikacji nowo zsyntetyzowanych biatek, szczegdlnie poprzez
hamowanie glikozylacji [211, 283]. Co ciekawe, wzrost ekspresji genéw zwigzanych
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z terminami bazy KEGG dotyczacymi chorob infekcyjnych oraz RZS pod wptywem
HCQ zaobserwowano jedynie w warunkach niedotlenienia, co moze by¢ zwigzane
z obnizonym pH w tych warunkach [284]. Jak wykazano kwasne pH moze wplywaé na
zmniejszone wnikanie HCQ do komorek, jak réwniez na zmniejszong zdolnos¢ do
hamowania autofagii w tych warunkach [285].

Geny, ktorych ekspresja wzrastata pod wplywem HCQ w niedotlenieniu, odnosity
si¢ rowniez do termindw zwigzanych z ukladem immunologicznym oraz reakcja
zapalnga. Naleza do nich $ciezki sygnatowe IL-17, TNF, NF-xB, receptora typu NOD,
czy JAK-STAT.

IL-17 jest cytoking prozapalng przyczyniajaca si¢ do powstania oraz wzrostu
nowotworu, a takze tworzenia przerzutow [286]. Prozapalna rola IL-17 wigze sie
z aktywacja NF-kB, prozapalnych cytokin takich jak TNF-o, IL-1B i IL-6 oraz
chemokin, w tym IL-8. Dodatkowo IL-17 indukuje ekspresj¢ metaloproteinaz macierzy
(MMPs), powodujacych degradacje macierzy zewnatrzkomoérkowej, co jest zwigzane
z EMT i tworzeniem przerzutow [134, 287, 288]. Wykazano, ze IL-17 powoduje
ogblnoustrojowa ekspansje neutrofili, thumigcych cytotoksyczne limfocyty T CDS8+,
ktore ograniczaja powstawanie przerzutow U myszy z nowotworem sutka. Natomiast
neutralizacja IL-17 zapobiega akumulacji neutrofili, co w konsekwencji zmniejsza
tworzenie  przerzutow  [289]. Rowniez W  probkach od  pacjentow
z niedrobnokomorkowym rakiem ptuca wykazano, ze IL-17 moze odgrywac¢ role
w metastazie raka pluc poprzez promowanie limfangiogenezy [290]. Natomiast
w badaniach histopatologicznych stwierdzono, ze IL-17 moze ulatwia¢ rozwdj raka
jelita grubego, indukujac angiogenez¢ poprzez wzrost VEGF [291]. Ponadto
stwierdzono korelacje pomig¢dzy wysokim stezeniem IL-17, a stabym przezyciem
pacjentow nowotworowych [290-293]. Co wazne w badaniach komorek $rodbtonka
naczyniowego wykazano, ze IL-17 moze indukowac¢ starzenie poprzez aktywacje szlaku
NF-kB/p53/Rb [294].

Inng $ciezka wzbogacong W geny o zwigkszonej ekspresji pod wptywem HCQ
w niedotlenieniu jest $ciezka sygnatlowa TNF. TNF jest cytoking 0 dzialaniu
prozapalnym i immunosupresyjnym, ktora moze promowac¢ lub hamowaé aktywno$é
komorek odpornosciowych i komorek rakowych w guzach [295]. Dziatanie prozapalne
tej cytokiny zwigzane jest z indukcja produkcji IL-6, IL-8 oraz prozapalnego fenotypu
makrofagéw, podczas gdy przeciwzapalna funkcja TNF dotyczy promowania
supresyjnej roli limfocytow T regulatorowych [296-298]. Pierwotnie TNF zostat
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opisany jako czynnik, ktory moze wywotywaé martwice nowotworu, jednak obecnie
wiadomo, ze peli wiele roznych funkcji w biologii raka. Wykazuje efekt
przeciwnowotworowy, indukujgc Krwotoczng martwice guza poprzez dziatanie
prokoagulacyjne, a takze btonowy TNF ma bezposrednie dziatanie cytotoksyczne na
komorki rakowe [299, 300]. Z drugiej strony, wykazano, TNF moze dziata¢
pronowotworowo poprzez indukcj¢ angiogenezy oraz migracji komorek poprzez wzrost
swoistych biatek oraz ekspresji NF-kB w komorce [301, 302]. Dodatkowo wykazano,
ze TNF moze wspomagac proliferacje komorek nowotworowych oraz zmniejszaé
nadzor immunologiczny nad nowotworem [303, 304].

Aktywowana przez TNF $ciezka czynnika jadrowego kappa B (Nuclear Factor
Kappa B, NF-kB) rowniez zostala wzbogacona w geny o zwigkszonej ekspresji
W niedotlenieniu pod wplywem HCQ. NF-kB wptywa na proces onkogenezy poprzez
indukcje ekspresji genow biorgcych udziat w proliferacji komorek, przerzutach,
angiogenezie i supresji apoptozy [305]. Wykazano, ze aktywacja NF-kB wigze si¢
z procesami onkogennymi guzéw litych oraz niekorzystnym rokowaniem w chorobach
nowotworowych, w tym raka ptuca [306-310]. Dodatkowo sygnalizacja NF-xB jest
zwigzana Z opornoscig na chemioterapi¢ [311-313]. Badania nad oporng na cisplatyne
linig raka naskorkowego wykazaty, ze opornos¢ wynika miedzy innymi z aktywacji NF-
kB. Natomiast zastosowanie kurkuminy, bedacej inhibitorem NF-kB uwrazliwito
komorki na cisplatyng. Bylo to zwigzane ze zmniejszeniem ekspresji biatek
antyapoptotycznych Bcl-2, Bcl-xL isurwiwiny, ktore sa regulowane przez NF-xB
[313]. Zbiezne wnioski otrzymano z doswiadczen przeprowadzonych na komorkach
niedrobnokomoérkowego raka ptuc. W porownaniu do wrazliwej na cisplatyne w linii
opornej wykryto zwigkszong ekspresje miR-192, ktéry znaczaco zwigkszal ilos¢ biatka
jadrowego i transkrypcyjna aktywacje NF-kB, a w konsekwencji hamowat apoptoze,
zwigkszal proliferacj¢ i nadawal oporno$¢ na cisplatyne. Réwniez w tym przypadku
kurkumina zahamowata szlak sygnatowy NF-«kB, co odwrocito wptyw nadekspresji
miR-192 [311]. Bardzo istotny jest fakt, ze sygnalizacja NF-kB jest glownym szlakiem
sygnatowym, ktory stymuluje pojawienie si¢ SASP [314]. Chociaz czynniki SASP
moga petnié¢ zarowno korzystnag jak i negatywna role, w tkankach nowotworowych
obserwowane sg glownie efekty sprzyjajace wzrostowi guza W postaci wzmozonej
inwazyjnosci, migracji, sprzyjajace tworzeniu przerzutow czy zwiekszeniu proliferacji

[315]. Wszytskie te niekorzystne aspekty zwigzane z aktywacja $ciezki NF-kB stanowia
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potencjalne ryzyko dla wspomagania leczenia raka pluca hamowaniem autofagii
z uzyciem HCQ.

Inng S$ciezka ktorej geny wykazuja wzmozong ekspresj¢ pod wpltywem HCQ
w niedotlenieniu jest $ciezka receptora typu NOD (ang. Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-like Receptors, NLR). Receptory typu NOD reprezentuja
grupe sygnalizacyjnych regulatorow zaangazowanych migdzy innymi W odpowiedz
zapalna, onkogeneze¢, macierzystos¢ oraz starzenie si¢ komorek. Na przyktad NLRP6
znaczgco hamuje proliferacj¢ komorek raka zotadka poprzez zatrzymanie przejs$cia
komorek z fazy G1 do S, zwigzanego ze starzeniem komérkowym zaleznym od p53
[316]. Aktywacja receptorow NLR powoduje nadmierne wydzielanie cytokin
i chemokin, wptywajacych na proliferacje, réznicowanie, inwazje i migracj¢ komoérek
nowotworowych. Miedzy innymi IL-1 i IL-6 moga dziata¢ stymulujaco na wzrost
komorek, niektore chemokiny zrodziny CXC (CXCL1-3, CXCL5-8 i CXCL 12)
wykazuja aktywno$¢ proangiogenna, natomiast wiele chemokin CC i TNF indukuje
produkcje proteaz zwigzanych z inwazyjnoscia i przerzutowaniem [317, 318]. Ponadto
molekuty NODI1 i NOD2 moga indukowaé autofagie poprzez rekrutacj¢ bialek ATG
[319]. Moze to si¢ wigza¢ z pdzniejsza reaktywacjg autofagii, co zaobserwowano
w starzejacych sie komorkach raka jelita grubego po zahamowaniu autofagii
bafilomycyna 1A. Dodatkowo badanie to wykazato, Ze ucieczce przed starzeniem
komorek raka jelita grubego towarzyszylo przejscie do stanu mezenchymalnego (EMT)
[105]. W modelu raka ptaskonabtonkowego glowy i szyi wykazano, ze NLRP3 promuje
zdolno$¢ tworzenia sfer i kolonii wraz ze wzrostem ekspresji macierzystych ALDH1
i CD44. Dodatkowo blokada NLRP3 przez inhibitor MCC950 odwraca ten efekt [320].
Inna praca pokazata, ze silna ekspresja NLRP3 prowadzi do promowania migracji
| tworzenia przerzutow raka jelita grubego [321]. Istnieje zatem ryzyko, ze terapia
skojarzona cisplatyny i HCQ w niedotlenieniu moze promowaé rozwoj fenotypu
macierzystego oraz przerzutow W perspektywnie dtugoterminowe;j.

Przedstawiona tu analiza wykazala nadreprezentacj¢ gendw zwigzanych
z sygnalizacja JAK-STAT (ang. Janus kinase-signal transducer and activator of
transcription) w komorkach leczonych CIS i HCQ w niedotlenieniu. Biatka STAT sg
mieczem obosiecznym w kontekscie raka, poniewaz z jednej strony zostaly powigzane
Z inicjacja i progresja guza (STAT3 i STATS), z drugiej natomiast sg czescig obrony
przeciwnowotworowej (STATL i STAT2). Pronowotworowa aktywnos$¢ biatek STAT
opiera si¢ na stymulacji chemokin i cytokin oraz czynnikow wzrostu. promujac wzrost
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nowotworu oraz powstawanie przerzutow. Natomiast proimmunogenna funkcja biatek
STAT zwigzana jest z indukcja interferonu, uznanego za kluczowy mediator odpornosci
przeciwnowotworowej [322]. W modelu szpiszaka mnogiego zaobserwowano, ze
indukcji autofagii towarzyszylo hamowanie szlaku sygnalowego STAT3 oraz
zahamowanie migracji i inwazji [323]. Z drugiej strony rowniez zahamowanie autofagii
z uzyciem HCQ spowodowato inaktywacje STAT3 oraz zahamowanie wzrostu
komorek raka pluc [324]. W badaniach komorek macierzystych Sciegien wykazano
pozytywng role szlaku sygnatowego JAK-STAT w starzeniu komorkowym.
Zaobserwowano, ze hamowaniu S$ciezki JAK-STAT towarzyszylo zmniejszenie
starzenia komorkowego oraz SASP [325]. Zatem obserwana nadreprezentacja gendow
tego szlaku wzmacnia wniosek, ze HCQ w niedotlenionych komdrkach raka ptuca moze
pethic prostarzeniowa role.

