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STRESZCZENIE

Badanie wrazliwo$ci komodrek nowotworowych na leki in vitro stanowi wazny

element planowania badan klinicznych.

Celem pracy byto okreslenie w warunkach in vitro wrazliwosci komorek linii ostrej

biataczki szpikowej HL60 i NB4 na cytostatyki (arabinozyd cytozyny, daunorubicyna,

mitoksantron, etopozyd), a takze zbadanie czy 1 w jaki sposéb stymulacja procesu

réznicowania komorek przy udziale ATRA (all-trans retinoic acid) oraz PMA (phorbol 12-

myristate 13-acetate) wptywa na lekowrazliwo$¢ komorek.

Efekt dzialania lekow na komoérki okreslano cytofluorymetrycznie przy pomocy testu

Alamar Blue, na podstawie ktorego wyznaczono wskazniki przyrostu i przezycia oraz przez

ocen¢ rozmazow barwionych przy uzyciu Hoechst 33342 i okreslenie wskaznika apoptozy.

W pierwszej czesci badan zaobserwowano, ze:

komorki obu linii wykazaty wrazliwo$¢ na zastosowane cytostatyki, przejawiajacg si¢
spadkiem zarowno wskaznika proliferacji (efekt cytostatyczny), jak i wskaznika
przezycia populacji (efekt cytotoksyczny);

spadek przezycia komoérek wynikat z indukcji apoptozy;

wrazliwos$¢ komorek na leki wykazywata wyktadniczg zalezno$¢ od dawki;

efekt dzialania lekéw nasilal si¢ wraz z przedtuzeniem czasu inkubacji,

najstabsze dziatanie na komarki obu linii zaobserwowano w przypadku arabinozydu
cytozyny, najsilniejsze — po zastosowaniu daunorubicyny;

roéznice wrazliwos$ci obu linii nie byty jednoznaczne: przy wspélnej dawce 0,8 uM nie
stwierdzono statystycznie znamiennych réznic, natomiast przy dawkach wzrastajacych
wigkszy spadek przyrostu i przezycia obserwowano generalnie dla linii NB4, czemu

nie towarzyszyty jednak rdznice w zachowaniu si¢ wskaznika apoptozy.



Roéznicowanie komodrek w kierunku granulocytow segmentowanych (po stymulacji
ATRA) i monocytéw/makrofagdéw (po stymulacji PMA) dowiedziono za pomoca: spadku
potencjatu podzialowego komorek, zmian morfologicznych, zwigkszonej zdolnosci komoérek
do redukcji NBT oraz wzrostu ekspresji antygenow: CD11b 1 CD14.
Badanie chemiowrazliwo$ci komodrek pobudzonych do réznicowania wykazalo, iz:
- wejScie komorek na szlak roznicowania powoduje zmiang ich wrazliwosci na leki
- stymulacja r6znicowania przy udziale ATRA zwigksza wrazliwo$¢ komorek na

arabinozyd cytozyny i mitoksantron, natomiast zmniejsza wrazliwo$¢ na etopozyd;
- roznicowanie przy udziale PMA obniza wrazliwo$¢ komoérek na wszystkie

zastosowane leki.



SUMMARY

The in vitro studies of cancer cells drug sensitivity are essential in planning clinical
trials.

The main aim of present studies was to define the in vitro sensitivity of AML cell
lines: HL60 and NB4 towards chemotherapeutic drugs (arabinoside cytosine, daunorubicin,
mitoxantrone and etoposide) as well as to investigate whether differentiation of these cells
induced by ATRA (all-trans retinoic acid) and PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) alters
their drug sensitivity.

The drug effect was examined by cytofluorimetric measurement using Alamar Blue
assay leading to determination of proliferation and survival rates, as well as by evaluation of
cell smears stained with Hoechst 33342 and calculation of apoptosis index.

In the first part of studies it was found that:

both cell lines revealed varying sensitivity towards all drugs manifesting itself by the

decrease of both the cell growth index (cytostatic effect) and the cell survival index

(cytotoxic effect);

- the decrease of cell survival resulted from an induction of apoptosis;

- the sensitivity of cells was exponentially dependent on drug concentration;

- an effect of drug action increased with an extension of the incubation period;

- arabinoside cytosine seemed to cause the weakest cytotoxic effect whereas
daunorubicin - the most prominent one;

- the differences in chemosensitivity of both cell lines were not identical: there were no

statistically significant differences at the same dose 0,8 uM, the greater decrease of

both cell growth index and survival index was observed for NB4 cell line but it was

not associated with apoptotic index.



The differentiation along the neutrophil lineage (upon stimulation with ATRA) and
along the monocyte/macrophage lineage (upon stimulation with PMA) was proved by
decreased proliferative potential of cells, changes in their morphology, increased ability
for NBT reduction and increased expression of the cell surface markers: CD11b and
CD14.