Podsumowujac, zahamowanie autofagii poprzez zastosowanie HCQ zmniejsza
oporno$¢ na cisplatyng niedotlenionych komoérek raka pluc w  perspektywie
krotkoterminowej. HCQ wyzwala korzystny efekt w postaci zmniejszenia proliferacji
komoérek oraz zmniejszenia ekspresji niektorych markeréw komoérek macierzystych.
Ponadto analiza NGS wskazuje, ze leczenie HCQ moze promowac starzenie Oraz
hamowa¢ towarzyszaca ucieczce od starzenia proliferacje. Jednakze niektore geny
0 zwigkszonej ekspresji po traktowaniu HCQ sa zwigzane ze Sciezkami wykazujacymi
rowniez niekorzystne efekty jak zwickszenie inwazyjnosci i migracji, czy ekspresji
SASP. Z tego wzgledu konieczne wydaje si¢ zbadanie dlugofalowych efektow leczenia
HCQ, szczegblnie w kontekscie fenotypu sekrecyjnego, macierzystego oraz zdolnosci

do tworzenia przerzutow.

Proba oceny wptywu HCQ na starzejace si¢ komorki raka ptuca w mysim modelu
in vivo nie powiodta si¢ z powodu gwattownego wzrostu guzow, ktorego nie zatrzymato
leczenie cisplatyng. Moze to wynika¢ w szybkiego tempa proliferacji komoérek LLC1,
co bylo obserwowane juz w pierwszych badaniach prowadzonych na tej linii
komorkowej [326]. Z tego powodu juz na etapie prezentowanych tu doswiadczen in
vitro z zastosowaniem komorek LLCI1 konieczna byla znaczna redukcja liczby
wysiewanych komorek. Jednakze niedawno opublikowana praca wykazata, ze chociaz
subklony pochodzace z linii LLC1 réznity si¢ miedzy soba tempem proliferacji in vitro,
to ich wzrost in vivo byt okreslony przez mikrosrodowisko guza [327]. Zatem jedng

Z hipotez tlumaczacych niedostateczne dziatanie cisplatyny jest rozwoj niedotlenienia
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w szybko rosnacych guzach przyczyniajacy si¢ do opornosci na cisplatyneg, co wykazaty
przeprowadzone badania in vitro oraz eksperymenty innych grup badawczych. Na
przyktad w modelu mysiego raka ptuca wykazano ze uwrazliwieniu guza na cisplatyne
pod wptywem aspiryny towarzyszyto obnizenie HIF-1a [328]. Jednakze weryfikacja tej
hipotezy wymaga poglebionych badan. W pracy Kang i wspolpracownikow
poréwnywano rézne warunki eksperymentalne syngenicznego modelu raka pluca dla
mysiego szczepu C57BL/6N. Autorzy podawali komorki w réznej liczbie do myszy
pochodzacych z trzech roznych hodowli (z Korei Potudniowej, Japonii i Standéw
Zjednoczonych), a nastgpnie leczyli je kilkoma dawkami cisplatyny. Okazato sig, ze
wielko$¢ guzow byla zalezna od wszczepionej liczby komoérek oraz stezenia podawane;j
cisplatyny, a nie od pochodzenia uzytej do eksperymentu hodowli [329]. Tak wigc
nieskuteczne zahamowanie wzrostu guzoéw moze wynika¢ z obserwowanej in Vitro
ucieczki przed starzeniem komorek leczonych CIS w niedotlenieniu. Potwierdzenie tej
hipotezy wymaga jednak poglebionych badan markeréw hipoksji i starzenia
komorkowego w pobranym materiale tkankowym. Na podstawie otrzymanych danych
model in vivo do oceny starzenia komorek raka pluca pod wptywem CIS wymaga
dopracowania, przy czym najbardziej istotne wydaje si¢ doprecyzowanie schematu

podawania leku skutecznie hamujacego wzrost guza.

Poniewaz przeprowadzone badania wykazaty, Ze niedotlenienie jest czynnikiem
wywotujagcym oporno$¢ na cisplatyne zbadano ekspresj¢ czynnikéw indukowanych
niedotlenieniem HIF w materiale tkankowym od pacjentow z gruczolakorakiem ptuc.
Wyniki wskazuja, ze uczeSci badanych pacjentow ekspresja genow HIF byla
wzmozona, ale tylko w jednej z dwoch probek pobranych od tego samego pacjenta,
wskazujac na heterogenno$¢ guzow pod wzgledem niedotlenienia. Podobne wnioski
otrzymano w modelu szczurzego raka watrobowokomorkowego, w  ktoérym
wykorzystano pozytonowg tomografie emisyjng (PET) do obrazowania niedotlenionych
regiondw guza. W guzach stwierdzono heterogeniczng akumulacje znacznika
wykrywajacego niedotlenienie oraz obecno$¢ markeréow angiogennych w regionach
niedotlenienia, co moze sprzyja¢ przerzutom nowotworowym [330]. Heterogenna
sygnalizacja niedotlenienia w guzie moze indukowaé selekcje nowotworowych
komorek macierzystych, przyczyniajacych si¢ do nawrotow choroby nowotworowej
[331]. Potwierdza to obserwacje Beucken i wspotpracownikoéw stwierdzajacych, ze
niedotlenienie sprzyja przejsciu nabtonka do mezenchymalnego i prowadzi do nabycia
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przez komorki fenotypu macierzystego [332]. Przedstawione tu badania markeréw
macierzystosci: OCT-3/4, ALDH1A oraz NANOG wykazaly heterogennos¢ czgséci
badanych guzéw pod wzgledem cech macierzystosci, co W duzej mierze
korespondowato z niedotlenieniem. Sposrdéd probek pobranych od pieciu pacjentow
utrzech z nich wystgpowata korespondencja z markerami niedotlenienia. Jednakze
wzor ekspresji dla markera ALDH1A czeSciowo roznit si¢ od wzoru ekspresji dla
NANOG i OCT3/4. Podwyzszona ekspresja genu ALDHI1A wystepowata w probkach
3T1, 3T2, 4T1, 4T2 oraz 5T1, natomiast dla pozostatych dwoch gendw byly to probki
4T1, 4T2 oraz 5T1. Roéznice pomiedzy ekspresja markerow zauwazono réwniez
w przedstawionych badaniach in vitro. Z wymienionych wcze$niej markerow
macierzystosci ekspresja genéw OCT-3/4 i NANOG wzrastata w komorkach A549 pod
wptywem hipoksji, natomiast ALDHI1A ulegata obnizeniu. R6znica pomiedzy ekspresja
genow OCT-3/4 1 NANOG, a ALDHIA moze wynika¢ z odmiennych funkcji
pelionych przez te markery. Markery OCT-3/4 i NANOG nalezg do czynnikéw
transkrypcyjnych odpowiadajacych miedzy innymi za kontrolg transkrypcji genow
zwigzanych z pluripotencjg. Natomiast ALDHI1A jest enzymem wewnatrzkomorkowym
biorgcym udziat w metabolizmie alkoholu i reakcji na stres oksydacyjny [333].

W $wietle tych wynikéw mozna wnioskowac, ze niedotlenione obszary guza moga
wigza¢ si¢ z ryzykiem rozwoju cech macierzystosci komorek nowotworowych.
W potaczeniu z otrzymanymi wynikami in vitro racjonalnym podejsciem jest badanie
markerow niedotlenienia przed podaniem chemioterapii platynowej w celu oceny
ryzyka ucieczki komorek nowotworowych przed starzeniem. Ze wzgledu na
heterogenno$¢ guzéw gruczolakoraka pluc pod wzgledem niedotlenienia odpowiedz na
terapi¢ lekami platynowymi moze prowadzi¢ do selekcji komorek opornych
w niedotlenionych regionach guzow. Moga one W konsekwencji doprowadzi¢ do
nawrotu choroby po zakonczeniu leczenia. Nalezy jednak pamigtaé, ze przedstawione
badania nad heterogennoscia guzdéw przeprowadzono na niewielkiej liczbie probek,
wigc W celu potwierdzenia przedstawionych tu zaleznos$ci nalezy rozszerzy¢ badanie

0 wieksza liczbe pacjentow.
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6  Whioski

Przedstawione w rozprawie wyniki wskazuja, ze hipoksja poprzez ucieczke od
starzenia zwigksza odporno$¢ linii komoérkowych raka pluca na cisplatyng.
Eksperymenty in vitro dowiodly, ze ekspozycja komorek raka ptuc na niedotlenienie
podczas leczenia cisplatyng zmniejsza sygnalizacj¢ starzeniowa poprzez S$ciezke
sygnatowa p53/p21. Towarzyszy temu wzrost ekspresji bialek zwigzanych z progresja
cyklu komoérkowego. Hamowanie glikolizy poprzez inhibicje aktywnosci dehydrogenaz
mleczanowych ma znikomy wplyw na obserwowang w niedotlenieniu ucieczke od
starzenia podczas leczenia cisplatyng. Natomiast skuteczne do przezwycigzenia
oporno$ci wywotanej cisplatyng niedotlenionych komorek niedrobnokomorkowego
raka pluca okazalo si¢ hamowanie autofagii przez leczenie HCQ. Dziatanie to oparte
jest gtownie na zahamowaniu proliferacji komorek oraz ekspresji biatek zwigzanych
z progresja cyklu komorkowego in vitro. Zastosowanie HCQ powodowato rowniez
obnizenie ekspresji genéw macierzystosci: NANOG, ALDHIA i SOX-2, a takze
markera epitelialnego E-kadheryny. Zatem obok efektu na zahamowanie ucieczki przed
starzeniem HCQ moze wigza¢ si¢ z ryzykiem rozwoju fenotypu mezenchymalnego,
ktore nalezy oceni¢ w perspektywie dlugoterminowej. Mysi model in vivo do oceny
efektow takiej terapii wymaga dopracowania z powodu niedostatecznego zahamowania
wzrostu guzéw. Wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ obserwowana ucieczka
komorek przed starzeniem w niedotlenieniu podczas leczenia CIS, jednakze
potwierdzenie tej hipotezy wymaga przeprowadzenia dodatkowych analiz. Ponadto
przedstawione tu badania in vivo tkanek pobranych od pacjentow
Z niedrobnokomoérkowym rakiem pluca wykazaty heterogenno$¢ czgsci badanych
guzow od pod wzgledem cech macierzystosci, co W duzej mierze korespondowato
z niedotlenieniem.  Wyniki sekwencjonowania nastepnej generacji dodatkowo
wzmacniajg wniosek, ze HCQ obniza proliferacje i wzmacnia starzeniowy fenotyp
komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuca poddanych leczeniu cisplatyng w hipoksji.
Jednakze analiza NGS wskazata rowniez na aktywacje §ciezek zwigzanych z indukcja
fenotypu sekrecyjnego zwigzanego ze starzeniem, zdolno$cig komoérek do inwazji
I migracji, a takze rozwojem fenotypu macierzystego. Otrzymane wyniki dotyczace
zahamowania ucieczki przed starzeniem poprzez uzycie HCQ rodzg zatem wazne
pytania w kontekscie dtugoterminowych konsekwencji leczenia chemioterapeutycznego
w potaczeniu z inhibitorami autofagii. Niemniej jednak hamowanie autofagii w celu
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zablokowania ucieczki przed starzeniem otwiera nowe mozliwo$ci w medycynie
personalizowanej dla pacjentow leczonych cisplatyng w celu uniknigcia

chemoopornos$ci niedotlenionych obszaréw guza.
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8 Opinia Komisji Bioetycznej lub Etycznej
8.1 Opinia Komisji Bioetycznej

OPINIA
nr 1072.6120.23.2021 z dnia 17 lutego 2021 roku

Na  zebraniu w  dniu 17 lutego 2021 r.
z wnioskiem z dnia 3 lutego 2021 r.
Zlozonym:
przez kierownika tematu: dr n. med. Tomasz Gil
zatrudnionego Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej
Instytut Fizjoterapii UICM
31 -202 Krakéw, ul. Pradnicka 80

Komisja zapoznala sie

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Kemisje Bioetyczna

oraz  jego merytorycznym uzasadnieniem dotyczacym przeprowadzenia piwersytety

eksperymentu medycznego pt. ,Rola autofagii i starzenia w chemoopornosci

komérek nowotworowych: badania in vitro, in vivo i analiza materiatu Jagiellofiskiego

klinicznego™.

Do wniosku dolaczono:

Protokot badania, wersja | z dnia 30.01.2021 r,

Informacja dla pacjent, wersja | z dnia 30.01.2021 r.

Formularz $wiadomej zgody ika badania, wersja 1 z dnia 30.01.2021 r.

Infi jaop iu danych yeh, wersja 1 z dnia 30.01,2021 r.
Oswiadczenie uczestnika badania, wersja | z dnia 30.01.2021 r,

Zyciorys naukowy whioskodawcy.

Lista pismiennictwa.

Fiszka projektowa, wersja | z dnia 27.01 2021 r.

Formularz zgody na wykonywanie badai genetycznych, epig ych i biobank
30.01.2021 r.

- O$wiadczenic o realizacji projektu w ramach prac badawezy UJUICM, wersja | 2 dnia 30.01.2021 1,

BRNANBEWON -

ia, wersja 1 z dnia

1. 2o Aol

==

Komisja wyraza pozytywna opini¢ w sprawie przeprowadzenia wnioskowanego
badania - na warunkach okreslonych we wniosku oraz dodatkowo zastrzegajac:

1/ obowigzek uzyskania pisemnej zgody kazdej osoby wyrazajacej wole (gotowos¢) udziatu w
badaniu, zgodnie z obowigzujgcymi przepisami,

2/ obowigzek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz ocene badania,

- zawiadomienia o przyczynach przedwczesnego zakonczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzanych bada - co sze$é miesiecy,

- raportu konicowego.

Komisja Bioetyczna UJ przypomina, ze kazdy eksperyment medyczny wymaga
zawarcia umowy ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej najpézniej w dniu
poprzedzajgcym dziei rozpoczecia eksperymentu medycznego.

Badanie moze by¢ prowadzone do dnia 16 lutego 2022 roku.

Sklad i dzialanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi. Lista
czlonkéw Komisji biorgcych udzial w podjeciu uchwaly stanowi zalgcznik do
niniejszego dokumentu.

Krakow, dnia 17 lutego 2021 r.

| OPA Wnaod! BIOL FYL H=E 0
J0 WYLACZNEGO WYKOHLYSTANIA
| DLA CELOW STATUTOWYCH {

1

UNIWERSYTETU JAGIELLONSKIEGO
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ul. Skawifiska 8

31-066 Krakdow

tel, + 48 (12) 433 27 39
+ 48 (12) 433 27 43

kbet@cm-uj. krakow.pl

www.kbet.cm-uj krakow.pl



8.2 Opinia Komisji Etycznej

UCHWALA NR 1184/2021
z dnia 27 kwietnia 2021r.

| Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczeri 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 i niedotlenienia w chemoopornosci zwigzanej 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 zwierzetach w zakresie wniosku.

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

(=

Whiosek naleiy przypisac do kategorii: Badania podstawowe.
Najwyiszy stopien dotkliwoéci proponowanych procedur to: Umiarkowana
3. Doéwiadczenia bedg przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkow:

mysz, liczba zwierzat 99.
4. Dojwiadczenia 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
Doéwiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie’: 01.05.2021 - 01.10.2023 r.
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku: w: -
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem w:
Uizyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odlowione przez: -
Doswiadczenie zostanie poddane ocenie retrospektywnej.

L

o ® NS n

1 Nie dtuzej nit 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 zawarta we wniosku komisja stwierdza, ze pod wzgledem etycznym
przedstawiony wniosek spetnia zasady dopuszczenia doswiadczen 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,
gdyi uwzglednia ona w catosci zgdanie strony. ’

Niniejsza uchwata wchodzi w #ycie z dniem wydania i jest wazna do 01.10.2023 r.
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§4

Integralng czesé niniejszej uchwaty stanowi kopia wniesku, o ktérym mowaw § 1

| LOKALNA KOMISIA ETYCZNA

{Pieczed lokalnej komisji etyczne|) ds. Dofwiadczen na Zwirrzgtach Podpisy prrewodniczacego komisji
przy Wydziale Biologil UW
l. 1l Migcznikowa 1, 02-096 Warizawa
tel. 022 5541018, e-mail: lkelwaw@bial.uw.edu.pl ﬁwﬁ 1. -
Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w Zw. £ 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 uchwaly Lokalnej Komisjl Etycznej strona moie wniesc,
2a jej poirednictwem, odwotanie de Krajowej Komisji Etyczne] do Spraw Dodwiadezen ra Zwierzetach w terminie 14 od dnia
doreczenia uchwaty.

MNa podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwolania strona moie zrzec si¢ prawa do jego wniesienla, co
nalezy uczyni¢ wobec Lokalne] Komisji Etycznej, ktdra wydala uchwale. Z dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etyczne] odwiadczenia o
zrzeczeniu sie prawa do wniesienia odwolania przez astatniz ze stron postepowania, decyzja staje sie ostateczna | prawemocna.

Otrzymuje:
1) Uiytkownik,
2) Organizacja spoleczna dopuszezona do udziatu w postepowaniu (jedli dotyczy)
3) ala
Uzytkownik kopie przekazuje:
*  Osoba planujgca dodwhadczenie

s Zespdl 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 chemoopornosci zwigzanej ze starzeniem
komorkowym w raku phuca i raku nerki

Projekt doswiadezenia na zwierzetach objety wnioskiem (lub jego czgéd):

» nie byl wezedniej rozpatrywany przez zadng lokalng komisjg etyczng ds. doswiadczen
na zwierz¢tach,

1. DANE UZYTKOWNIKA

Instytut Biologii Dodwiadczalne) im. M.

T ika:
Nenckiego PAN Nr uzytkownika: 0005

1
Nazwa uzytkownika

lAdres uzytkownika' |ul. L. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Osoba do kontaktu*
Nazwisko: Mietelska-Porowska Imig: Anna Stanowisko: Specjalista I1
Telefon: . . .

Fax: - E-mail: a.mietelska@nencki.edu.pl
22 589 2577, 503 016 669

Wyrazam zgode na dorgczanie pism zwigzanych z pushgp-:)ltt'%{\ulfl w:lﬁ'-él‘p ie, 5L§lmganegu

whiosku za pomocg poczty elektronicznej na adres: i W N 0 PAN /

......... /ﬁr{i drhab Agnisszka Dpbryh

(data, pieczgtka imienna,
podpis kierownika jednostki)

' Niepotrzebne skreslié.

* Naleiy podaé nazwe uzytkownika, z tym, #e w przypadku, gdy uzytkownikiem jest osoba fizyezna wykonyjaca
dziatalnoéé gospodarcea, zamiast nazwy nalezy podac jej imig i nazwisko.

" Naleky podaé adres i micjsce zamieszkania albo adres i siedzibg uzytkownika, z tym, 2e w praypadku, gdy
wkytkownikiem jest osoba fizyczna wykonujgea dziatalnoéé gospodarcza, zamiast adresu i migjsca zamieszkania
tej osoby — adres i migjsce wykonywaria dzistalnogei, jezeli s3 inne niz adres i migjsce zamieszkania tej osoby.

* Nalezy wpisaé osobe, z ktdrg ma sie kontaktowaé LKE w razie watpliwodei dotyczgeyeh wniosku,
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Uzytkownik: Instytut Biologil Doéwladczalnej im. M. Nencklego Polsklej Akademii Nauk
Tytut wniosku: Rola fagiii lenienia w ch p igzane] ze starzeniem komérkowym w raku pluca | raku nerki

Upowazniam panig Anng Mietelska-Porowskg do dziatania w sprawie
ww. wniosku, w tym udzielania wszelkich wyjasnien oraz mprczcnlowama wnioskodawey
w postepowaniu przed lokalng komisjg etyczna ds. dosw 1adc¢en t\! 2 5 rﬁi;ﬂ{é‘?{

/4 tub Neng

(datal bbbz DOorzyh
podpis kierownika jednostki)

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

do$wiadczenia
Nazwisko: Was Imig: Halina Stanowisio: st
specjalista
Kwalifikacje Nr wyznaczenia: 5060/2019. . ‘
PI PRr— numer certyfikatu ukoficzenia | Termin waznos$ci: 2024
anowanie do§wiadczen soliolenia

Szkolenie*: Szkolenie dla 0sdb 1
odpowiedzialnych za

; planowanie i wykonywanie
Wyksztalcenie: 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.
Zobowigzujg si¢, ze po uzyskaniu zgody na przeprowadzenie procedur przedstawnonych w
tym wniosku, wykonam je zgodnie z obowigzujacym prawem oraz uchwaty komisji, majac na
wzgledz:e w szezegolnosci obowiazki wynikajace z realizacji zasad zastapienia, ograniczenia
i udoskonalenia.

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

(data, podpis)

3. MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZER U UZYTKOWNIKA®

* Wsh ie 0soby upowaznionej nie jest obowigzkowe.

¢ Nalezy wpisa¢ tytuf, rok i organuatora szkolenia. (Rozporzgdzenie MNiSW DU 8.05.2015 poz 628)

' Nalezy poda¢ catkowity czas pracy ze zwierzgtami doSwiadczalnymi

* Dotyczy procedur, ktorych obowiazek przeprowadzenia wynika z przepiséw lub wykorzystuje si¢ w nich
zwierzeta do celow produkeyjnych lub diagnostycznych za pomocg ustalonych metod.

2
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Urytkownik Instytut Biologi Doswiadezalng) im M. Nefckiego Polskie) Axademii Nauk
Tytul wiiaskis: Rola autofagh | niedotionienis w ch POINOSE! dWiqeane| 76 starieniam kamorkowym w raki pluca | raku nerkl

Upowazniam  panig  Anng  Mictelska-Porowsky  do dzialania W sprawie
wiw. whiosku, w tym udzielunia wszelkich wyjasniet oraz reprezentowania whioskodawey
w postepowaniu przed lokalng komisjy etyezny ds. doswiadezen na swierzerach®,

....... (dl;l. p~i‘e.c74l‘l;n imler;n;.“ - o
2 podpis kigrownika jednostki)

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

doswindczenia
y Stanowisko:
Nuzwisko: Was Imig: Halina o
starszy specjalista
Nr wyznaczenia: $060/2019
numer certyfikatu ukonczenia
Rwalifikacje szkolenia Termin waznodei:
Planowanie doswiadezen planujgey 183P/2021/1BD 31.03.2026
wykonujgey 183IW/2021/IBD
| uSmiercajgcy 183/2021/1BD
‘ Szkolenie™: Szkolenie dla 0soh
| Wykaztaleenie: odpowiedzialnych za planowanie i
i K wykonywanie procedur i
\jzaze, ORLOC AL dofwindczen oraz ubmiercajacych | §az”: 10 lat
hinlogicznych, 1wierzgin,
AR Al e I Polskie Towarzysiwo Nauk o
specjulizaciu: hiochemia Zwierzgtach Laboratoryjnych - Pollasa
= 2019

Prosze o wydanle zgody na przeprowadzenic dofwiadczenia zgodnie z wnioskiem.