Investigation of chemosensitivity of cells stimulated to differentiation showed that:

initiation of differentiation resulted in the change of cell drug-sensitivity;

the differentiation along the neutrophil pathway (after stimulation with ATRA)
increased cell sensitivity to arabinoside cytosine and mitoxantrone but decreased their
sensitivity towards etoposide;

the differentiation along the monocyte/macrophage pathway (induced by PMA)

resulted in the decreased sensitivity of both cell lines to all drugs tested.



I WSTEP

1.  Transformacja nowotworowa.

Nowotwor jest nieprawidlowym i nadmiernym rozrostem tkanki ustroju,
nieskoordynowanym z pozostatymi tkankami i nie reagujacym na mechanizmy regulacyjne
organizmu [1,2].

Transformacja nowotworowa zostaje zainicjowana w pojedynczej komorce w wyniku
réznych zmian mutacyjnych dotyczacych gendw regulujacych proliferacje, roznicowanie i
$mieré¢ komorki. Nowotwor moze powsta¢ w wyniku mutacji aktywujacych w
protoonkogenach, nazywanych wtedy onkogenami i/lub dezaktywujacych w genach
supresorowych. Onkogeny stymuluja wzrost 1 podziaty komorki. Biatka kodowane przez
onkogeny wchodza w sklad systemu transmisji sygnatu mitotycznego od receptora dla
czynnika wzrostowego, znajdujacego si¢ w blonie komorkowej, poprzez cytoplazme do jadra
komorkowego, gdzie dochodzi do aktywacji transkrypcji genéw zwigzanych z cyklem
komoérkowym. Biatka te moga by¢ zwigzane z blong komorkowa (np. Erb, Abl, Src), moga
wystepowacé w cytoplazmie (np. Raf, Mos) lub jadrze (np. c-Myc, c-Jun). Czynnosciowo
mogg pehic role czynnikéw wzrostu, receptorow dla odpowiednich czynnikéw wzrostu (np.
Sis, Hst), kinazy tyrozynowej (Src, Abl) i serynowo-treoninowej (Raf, Mos), czynnikow
transkrypcyjnych (np. Myc, Jun, Fos) [2,3].

Geny supresorowe odpowiedzialne s3 w normalnych warunkach za skierowanie
komorek na szlak roznicowania lub $§mierci, a tym samym zapobiegaja powstawaniu fenotypu
nowotworowego. Kodowane przez nie biatka moga dziata¢ jako fosfatazy (defosforylacja
aktywowanych biatek), czynniki dezaktywujace Ras lub jadrowe represory transkrypcji [2].

W procesie nowotworzenia uczestniczg nie tylko protonkogeny i geny supresorowe,

ale takze geny zwigzane np. z angiogeneza, inwazyjnoscia, tworzeniem przerzutow. W



zalezno$ci od tego, jakie geny ulegna uszkodzeniu nowotwor moze wykazywac rozny poziom

ztosliwoscei [1,2,3].

1.1. Ostra bialaczka szpikowa (acute myeloid leukemia, AML).

Terminem ostra biataczka szpikowa okresla si¢ grupg nowotwordw ztosliwych
wywodzacych si¢ z prekursorowych komorek hemopoetycznych szpiku kostnego. Do
rozwoju biataczki ostrej dochodzi w wyniku transformacji nowotworowej we wczesnej lub
ukierunkowanej komorce hemopoetycznej szpiku, co prowadzi do niekontrolowanej
proliferacji patologicznego klonu komorkowego, zahamowania dojrzewania, czgsto z
wyparciem innych linii komérkowych prawidtowego szpiku [4,5]. Zmiany chromosomalne
stwierdzane w AML sg specyficzne, zwigzane z charakterystycznym fenotypem komorki
biataczkowej. Wigkszo$¢ z nich to dobrze scharakteryzowane translokacje i inwersje
prowadzace do powstania genow fuzyjnych. Mutacje punktowe, delecje i amplifikacje s
stosunkowo rzadkie. Przyktadem zmiany cytogenetycznej, bedacej przyczyna rozwoju AML,
moze by¢ obecnos$¢ translokacji miedzy chromosomem 151 17, t(15;17) (q22;921), co
prowadzi do fuzji gendw PML (promyelocytic leukemia protein) i RARa. (retinoid acid
receptor ). Rearanzacja genu RARa skutkuje zaburzeniem budowy i utrata funkcji receptora
dla kwasu retinowego. W wyniku tego do stymulacji i dojrzewania komorek nie wystarcza
prawidlowy poziom retinoidow, co objawia si¢ obecnoscig w szpiku promielocytow

zatrzymanych w dalszym réznicowaniu [4,6].

2.  Chemioterapia nowotworow.

Chemioterapia jest podstawowa metoda leczenia wielu nowotworéow ukladu

krwiotworczego, w tym takze ostrej biataczki szpikowej [5,7].