Zobowiazuje sie. 2¢ po uzyskaniu zgody na przeprowadzenie procedur przedstaw ionveh witym
wiiosku, wykonam je zgodnie 7 obowigzujacym prawem oraz uchwaly komisji. majae na
wegledzie w szezegdinosci obowiazki wynikajgee z realizacji zasad zastapienia, ograniczenia i
udoskonalenia.

Zabowigzuie sie takze do zaniechania przeprowadzenia procedur lub ich natychmiastowego
precewania, jesli w .okresie obowigzywania zgody komisji w Unii Furopejskicj zostany
swalidowane metody alternatywne dla procedur przedstawionych w tym wniosku®,
: & '
3409 L | Halvwe “rloy

(duta, podpis)

" Whazanie osoby upowaznionej nie jest obowigzkowe,
" Nalezy wpisae tytul, ok § organizatora szkolenia (Rozporzadzenic MNISW DU B.05.2015 poz. 628)
“Nalezy podac calkowity ezas pracy ze zwierzgtami doswiadezalnymi
* Dotsezy procedur, Moryeh obowlazek przeprowadzenia wynika 2 przepiow lub wykorzystuje sig w nich
suwierzeta do celow produkey jnyeh lub diagnostyeznych za pomoea ustalonych mutod,
2
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Uzytkownik: Instytut Biologii Doswiadczalne] im, M, Nenckiego Polskiej Akademil Nauk
Tytul wriosku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemeopornodel zwigzanej ze starzeniem komdrkowym w raku pluca i raku nerki

3. MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZEN U UZYTKOWNIKA’

Nazwa osrodka:

Ulica, nr |Miejsoow0§c':: Kod:

4, MIEJSCE PRZEPROWADZANIA DOSWIADCZEN POZA OSRODKIEM
UZYTKOWNIKA

Nazwa osrodka innego uzytkownika'™;

Ulica, nr I;Iiejsccwoéé: |Kod:

Uzasadnienie koniecznoéei wykonywania doswiadczen w ofrodku innego uiytkownika:

Przeprowadzanie do$wiadcezeh w miejscu przebywania zwierzat!':

Ulica, nr ‘ Miejscowost: [Kod:

Uzasadnienie koniecznosci wykonywania dodwiadczen w miejsen przebywania zwierzat:

Miejsce przeprowadzania doSwiadczen'?:

Ulica, nr |Mie iscowost: ] Kod:

Uzasadnienie koniecznosci wykonywania do$§wiadczen poza siedziba uzytkownika ze wskazaniem,
ktéra procedura lub czynnos¢ bedzie tam przeprowadzona:

Dane miejsc przeprowadzania do§wiadczen w terenie'

Wojewodztwo: I Miejscowosd:

Dane osoby, ktora pozyska zwierzgta w przypadku zwierzat dzikich

Nazwisko: Imig:

Sposob pozyskania zwicrzat

? Nalezy wypehié w przypadku przeprowadzania doswiadezen w oérodku uzytkownika, jesli adres ofrodka jest

inny niZ adres uzytkownika wskazany w pkt 1.

1% Nalezy wypelni¢, jezeli dodwiadczenia przeprowadzane bedg w oérodku innego uEytkownika, ze wskazaniem

uzasadnienia. '

'l Nalezy wypebnié w przypadku wykonywania procedur poza oirodkiem uzytkownika, w szczegdlnodci w

gospodarstwach rolnych, ogrodach zoologicznych.

12 Nalezy wypehnié, jezeli procedury lub czynnosci preeprowadzane beds w jednostce nichedace] wirytkownikiem,

ze wskazaniem uzasadnienia. Wariant ten dopuszczalny jest jedynic w sytuacji, gdy zwierzgta nie sg utrzymywane

‘we wskazanym miejscu, ale przebywajg w nim czasowa,

13 Nalezy wypehic w preypadku wykonywania procedur poza odrodkiem w#ytkownika w srodowisku naturalmym.
3
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Uytkownik: Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademil Nauk
Tytut winiosku: Rola autofagil | niedotlenienia w chemoopornosci 2wigzane] 2e starzeniem komdrkowym w rake ptuca i raku nerk

5. CEL I OGOLNY OPIS DOSWIADCZENIAM 15 16

A. Opis do$wiadczenia ze wskazaniem celu naukowego lub edukacyinego, jaki planuje sig
osiggnaé w wyniku jego przeprowadzenia'’

Starzenie komorkowe jest jedng z odpowiedzi komorek nowotworowych na chemioterapie (therapy-induced
senescence, TIS). Podstawows cechg komoérek starych jest trwata utrata zdolnodci do proliferacji [1-6]. Jednakie
najnowsze badania, w tym nasze, obalajg ten paradygmat, Komorki stare w pewnych warunkach mogg wznowic
aktywno$t podziatows i generowaé komdrki potomne [7-11], Postulujemy zatem, Zze jednym z mechanizmow
odpowiedzialnych za wznowe choroby nowotworowej po chemioterapii jest podjecie aktywnoéei proliferacyjnej
przez stare komérki rakowe, Szczegdlowe mechanizmy ucieczki komdrek nowotworowych od starzenia nie s
jednak znane. Nasze dotychezasowe badania sugerujs, Zze jednym z mechanizmow, ktory pozwala wznowié
aktywnoét podziatows przez komdrki TIS jest autofagia [7, 12). Autofagia jest to proces katabeliczny, ktary
zwicksza odpornoié komdrek rakowych na czynniki stresowe tj. chemioterapia, czy niedotlenienic. Wedhig
naszych danych in vitro takze samo nicdotlenienie moze zwigkszal ucieczke od starzenia indukowanego
chemioterapia (Olszewska A, ..., Was H, w przygotowaniu). Dlatego celem proponowanych przez nas
do$wiadczeni in vive jest zbadanmie, jak inhibitor autofagii — hydroksychlorokina (HCQ) oraz zwigzek
zwigkszajacy utlenowanie tkanek - trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP) wplywaja na efektywnofé
chemioterapii w kontek$cie starzenia. Eksperymenty przeprowadzimy z uzyciem komorek raka phuc i raka nerki.
Proponowany eksperyment bedzie polegal na podaniu komérek rakowych podskérnie, a nastepnie zastosowaniu
odpowiedniej chemioterapii {procedura nr 1). W momencie stabilizacji wzrostu guza po leczeniu, czyli w domysle
indukeji starzenia, rozpoczniemy podawanie HCQ lub ITPP (procedura nr 2). Pobrane po zakoficzeniu
eksperymentu tkanki postuig ocenie skutecznodci obu zwigzkow w kontekécic eliminacji starych komadrek
rakowych i/ lub zahamowania ucieczki od starzenia. JesteSmy przekonani, ze nasze badania, bgdace badaniami
podstawowymi, pozwolg opisaé nowe mechanizmy opomoéci ma chemioterapie 1 stang sig podstawg do
zaproponowania narzedzi, aby je przezwycigzyé. Beda mialy zatem znaczenie nie tylko poznawcze, ale w
przyszlosci i kliniczne.

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

B. Planowany termin realizacji doswiadczenia'®

Data rozpoczgeia dodwiadczenia [01.05.2021

Data zakoficzenia dodwiadczenia |01.10.2023

14 Opis doéwiadczenia ze wskazaniem celu naukowego lub edukacyjnego, jaki planuje sig osiggnac w wyniku jego
precprowadzenia, tekst musi byé napisany w sposob zrozumialy dla niespecjalisty, nie wigeej niz 250 skhw, W
tekscie nie opisywaé szezegolowo planowanych procedur i czynnosei, nalezy odwolywac sig do procedur poprzez
podanie ich numerdw, zgodnie z pkt 6 wniosku,

1w przypadku planowania procedur, o ktérych mowa w art. 5 ust. 3 ustawy, nalezy wskazaé uzasadnienie oraz
cel.

1® Poda¢ rowniez klasyfikacjs celu procedury lub procedur planowanych do wykonania w ramach dofwiadczenia
zgodnie z insirukcja. Poza opisows klasyfikacja celu dozwolone jest wskazanie zamieszczonych tam oznaczen
literowo-cy frowych.

1" W sytuacii, kiedy deswiadczenie przeprowadzane jest na podstawie przepisu prawa lub zgodnie z ustalonymi
metodami konieczne jest majbardziej precyzyjne przywolanic ustalonych metod wraz ze wskazaniem roku
publikacii i frddta wykorzystywanej metody (w celn zweryfikowania, Ze nie pojawita si¢ metoda alternarywna).
Opejonalnie mozna dolgezyé do wniosku w formie zalgeznika wydruk z opisem danej metody.

" Maksymalnie 5 lat
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Uzytkownik: Instytut Biologii Doswiadczalne] im. M. Nenckiege Polskiej Akademil Mauk
Tytul wniosku: Rela autofagil | niedotlenienia w chemooparnoic zwigzane] 22 starzeniem komérkowym w raku phuca i raku nerki

6. UZASADNIENIE WYKORZYSTANIA ZWIERZAT W DOSWIADCZENIU

A. Uzasadnienie wykorzystania w planowanym doéwiadczeniu gatunkéw i liczby zwierzat 19202122

"W przypadiu zwicrzgt laboratoryjnych nalezy podaé rase, szczep, linig, stado,
 Naleiy poda¢ uzasadnienie liczebnosei grup, 2 powolaniem sig na prawidhowosci statystyezne.
' W przypadku planowanego ponownego wykorzystania zwierzat, o kidrym mowa w art. 12 ust.2 pkt 2 ustawy,
nalezy podaé nzasadnienie.
W preypadku wykorzystania zwierzat, o ktbrych mowa wart. 7 oraz 8 ust. 1 pkt 2 i 3 naleky podaé uzasadnienie
naukowe.

5
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Utytkownik: Instytut Biologii Dodwladezalne] im. M, Nenckiego Polskiej Akademii Mauk |
Tytut whiosku: Rola autofagii | niedotlenienia w chemoopornosci iwigzane ze starzeniem komorkowym w raku ptuca i raku nerki

Eksperymenty zostang przeprowadzone na mysich modelach syngenicznych - BALB/c dla linii raka nerki Renca
oraz C57BL6/c dla linii raka pluca LLC1. Myszy tych szczepdw sg najezedciej stosowane w badaniach nad
chorobami nowotworowymi. Charakteryzuja sig¢ tatwoscig w rozmnazaniu, hodowli i przeprowadzaniu procedur
cksperymentalnych. Wszczepianie myszom mysich komorek 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 przeciwnowolworowych. Dodatkowo, uzycie myszy immunokompetentnych w
badaniach nowotworowych pozwala odtworzy¢ calg zlozonoé¢ organizmu Zywego i roli jego poszezegdlnych
ukfadéw dla wzrostu i progresji nowotworu [13]. Takze w kontekscie zaproponowanych przez nas badan, czyl
zbadania efektdw zastosowania inhibitora autofagii - HCQ oraz czasteczka zwigkszajgcej utlenowanie tkanek - [ITPP
w kontekécie eliminacji komorek starych i/ lub zahamowania ucieczki od starzenia komdrek rakowych obecnosé
funkejonalnego uktadu odpornoéciowego oraz krwionoénege ma kluczowe znaczenie.

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

Drugim modelem wykorzystanym w badaniu bgdzie model syngeniczny raka pluca. W tym przypadku zostang
wykorzystane zwierzeta C5TBL6/cmdb. Szczep sprowadzony do Centrum Medyeyny Doswiadczalne)
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z The Jackson Laboratory. Szczep ten charakteryzuje sie matg
podainoécig na wystgpowanic spontanicznych mutacji. Celem indukeji guza wykorzystana zostanic mysia linia raka
ptuca LL/2 (LLCI) (ATCCE CRL-1642™), kt6ra zostata wyindukowana i wyizolowana ze szezepu C57BL.

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

Liczebnosé grup zostata oszacowana na podstawie analiz statystycznych, w kidrych zatozono, #¢ zaobserwowane
pomigdzy grupami réznice beda statystycznie istotne, a wartosé p wyniesie p=0,05. Przy szacowaniu liczebnogci
grup trzymano sig zasad 3R,

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

n=1+2C (%]2 - wzor wyliczajacy liczbg zwierzat w badanej grupie
C (liczba reprezentujaca moc testu statystycznego i przedzial ufnoser) = 10,51;

5 (oczekiwane odchylenie standardowe w poszezegolnych eksperymentach) = 0,35,

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

n (szacunkowa liczba zwierzat na badang grupe i pleé) =11

Zaproponowane przez nas schematy podawania lekow, czy ich dawkowanie opiera si¢ na danych literaturowych
oraz naszych wczesniejszych badaniach in vitro oraz in vivo [7, 14-18). Eksperymenty przeprowadzimy na
grupach sktadajgcych si¢ z 11 osobnikéw zgodnie w powyzszymi wyliczeniami,

Catkowita liczba myszy potrzebna do realizacji projekiu jest nastepujgca:

BALB/ccmdb — 55 sztuk

C57BL6/cmdb — 44 sztuki

Liczba: 99 zwierzgl (obydwa szczepy)
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Uzytkownik: Instytut Biologil Dofwiadczalneg] Im. M, Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
Tytui wniosku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopornodcl rwigtane) 1e starzeniem komdrkowym wraku phaca i raky nerki

B. Informacja dotyczaca zwierzat

Gatunek/stado/sz . . I - . NE w rejestrze
erep Wiek/stadium rozwoju Liczba Pochodzenie hodowcaw/dostawetw.
Mysz Samee 8-9 tygodni 55 Centrum Medycyny 043
BALB/ cmdb Doswiadczalnej w
Biatymstoku
Mysz Samce 8-9 tygodni 44 Centrum Medyceyny 043
CS7BLA/cmdb Dodwiadczalne] 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 osobnikéw 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 bedy umieszezone w regatach IVC (Techniplast), z
zachowaniem warunkdw nadeifnienia w pomieszezeniach bytowych, temperaturg pomieszczenia = 22°C,
wilgotnodeia= 55% oraz cyklem dobowym 12/12h, Po dostarczeniu do placdwki, myszy bgds poddane
aklimatyzacji, przez co najmniej 5-8 dni podczas ktorych zwierzgta beds oswajane z osobg wykonujges
doswiadczenia poprzez handling.

za:ln& lhn'

R & & i |
fa V¥

¥ Nalezy podac hodowee lub dostaweg zwierzat
W odniesieniu do wierzat niepochodzacych z hodowli zwierzat lsboratoryjnych (w szczegdlnodcl zwicrzat
gospodarskich) nalezy wpisad numer hodowey w rejestrze powiatowego lekarza weterynarii.
¥ MNalezy wpisad warunki, w jakich beda utrzymywane zwierzgta (w szczegdlnosci: temperatura, wilgotnodc,
cykl dwietlny, licebe wymian powietrza na podzing, oraz opisal | uzasadnié, odejécie od standardowych
warunkdw ulrzymania zwierzat (np. uirzymanie gatunkdéw spolecznych pojedynczo w klatee, niestosowanie
wzbogacenia frodowiska)
# Sekeje C nalezy skopiowad 1 wypetnié odpowiednio do liczby ofrodkdw, w kidryeh utrzymywane beda
ewierzeta w ramach dodwiadczenia. Wymagane jest podpisanie sekcji C przez osobg odpowiedzialng za
dobrostan zwierzat w kazdej jednostee,
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Uiytkownik: Instytut Biologli Dodwiadezalne] im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk .
Tytul wniesku: Rola autofagii i niedotlenienia w chemoopornoscl zwigzane]j ze starzeniem komdrkowym w raku ptuca i raku nerki

7. OPIS PLANOWANYCH PROCEDUR ORAZ PROPONOWANA KATEGORIA
DOTKLIWOSCI Y7

Nazwa procedury: Ocena wzrostu implantowanych komdrek Kategoria Umiarkow
nowotworowych po podaniu chemioterapeutykdw dotkliwodci | ana
Gatunek: Mysz BALB/ cemdb oraz mysz C57BL6/cmdb | Liczha zwicrzat; 33

Uzasadnienie pofrzeby przeprowadzenia procedury i uzytych w niej czynnoci:

Podczas badan in wvirre z wykorzystaniem modelu raka nerki i rak plue stwierdzono, ze nicktore
chemioterapeutyki indukujg starzenie komorek nowotworowych efektywniej niz inne. Lekiem, ktory
skutecznie indukowal starzenic w raku nerki byla winblastyna (Borkowska A, ..., Was H., w
przygotowaniu). Natomiast cisplatyna okazata sig by¢ skuteczna w raku pluca (Olszewska A, ..., Was H,
w przygotowaniu),

Doswiadczenie in vive ma na celu:

- oceng wphywu winblastyny na indukeje starzenia komorek raka nerki in vive,

- oceng, czy rozpuszezalnik dla winblastyny — DMSO — nie indukuje starzenia lub nie ma efektow
toksycznych,

- oceng wphywu cisplatyny na indukcjg starzenia komorek raka phuc in viva.

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

Wersja C) badanie, czy terapia cisplatyng wplywa na indukcje starzenia (stabilizacje choroby
nowotworowej). Myszy zostang nastrzyknigte komdrkami raka pluc, Kiedy guz osiggnie wielkoié ok. 100
mm’, rozpoczniemy podawanie cisplatyny. Cisplatyna bgdzie podawana przez 3 tygodnie (21 dni), a
nastgpnie myszy zostang poddane eutanazji.

Schemat grup eksperymentalnych w doswiadezenin

Szezep myszy | Komorki Zwigzek Sposab Dawka Liczba osobnikow
podania A B c
BALB/ cemdb | Renca DMSO ip. - + - -
BALB/cemdb | Renca | Winblastyna |ip. | 1S5mgkg| - | + | - |
C57BL6/emdb | LLC1 | cisplatyna | ip. mgke | - | - | +
Licgbe | 1
o Razem_—_g___

1. Nazwa czynnosci: Podanie koméarek mysiej linii raka nerki Renca lub raka ptuc LLC1 w iniekcji
podskarnej.

W razie potrzeby (gdy liczha stosowanych procedur lub etapiw jest wigksza) nalezy tabelke lub jej fragment ¢
dotyezgey jednej czynnoscei skopiowaé odpowiednig liczbg razy
8
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Utytkownik: Instytut Blologil Dodwiadczalne] im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk |
Tytut wniosku: Rola autefagii | niedotlenienia w chemoopornoéci zwigzanej ze starzeniem komorkowym w raku pluca | raku nerlki

Opis:

Zwierzgta zostang poddane anastezji wziewnej przez podanie izofluranu a nastgpnie zabiegowi
wszezepienia komorek mysiej linii Renca lub mysiej linii LLCl poprzez iniekcje podskdma 100 pl
(stanowi to okoto 0,5% masy zwierzat) zawiesiny 10° komérek nowotworowych w zawieszonych w PBS.
Komdrki zostang zaimplementowane w okolice ledzwiowa lub szying. 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 produkly lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbolowym lub drodki uspokajajace: nie planuje sie

Srodek Sposdb podania Dawka

Uzasadnienie dla odstgpienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produktéw leczniczych lub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dziabaniu przeciwbdlowym lub érodkidw uspokajajacyeh: po wybudzeniu
zwierzgta nie odczuwajg dyskomfortu z powodu wezedniejszego zastrzyku i nic jest konieczne dodatkowe
mieczulenie.

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

Opis:

Przed rozpoczgciem pomiaru zwierzeta bgda poddane anastezji wziewnsj przez podanie izofluranu.
Celem dokonania doktadnego pomiaru guza, skora zwicrzecia w tym obszarze bedzie musiata byé
pozbawiona owlosienia, Skora zwierzgt bedzie golona przy uzyciu maszynki do golenia. Zabieg bedzie
powtarzany w zaleznodci od szybkoéei odrastania sierfci — drednio raz na tydzien. Rozmiar guza bedzie
mierzony 2 razy w tygodniu przy pomocy cyfrowego miernika, a jego objgtoéé bgdzie obliczana wedhug
wzoru: (objetodé) = (szerokod) x (dhugodé)2, Zawsze po wykonaniu pomiar zwierzeta beds wazone
na wadze elektronicznej w celu monitorowania masy ciala,

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®:

Srodek Sposob podania Dawka

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

Planowane do zastosowania produkty lecenicze lub produkity lecznicze weterynaryjne o deiataniu
przeciwbolowym lub Srodki uspokajajace™: nie planuje sig

Srodek Sposab podania Dawka

Uzasadnienie dla odstapienia od =zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produktow leczniczych lub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbdlowym lub srodkow uspokajajgeych: po wybudzeniu
zwierzgta nie odezuwajy dyskomfortu 1 nie jest konieczne dodatkowe znieczulenic.

3. Nazwa czynnosci: Podawanie lekow

™ W przypadku odstypienia od zastosowania znieczulenia ogolnego lub migjscowego podezas wykonywania
czynnodei mogace] powodowaé bol lub cierpicnic nalezy podad uzasadnicnic dla odstypienia od zastosowania
takiego znieczulenia.

¥ W przypadku zastosowania produktdw leczniczych lub produktow leczniczych weterynaryjnych, ktore
uniemozliwiajg lub utrudniajg okazywanie bolu, pomime jego oderuwania, nalezy podaé uzasadnienie dla ich
zastosowania | sposdb monitorowania stanu zwicrzgcia.
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Uiytkownik: Instytut Biclogli Dodwiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk:
Tytul wriosku: Rola autofagil i niedetlenienia w chemooporno$cl swigzane] 2e starzeniem komdrkowym w raku pluca | raku nerki

Opis:

Po osiggnieciu przez guz wielkogci 100 mm3 11 myszy BALB/ cemdb (wersja do$wiadczen A)
rozpocznie terapi¢ winblastyng (1,5 mg/kg) rozpuszezana w DMSO, 11 myszy BALB/ cemdb rozpocznie
terapig DMSO (nodnik dla winblastyny, wersia B), a 11 myszy C57TBL6/cmdb rozpocznie terapie
cisplatyng (1 mg/kg) rozpuszczang w PBS (wersia C). Winblastyna lub DMSO bedy podawane
dootrzewnowo | raz na tydzien, a cisplatyna bedzie podawana dootrzewnowo co 3 dni w objetodei 200
ul (1% masy ciala), ighy G 25-27 x 13, 25 mm. Kuracja bedzie trwata 3 tygodnic 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 zastosowania produkty lecanicze lub produkty leczmicze weterynaryjne o dzialaniu
przeciwbolowym lub $rodki uspokajajgce™: nie planuje sie

Srodek Sposdh podang Dawka

_ |

Uzasadnienie dla odsigpienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produktéw leczniczych lub
produktow leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbolowym lub érodkéw uspokajajgeych: zwierzeta
odezuwaja dyskomfort tylko podczas iniekeji, nie jest konieczne podanie dodatkowego znieczulenia

4. Nazwa czynnosci: Eutanazja

Opis:

Zwierzgta zostang upione w oparach 4% izofluranu 1 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 phatkdéw uszu po otwarciu klatki piersiowej zwierzeta zostang
uimiercone przez skrwawicnie - pobrana zostanie krew z serca w objetodci 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 bgda guzy jak i wybrane organy (phuca, watroba, fledziona, nerki).

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®:

Srodek Sposob podania Dawka
[zofluran (Aerane, Bax:cr)_q Wziewna 0,5% (opary)
Ketamina 100mg/ml | Iniekcja dootrzewnowa 75 mgkg
Dexdomitor (medetomidyna) _-—I_nickcja dootrzewnowa 1 mg'kg
0,5mg/ml

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze welerynaryjne o dzistaniu
przeciwbdlowym lub srodki uspokajajace™: nie planuje sig

Srodek Sposdb podania Dawka

Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produkiéw leczniczych lub
produktdw leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbdlowym lub Srodkéw uspokajajacych: nie ma
zastosowania
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Uzytkownik: Instytut Biologli Dodwiadczalne| im. M. Nenckiego Polskiej Akadernii Nauk
Tytut wniosku: Rola autotagii | niedotlenienia w chemoopomosici zwigzane ze starzeniem komdrkowym w raku pluca i raku nerki

Nazwa procedury: Ocena wzrostu implantowanych komérek Kategoria Umiarkow |
nowotworowych Renca i LLCI1 po podaniu badanych zwigzkow: HCQ i dotkliwosci | ana
ITPP

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

Uzasadnienie potrzeby przeprowadzenia procedury i uiytych w niej czynnoéci:

W badaniach in vitro na modelu raka pluca stwierdzono, e komorki w warunkach hipoksji wykazujg
opornosé na chemioterapi¢ z uzyciem cisplatyny poprzez ucieczke od starzenia. Wykazano rowniez, Ze
inhibitor autofagii — hydroksychlorokina (HCQ) pozwala przezwycieiyé te opomo$é poprzez
zahamowanie proliferacji komorek (Olszewska A, ..., Was H, w przygotowaniu). HCQ byla réwniez
skuteczna w przypadku hamowania ucieczki od starzenia w komorkach raka nerki (Borkowska A, .,
Was H, w przygotowaniu). Drugim zwigzkiem, ktory moze by¢ skuteczny w tym ukladzie jest
trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP). Nasze badania in vitro wykazaty, Ze moze on hamowac ucieczke
od starzenia komorek raka nerki, by¢ moze na drodze zaleznej od biatka supresorowego nowolworzenia
PTEN (Zglinicki B, ..., Was H, w przygotowaniu). Druga funkcja ITPP to zwigkszenie uwalnianie tlenu
z hemoglobiny i redukcja hipoksji [19-22]. Jednak ta cecha jest moZliwa to przetestowania tylko w
ukiadzie 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 pluc i komorek raka nerki indukowanych do starzenia chemioterapeutykami.

‘Woersja 1) badanie, czy terapia chemioterapeutykami wplywa na ucieczke komorek 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 chemioterapeutykéw - cisplatyny w raku pluca
lub winblastyny w raku nerki. Po zakoficzeniu terapii lekami zwierzeta te beda nastrzykiwane roztworem
soli fizjologicznej w schemacie czasowym odpowiadajgeym grupom 2 i 3. Nastgpnie przez 2 tygodnie
(14 dni) myszom podawana bedzie s6] fizjologiczna. Ta wersja bedzie stanowila tez grupe kontrolng dla
podawania HCQ) (wersja 2) i 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 komorek rakowych
traktowanych chemioterapeutykami. Myszy zostang nastrzyknigte komaorkami 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 zakoficzeniu traktowania zwierzeta zostang pozostawione do obserwagcji przez
kolejne 4 tygodnie. Eksperyment od rozpoczecia terapii bedzie trwal 9 tygodni (63 dni) lub krdeej, jesli
guzy przekroczg 15 mm w swojej dluzsze) osi.

Wersja 3) badanie, czy zwigzek zwigkszajacy utlenowanie tkanek 1 indukujgcy PTEN - ITPP ma wplyw
na ucieczke od starzenia komoérek rakowych traktowanych chemioterapeutykami. Myszy zostang
nastrzyknigte komorkami 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
zwierzgta zostang pozostawione do obserwacji przez kolejne 4 tygodnie. Eksperyment od rozpoczecia
terapii bedzie trwal 9 tygodni (63 dni) lub krécej, jesdhi guzy przekroczg 15 mm w swojej dluzszej osi.

Schemat grup eksperymentalnych w doswiadczenin

Szczep Komorki Zwigzek Sposodb Dawka Liczba osobnikow
myszy padania Wersja ]l | Wersja2 | Wersja3
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Uzytkownik: Instytut Bielogii Doswiadezalne] im. M. Nenckiego Polskie] Akademii Nauk
Tytud wniosku: Rola autofagil | niedotlenienia w chemoopornodei zwigzane] ze starzeniem kamérkowym w raku ptuca i raku nerki

BALB Renca | Sol ip. |- | + = | =
fizjologiczna
BALB Renca HCOQ ip. 30 mgkg - + =
BALB Renca | ITPP | ip. LSghkg | - - +
C57BL6 | LLCI sol  lip. |- + . .
fizjologiczna
C57BL6 | LLCI HCQ ip. 30 mgkg : + -
C57BL6 | LLCI ITPP ip. 1,5 g/ke . - +
Liczba | 22 2 2
Razem 66

1. Nazwa czynnodci: Podanie komorek mysiej linii raka nerki Renca lub raka pluc LLC1 w iniekcji
podskornej.

Opis:

Zwierzeta zostang poddane anestezji wziewnej przez podanie izofluranu a nastepnie zabiegowi
wszezepienia komérek mysiej linii Renca lub mysiej linii LLC1 poprzez iniekcje podskama 100 pl
(stanowi to okoto 0,5% masy zwierzat) zawiesiny 10° komorek nowotworowych w zawieszonych w PBS,
Komérki zostang zaimplementowane w okolicg lgdiwiows lub szyjna. Podanie igty G 25-27 x 13,25 mm.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®™:

Srodek Sposdb podania Dawka

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

Planowane do zastosowania prﬁukty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dzialaniu
przeciwbdlowym lub érodki uspokajajgee®’: nie planuje sie

Srodek Sposob podania Dawka

Uzasadnienic dla odstapienia od zastosowania znicczulenia iflub zastosowania produktow leczniczych lub
produktéw leczniczych weterynaryjnych o dziataniu przeciwbélowym lub drodkow uspokajajgeych: po wybudzeniu
zwierzgta nie odczuwajy dyskomfortu z powodu wezednicjszego zastrzyku i nie jest konieczne dodatkowe
znieczulenie. )

2. Nazwa czynnoici: Pomiar wzrostu guza, kontrola masy ciata i obserwacja og6ina zwierzgt

Opis:

Przed rozpoczgeiem pomiaru zwierzgta beda poddane anestezji wziewnej przez podanie izofluranu.
Celem dokonania doktadnego pomiaru guza, skora zwierzecia w tym obszarze bedzie musiata byé
pozbawiona owtosienia. Skira zwierzat bedzie golona przy uzyciu maszynki do golenia. Zabieg bedzie
powtarzany w zaleznosci od szybkoéci odrastania siericl — §rednio raz na tydzien. Rozmiar guza bedzie
mierzony 2 razy w tygodniu przy pomoca cyfrowego miemika, a jego objetosé bedzie obliczana wedhig
wzoru: (objgtosc) = (szerokosc)” x (diugosc)2. Zawsze po wykonaniu pomiaru zwierzeta beda wazone
na wadze elekironicznej w celu monitorowania masy ciata.

W przypadku odstapienia od zastosowania znieczulenia ogolnego lub migjscowego podezas wykonywania
czynnoéci mogacej powodowad bal lub cierpienie nalezy podaé uzasadnienic dla odstapienia od zastosowania
takiego znicczulenia.

* W przypadku zestosowania produktow leczniczych lub produktow leczniczych weterynaryjnych, ktore
uniemozliwiajg lub utrudniajy okazywanie bolu, pomimo jego odezuwania, nalezy podaé uzasadnienie dla ich
zastosowania i sposdb monitorowania stanu zwicrzecia.
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Uzytkawnik: Instytut Biologii Doswiadezalnej im. M. Nenckiego Polskie] Akademli Nauk
Tytut wniosku: Rola autofagll i niedotlenienia w chemoopornodci wigzane] ze starzeniem komorkowym w raku pluca i raku nerki

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®:

Srodek Sposdb podania Dawka
Izofluran (Aerane, Baxier) Wziewna 0,5% (opary)

Planowane de zastesowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbilowym lub §rodki uspokajajaee®”: nie planuje sie

Srodek Sposob podania Dawka

Uzasadnienic dla odsigpienia od zastosowania znieczulenia i/lub zastosowania produkiow leczniczych lub
produktdw leczniczych weterynaryjnych o dzialaniu przeciwbdlowym lub Srodkéw uspokajajacych: po wybudzeniu
zwietzgla nie odczuwajy dyskomfortu 2 powodu wezesnicjszego zastizyku 1 nie jest konieczne dodatkowe
znieczulenie.

3. Nazwa czynno$ci: Podawanie lekow
Opis:

Po osiagnieciu przez guz wielkosei 100 mm3 33 myszy BALB/ cemdb (wersja doswiadezen A}
rozpocznie terapie winblastyngy (1,5 mg/kg) rozpuszezang w DMSO, a 33 myszy C57BL6/cmdb
rozpocziie terapi¢ cisplatyna (1 mg'kg) rozpuszezang w PBS (wersja B). Winblastyna bedzie podawana
dootrzewnowo 1 raz na tydzien, a cisplatyna bedzie podawana dootrzewnowo co 3 dni w objetodci 200
ul (1% masy ciala), igly 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 | tydzien (7 dni). Po ustabilizowaniu choroby myszy zostang losowo
przypisane do 3 grup.

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

Opis:

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

W grupie 1

Po zakonczeniu terapii winblastyna (11 myszy BALB/ cemdb) lub cisplatyng (11 myszy CSTBL6/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 zakoiiczeniu terapii winblastyng (11 myszy BALB/ cemdb) lub cisplatyng (11 myszy C57BL6/cmdb)
zwicrzeta 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 kebcej, jesli guzy przekroczg 15 mm w swojej diuiszej osi.

Planowany do zastosowania rodzaj znieczulenia®;
Srodek Sposab podania Dawka
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Planowane do zastosowania produkly lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryjne o dziataniu
przeciwbdlowym lub Srodki uspokajajace’™: nie planuje sig

Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znieczulenia iflub zastosowania produkiéw leczniczych lub
produktéw leczniczych weterynaryinych o dziataniu przeciwbdlowym fub srodkéw uspokajajgeych: podezas
iniekeji zwierzgta odezuwaijg dyskomfort zwigzany w ukuciem, Podanie dodatkowego znieczulenia wydhuzyloby
czas czynnodei 1 zwigkszylo stres zwierzat.

5. Nazwa czynnodci: Eutanazja

Opis:

Po zakoficzeniu podawania badanych zwigzkow bedzie miata micjsce obserwacja zwierzat trwajaca 4
tygodnie lub krécej, jeéli guzy przekrocza 15 mm w swojej dhuzszej osi. Nastgpnie zwierzgla zostang
uspione w oparach 4% izofluranu i znieczulone mieszaning medetomidyny z ketaming w 0,9% NaCl w
dawce anestetycznej na drodze iniekeji dootrzewnowej (250 pl). Po sprawdzeniu braku odruchow przy
sciskaniu paliczkow i platkow uszu oraz odruchu rogéwkowego po otwarciu klatki piersiowej nastapi
usmiercenie przez skrwawienie. Zostanie pobrana krew z serca w objgtosci okoto 500 pl do analizy
hematologicznej 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 rodzaj znieczulenia®®:

Srodek Sposob podania Dawka
Izofluran (Aerane, Baxter) Wzgl;_ 0,5%_{opﬂry]
Ketamina 100mg/ml Iniekcja dootrzewnowa 75 mg/kg
Dexdomitor (medetomidyna) Iniekcja doorrz;w?m:wa 1 mg/kg
0,5mg/ml

Planowane do zastosowania produkty lecznicze lub produkty lecznicze weterynaryine o dziataniu
przeciwbblowym lub srodki uspokajajgce™: nie planuje si¢

Srodek | Sposob podania Dawka

Uzasadnienie dla odstapienia od zastosowania znicczulenia iflub zastosowania produktow leczniczych Iub
produkiow leczniczych weterynaryjnych o dzialaniu przeciwbdlowym lub grodkéw uspokajajacych: nie ma
Zastosowania.
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k. - ol
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8. WYKAZ OSOB PRZEPROWADZAJACYCH I UCZESTNICZACYCH W
DOSWIADCZENIU

Wykaz 0s6b przeprowadzajgcych do§wiadczenie i uczestniczacych w nim

L.p. | Nazwisko i imig

Rodzaj
wyznaczenia'?

Nr wyznaczenia

Data
waznosci

Kwalifikacje

Stopien
Itytut
naukowy

Szkolenie*

Staz’*

Halina Wa$

planujacy
wykonujgey
uémiercajgcy

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

2026

dr

Szkolenie dla 0sdb
odpowiedzialnych za
planowanie i
wykonywanie
procedur i
doswiadczen oraz
usmiercajgeych
zwierzgta.
PolLASA, 2019

10 lat

Anna Mietelska-
Porowska

planujgcy
wykonujacy
usmiercajgey

246P/2020/IBD
246W/2020/1BD
246/2020/IBD

2025

Szkolenie dla 0sob
odpowiedzialnych za
planowanie i
wykoenywanie
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

doséwiadczeniach

na zwicrzgtach,
Instytut
Nenckiego PAN
2015,

> 45 lat

Karolina
Hajdukiewicz

wykonujgcy
u$miercajgcy

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

2025

ngr

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 zwierzetami do$wiadczalnymi.
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5.

Anna Kiryk-
Jaskiewicz

wykonujacy

SOW/2017IBD

2022

dr

Szkolenie dla osob
wykonujacych
procedury w
doéwiadczeniach
ha zwierzgtach,
Instytut
Nenckiego PAN
2017

10 lat

Agata Klegjman

wykonujgey

91W/2020/IBD

2025

Szkolenic dla osdb
wykonujgcych
procedury w
dodwiadezeniach
na zwierzgtach.

Instytut
Nenckiego PAN
2015

17 lat

Bartosz Zglinicki

wykonujgey

207TW2020/IBD

2025

mgr

Szkolenie dla osob
wykonujacych
procedury w
dogwiadczeniach
na zwierzetach.

Instytut
Nenckiego PAN
2015

9 lat

Dagmara
Siwkowska

usmiercajacy

460/2020/IBD

2025

mgr

Szkolenie dla osob

wykonujaeych

procedury w

doswiadczeniach

na zwierzgtach.
Instytut
Nenckiego PAN
2020

1 rok

Agata Borkowska

uczestniczacy

numer certyfikatu
ukonczenia
szkolenia
5053/2019

(nadanie wyznaczenia

w jednostce
Uzytkownika w taku,
do wrupctnienia)

2024

mgr

Szkolenie dla osob
odpowiedzialnych za
planowanie i
wykonywanie
procedur i
doswiadczen oraz
udmiercajacych
awicragia.

PolLASA 2019

10.

Alcksandra
Olszewska

uczestniczacy

numer certyfikaru
ukonczenia
szkolenia
5058/2019
(nadanie wyznaczenia
w jednostee
Uzytkownika w toku,
do uzupeticnia)

2024

mgr

Srkolenie dla osob
odpowiedzialnych za
planowanie 1
wykonywanie
procedur i
dodwiadczen orax
uémiercajacych '
ZWierzela.
PolLASA, 2019
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9. OPIS UWZGLEDNIENIA W DOSWIADCZENIU ZASAD ZASTAPIENIA,
OGRANICZENIA | UDOSKONALENIA (3R)

Projektujac badanie sprawdzilidmy pismiennictwo dotyezgee planowanego eksperymentu z wykorzystaniem stow
kluczowych: murine, Balbe, C57BL6, Renca, LLC1, Cisplatin, Vinblasting, HCQ, ITPP, murine tumor models,
senescence, aulophagy.

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 vive 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 —
bafylomycyng Al (BAF Al) ze znacznym opé#nicniem generujg komorki potomne w hodowli im vitro, Jednakze
w madelu myszy NOD/ SCID stare komdrki raka jelita grubego potraktowane BAF Al utworzyly guzy znacznic
szybciej niz komérki kontrolne. Dalsze badania molekulame wykazaly, 7e przejéciowe hamowanie autofagii przy
pomocy BAF Al moze prowadzi¢ do silnej reaktywacji autofagii w subpopulacji komdrek starych i byé moze jest
to przyczyng ich zwigkszonej aktywnosci proliferacyjnej [7]. Wobec tych obiecujgcych, ale wymagajacych
dalszego wyjasnienia wynikow pozyskalismy grant Sonata Bis 7 z Narodowego Centrum Nauki na szezegélowe
zhadanie tych mechanizmow. Nasze badania rozszerzylismy 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 wysoks chemoopornosé,
Prowadzone przez nas przez kolejne 2 lata badania in vitre wskazuja, e zarwno w raku phuca, jak i w raku nerki
stosujac konkretne chemioterapeutyki mozemy wyidukowac starzenie komarkowe. Co wigeej, 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 przygotowaniu; Borkowska A, ..., Was H, w przygotowaniu). Uzyskany przez
nas obszerny material badawczy in virro wymaga teraz weryfikacji w modelach zwierzgeych, Dlatego na bazie
naszych doswiadezen i wynikéw, a takée na bazie dostgpnej literatury zaprojektowalismy obecne badanie in vivo.

Ponizej przedstawiono wykonane wezesnie] analizy oraz inne dzialania, kiore pozwalajy istotnie zastapié,
ograniczy¢ lub udoskonali¢ procedury z wykorzystaniem zwierzgt w zaplanowanym projekcic:

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

- Przeprowadzenie eksperymentu in vive na myszach NOD/ SCID w celu oceny zdolnoéci 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 takZze w warunkach hipoksii, ktora jest
istotnym elementem mikrodrodowiska guza nowotworowego. Niektore doswiadczenia przeprowadzono takze 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 majgcych na celu wylonienie najbardziej skutecznej strategii nakierowanej na
usuwanie komorek starych i/ lub hamowanie ucieczki od starzenia (zbadanie roli gendw zwiszanych 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 z zasada Refinement (zmnigjszyé cierpienie, zapewnié dobrostan) zapewnimy
myszom przebywanie w trakcie doswiadczenia w klatce ze wzbogaconym srodowiskiem z nieograniczonym
dostgpem do paszy 1 wody. Zapewnimy takZze myszom przebywanie w trakcie dodwiadczenia po maksymalnie 5
osobnikow w klatce. Opiekg codzienng oraz eksperymenty bgda prowadzié wyznacrzone osoby, aby nie
wprowadza¢ dodatkowych stresoréw. Zwierzeta beda utrzymywane w standardzie SPF, co zagwarantuje im czyste
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klatki i brak kentaktu z potencjalnymi patogenami. Dodatkowo stan ogdlny zwierzgt bedzie eyklicznie | w razie
potrzeby konsultowany z lekarzem weterynarii.

W my$l zasady Reducement (zredukowaé) zaplanowalismy liczbe zwierzat na podstawie wyliczen statystycznych
do 11 oscbnikéw w grupie. Dodatkowo, zadbalidmy o zaprojcktowanie prawidtowych grup kentrolnych, kidre
zapewnig nam mozliwosé rzetelnej analizy uzyskanych wynikdw, Zgodnie z zasada Repalacement (ulepszyc,
zastapi¢) wykonali$my szereg badan in vitro (w tym badania w hipoksji i w kulturach 3D), a takze badanie in vivo
ZuZzyciem innego typu nowotworu epitelialnego (opis powyiej).

Jednakze, nie jestedmy w stanie catkowicie zastgpi¢ doswiadezenn z udzialem zwicrzgt laboratoryjnych
cksperymentami in vitro. W hodowlach in vitro nie mozemy odtworzy¢ catej zlozonej sytuacji panujacej w zywym
organizmie oraz czynnikéw fizjologicznych majgcych wplyw na badane procesy. W badaniach dt. nowotworbw
odtworzenie dynamicznych interakcji komorek nowotworowych z komérkami gospodarza (komérki
odpomnogciowe, komorki naczyn krwionoénych i komdrki podscieliska) ma kluczowe znaczenie dla wzrostu i
progresji nowotwory, a takze dla efektywnodci stosowanego leczenia. Zgromadzony przez nasz zespol materiat
badawczy wskazuje na zasadnodé zaplanowanych badan. Uzyskane wyniki na zwierzgtach moga poméc w
wyjasnieniu zaleznoici pomigdzy starzeniem, a autofagiy oraz niedotlenieniem dla rozwoju nowotworu oraz ich
znaczenia dla opornoéei na chemioterapie. Rezultaty naszych eksperymentdow in vive moga daé podstawy do
dalszych badafi na etapie prob klinicznych,
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10. PLANOWANE METODY USMIERCANIA ZWIERZA T

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

dawce anestetycznej na drodze iniekcji dootrzewnowe;j.

Jesli u myszy wystapig ponizsze objawy wskazujgce na cierpienie zblizajace sig do niedopuszczalnego poziomu
po ich zaobserwowaniu uruchomiana zostanie procedura humanitarnego zakonczenia cksperymentu,

Spadek masy ciala powyiej 20%

Teoretyczna objgtosé guza powyzej 1,5 ml (objgtosé guza = (szerokodd® x dhugosé/ 2)

Jesli guz przeksztalei sig w wrzdd

Wystapienie

jednego z objawdw

Piloerekeja

Widoczne utrudnienia w oddychaniu

Cofnigte wibrysy

Zmruzone oczy

Bicgunka

Wystgpienie
minimum
objawow

rdwnoczesnie

trzech

¥ W przypadku planowania zastosowania wezesnego, humanitarnego zakoficzenia procedury szezegatown opisaé

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

Wazar Sluzacy Przekazywaniu Nistechnicznych Streszczer Projekiow, o Kiorych mowa w Art, 43 Ust. 1 Dyrektywy
201063/UE

Tytut projektu

Czas trwania |30 miesiecy
projektu

[w miesigeach)
Stowa kluczowe

[maksymalnle 5) (*)

| Rola autefagii | niedotlenienia w chemoopornosci zwigzane| ze starzeniem
komdrkowym w raku pluca i raku nerki

Rak, chem iut_Er;pE?taEnie, autofagia, niedotlenie nie

Cel projektu
{moina wybrad wigeej niz jedng
| odpowiedi]

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

lakie sg potencjalne korzysci wynikajgce z tegu_

— Badania podstawowe (3)

| projektu? Nalezy wyjasnic, w jaki gmgéb_

Gléwnym celem proponowanych prizez nas
dotwiadczen in vivo jest zbadanie, jak moiemy
zwickszyé efektywnosé chemioterapii.
Chemioterapia jest weigi najczesciej stosowanym
typem terapii przeciwnowotworowej. lednym z
mechanizmdw opornodei na chemioterapie jest
starzenie  komdrkowe. Jest to  zjawisko
potencjalnie korzystne — komdrka nowotworowa
priestaje sig dzielic. Jednak najnowsze badania, w
tym nasze, sugerujg, Ze stare komarki
nowotworowe mogg przetamywac te bariere i
wznawia¢  aktywnos¢  podziatows.  Nasze
dotychczasowe badania wskazuja, ie dwa
procesy/ zjawiska moga odgrywal role w tzw.
ucieczce od starzenia komorkowego — autofagia i
niedotlenienie. Autofagia to proces kataboliczy,
ktdry zwigksza odpornos¢ komdrek rakowych na
raine czynniki stresowe tj. chemioterapeutyki i
niedatlenienie. Z kolei, niedotlenie wystepuje w
guzach nowotworowych | zwieksza ich
chemoopornost. Z zwigzku z tym proponowane
przez nas doidwiadczenie in vivo ma na celu

tbadanie, czy inhibiter  autofagii -
hydroksychlorokina  (HCQ) oraz  zwiazek
1wiekszajacy utlenowanie tkanek -

trispyrofosforan mio-inozytolu (ITPP) wptywaja na
efektywnost 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 zakerczeniu badaniu. '

Korzysci z proponowanych przez nas doswiadczen

| mogg miec wymiar nie tylko poznawczy, ale i
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projekt moze przyczynic sie do postepéw w
nauce, lub tez jakie ostateczne korzysci mogg z
niego czerpac ludzie, zwierzeta lub
srodowisko. W stosownych przypadkach
nalezy wprowadzic rozroznienie miedzy
korzysciami krotkoterminowymi (w czasie
trwania projektu} i dugoterminowymi (ktdre
moga sie pojawic po zakonczeniu projektu).

kliniczny. Po p'le_rwsze, przeprawadzone przez nas

badania mogg pogtebi¢ wiedze w dzledzinie
biologii starzenia komérek nowotworowych i jego
powigzan z procesem autofagii i niedotlenienia.
Dodatkowo, w naszych badaniach uwzgledniamy
zjawisko niedotlenienia, ktdre ma kluczowe

znaczenie  dla  chemoopornosci komarek
nowotworaowych. Masze badania wykonujemy na
dwéch  typach  najczeéiciej  wystepujacych

nowotwordw: raku pluc 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, nasze badania
dotyczg nowotwordw, ktare 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 zadawalajgca |
wymaga optymalizacji. Wyniki naszych badani
bedziemy rozpowszechniaé w postaci publikacji
naukowych w  czasopismach o  duiym
miedzynarodowym zasiegu oraz wystgpiedi na
konferencjach naukowych, a takie podczas
dziatalnodci  popularnonaukowej, dzieki ktdrej
wyniki naszych prac mogg dotrze¢ do szerokiej
opinii publiczne;.

-Fr:ewid_vwane s:_kod;
W jakich procedurach bedg zazwyczaj
stosowane zwierzeta (na przyktad
wstrzykiwanie, zabiegi chirurgiczne)? Prosze
wskazaé liczbe i czas trwania tych procedur.

'Fudské_rne_fjedaraz_owe}_wstrz\rkniecie komdrek

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

Jakie s3 przewidywane/szkodliwe skutki dla
zwierzat, na przykiad bol, utrata masy ciata,
brak aktywnosci/ograniczona mobilno$é, stres,
nietypowe zachowania i czas trwania tych
skutkdw?

B4l i utrata masy ciata w wyniku rozwoju guza,

stres iwigzany  z iniekcja komorek
nowotworowych, a nastepnie 2z iniekcjami
chemioterapeutykow |  badanych  zwigzkow.

Dyskomfort zwigzany z mierzeniem wielkosci guza
i pomiarami wagi zwierzat. Smieré zwierzat.

Zegodnie z Gatunki | Szacunkowa | Szacunkowa liczba dla kaidej kategorii dotkliwo$ci |
przewidywaniami (4 catkowita Terminalne | tagodne | Umiarkowane | Dotkliwe
jakie gatunki i jaka liczba N R
liczba zwierzat beda | Mysz 99 99
wykorzystywane? o
laka jest oczekiwana

2
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dotkliwos¢ i liczba
zwierzat w kazdej
kategorii dotkliwosci
(w podziale na
gatunki)?

Co stanie sie ze N Szacunkow_a liczba do Szac:mkowa liczba, Szacunkowa liczba
zwierzetami ponownego jaka ma zostaé zwierzat objetych
utrzymanymi przy wykorzystania przywrécona do programami
zyciu po zakoriczeniu siedliska znajdowania nowego
procedury? 5} (%) 0 przyrodniczego lub domu

systemu

hodowlanego 0

]
Prosze poda¢ powody ;Iénowanego losu EutanazjaA - -zwierzat po ‘_zakoﬁczeniu

zwierzat po zakoriczeniu procedury.

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

Stosowanie 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 obejmuja
wykonanie doswiadczen w hodowlach in vitro, z
uwzglednieniem warunkéw 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 obiecujgcy schemat doswiadczeri
in vivo. Jednak zadna z tych metod nie pozwala
odtworzyé w  peini zlozonoéci  uktadu
biologicznego, ktéry wystepuje w guzie
nowotworowym. Bo guz nowotworowy to nie
tylko komdrki nowotworowe, ale takze komdrki
odpornosciowe, komorki naczyrn krwionosnych
oraz komorki podscieliska, ktére pozostajg ze
sobg w dynamicznej 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 ukfadu
daje szanse na uzyskanie wiarygodnych i

3
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2. Ograniczenie

Prosze wyjasnic, w jaki sposob okreslono liczhe
zwierzat koniecznych do celow tego projektu.
Prosze opisac 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 obejmowad np.
badania pilotaiowe, modelowanie
komputerowe, dzielenie sie tkankami i
ponowne wykorzystywanie.

——

miarodajnych wynikow, ktére bedzie mozna |
| preetoryé nasytuacje kliniczna. |
W  naszym projekcie zgodnie z zasada
ograniczenie plan eksperymentu in vivo zostat
przez  nas  opracowany na  podstawie
diugotrwalych eksperymentow in vitro, ktére
| pozwality nam wyloni¢ najbardziej skuteczny i
| obiecujacy uldad 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 wyliczer
statystycznych, w ktdrych  zatoiono, ie
zaobserwowane pomiedzy grupami réznice majg
osiggnad istotnosé statystyczng (p < 0,05). W
naszym badaniu przewidzielismy takze kilka grup
kontralnych, ktére pozwolg nam odpowiednio
zinterpretowaé uzyskane wyniki. Podczas
eutanazji zabezpieczymy odpowiednio nie tylko
krew i guzy nowotworowe, ale takie inne
narzady badanych zwierzat (ptuca, watrobe,
sledzione i nerki) pod katem planowanych przez
nas badar biochemicznych i histologicznych
markerow starzenia, proliferacji, autofagii i
niedotlenienia  (RNA,  biatko,  preparaty
mrozeniowe i preparaty parafinowe). Pozwoli
nam to uzyskac maksymalng ilosé danych z tego
eksperymentu, a takie stworzy¢ biobank tkanek
_pod katem przyszlych projektow.

3, Udoskonalenie

Prosze podad przykfady konkretnych srodkéw
(np. wzmoione monitorowanie, opieka
pooperacyjna, terapie przeciwbdlowe, trening
zwierzat), ktére nalezy podjac w zwiazku z
procedurami w celu zminimalizowania szkdd dla
dobrostanu zwierzat. Prosze opisac
mechanizmy wprowadzania technik w zakresie
tagodzenia szkéd pojawiajgcych sie w czasie
trwania projektu.

| monitorowane pod katem zmian w masie ciafa, |

W naszym projekcie zgodnie zasada
udoskonalenie zapewnimy myszom
przebywanie w trakcie doswiadczenia w klatce
ze wzbogaconym srodowiskiem b
nieograniczonym dostepem do paszy | wody.
Zapewnimy takie myszom przebywanie w
trakcie doswiadczenia po  maksymalnie 5
osobnikdw w klatce. Opieke codzienng oraz
eksperymenty beda prowadzié 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 bedg
wykonywane z najwyiszg starannoscig, a takie z
szacunkiem oraz empatiy wobec badanych
Zwierzat, Iwierzeta bedy regularnie

Z
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wygladzie i

zachowaniu. Wszystkie
przeprowadzane na nich procedury beda
polegaly 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 wskazujagce na cierpienie
zblizajace sie do niedopuszczalnego poziomu po
ich zaobserwowaniu uruchomiana zostanie
procedura humanitarnego zakoriczenia
eksperymentu,

Prosze wyjasni¢ wybdr 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 najczeéciej stosowane w
badaniach nad chorobami nowotworowymi.
Charakteryzujg sie¢ fatwoécia 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
doswiadczalny. Jest on stosowany w badaniach
nad procesem nowotworowym, w tym nad
mechanizmem wzrostu guza pierwotnego i
tworzenia przerzutéw, 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 badard, 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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obecnost

funkcjonalnego uktadu

odpornoiciowego  oraz
klutzowe znaczenie.

krwionosnego ma

Projekt wybrany do Termin Obejmuje
oceny retrospektywnej ") dotkliwe
procedury

Wykorzystuje
zwierzeta z rzedu
naczelnych

Inna przyczyna

{1)W tym terrminy naukowe, ktdre mogq sklada sig 2 wigoe] nit pigcu pojedynezych show, 2 wylgezeniem nazw gatunkdw i cabow

‘wprowadzonych w innym miejscu w dokumencie,
[ 2) Prosze zawrzed w rozwijanym menu.

{3 ) Wykaz celdw rgodnie & kategoriamni i pod kategoriami sprawozdawczole statystyczne] w ealgeznlku IN do ninkejsze] decyzji.

{ 4 ) Gatunki zgodnie z kategoriami sprawozdawczoscl statystyczne] okreslonymi w zataciniku Il do niniejszej decyzji, z dodatkowg opeja
Jnieokredlonego ssaka” w oy zachowania anonimowodci w wyjatkowych przypadkach.
{5 ) Gatunki, kidre naleiy wpisad w zwigzku z poprzedniy odpowiedsia, do wyboru spodrid odpowiednich kategorii (proporcje).

[ 6§ Maotliwy wybdr wielu opji dla kadego gatunku.

{ 7 ) Motna wybrat wircej nii jedng odpowiedi. Ma zastosowanie do tych paristw catonkowskich, w kiéryeh takie informace sq ©

‘wymagane zgodnie z przepizami.
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