Leki cytostatyczne charakteryzuja si¢ r6zng aktywnos$cia w stosunku do poszczegdlnych
typOw nowotwordw i réznymi mechanizmami dziatania. Aktywno$¢ wigkszosci lekow
przeciwnowotworowych skierowana jest przeciwko komoérkom proliferujacym, znajdujacym
si¢ w cyklu podziatowym. Powodzenie leczenia nowotwordéw wrazliwych na okreslony rodzaj
chemioterapii, zalezy od zastosowania odpowiedniej dawki cytostatykow we wiasciwym

czasie [7].

2.1. Chemioterapeutyki stosowane w leczeniu AML i mechanizm ich dzialania.

2.1.1. Antymetabolity — arabinozyd cytozyny (Ara-C).

Leki cytotoksyczne zaliczane do antymetabolitéw blokuja specyficzne szlaki metaboliczne
poprzez konkurowanie o miejsce wigzania z enzymami.
Arabinozyd cytozyny jest jednym z najbardziej efektywnych lekéw przeciwbiataczkowych i
wchodzi w sktad wigkszo$ci schematdow leczniczych w AML [8,9]. Jest on syntetyczng
pochodng 2-alfa-hydroksycytydyny nalezaca do antagonistow pirymidyn. Ara-C dziata
szczegoblnie aktywnie w fazie S cyklu komérkowego, hamuje takze przejs$cie komorek z fazy
G1 do S. Pod wptywem kinaz nukleotydowych Ara-C przechodzi w posta¢ trojfosforylowang
(Ara-CTP) i staje si¢ aktywnym metabolitem. Mechanizm dziatania arabinozydu cytozyny
polega na kompetycyjnym hamowaniu polimeraz DNA na drodze konkurencji z ich
naturalnym substratem, trifosforanem deoksycytydyny (dCTP) [8]. Rowniez mate ilosci Ara-
CTP moga by¢ przytaczane do DNA, gdzie reszty Ara-C zachowujg si¢ jak wzgledne
zakonczenia tancucha DNA. Pozostale sugerowane mechanizmy dzialania cytostatycznego

leku dotycza hamowania ligazy DNA oraz wptywu na funkcje mitochondriow [8].



2.1.2. Antracykliny — daunorubicyna, mitoksantron.

Mechanizm dziatania antracyklin polega na wbudowywaniu si¢ do nici DNA, co
prowadzi do jej miejscowego rozerwania i zahamowania polimerazy DNA. Wykazano, ze leki
te rowniez laczg sie z lipidami blony komoérkowej powodujac zmiany jej przepuszczalnos$ci
dla jonéw sodu, zmniejszenie przeptywu selenu oraz wzrost wewnatrzkomorkowego stgzenia
wapnia [10,11].

Daunorubicyna jest antybiotykiem aminoglikozydowym. Jej dziatanie polega przede
wszystkim na hamowaniu syntezy DNA i RNA [12,13].

Mitoksantron to syntetyczny cytostatyk nalezacy do grupy antracenodionow [10,14].
Prawdopodobny mechanizm dzialania polega na hamowaniu syntezy kwasow nukleinowych
poprzez tworzenie pgknig¢ w pojedynczej lub podwojnej nici DNA, wbudowywaniu si¢ do
tancuchéw DNA i oddzialywaniu z topoizomerazami typu II. Enzymy te katalizujg zmiany
struktury przestrzennej DNA w procesach replikacji, transkrypcji oraz rekombinacji, poprzez
przecigcie i nastgpnie przemieszczenie dwoch tancuchow DNA [14].

Przeciwnowotworowe dzialanie lekdw zwigzane jest rOwniez ze wzrostem poziomu
wolnych rodnikéw, co wykazano w badaniach in vivo oraz in vitro [15]. Oprécz indukcji w
komorkach stresu oksydacyjnego poprzez zwigkszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu
na efekt ten moze wptywac uposledzenie przeciwutleniajagcych mechanizméw obronnych
komorek. Wolne rodniki tlenowe powoduja migdzy innymi oksydatywne niszczenie bton
lipidowych oraz fragmentacj¢ DNA. To ostatnie prawdopodobnie jest czynnikiem

indukujacym apoptoze [16].

2.1.3. Leki pochodzenia naturalnego — etopozyd.

Etopozyd jest potsyntetyczng pochodng epipodofilotoksyny. Gidéwny mechanizm

dziatania polega na zatrzymaniu cyklu komoérkowego w fazie G2 i uniemozliwieniu wejscia



komorki w profaze mitozy. Wykazano, iz lek ten powoduje rozrywanie jednego lub obu
tancuchow DNA. Efekt dziatania etopozydu jest wynikiem zaburzenia aktywnosci
topoizomerazy II na skutek blokowania przez lek kompleksu przecinalnego DNA-
topoizomeraza. Stwierdzono, ze stabilizacja tego kompleksu zachodzi poprzez przytaczanie
leku do DNA w miejscu przecigcia, co uniemozliwia ligacj¢ fancucha DNA w koncowym
etapie dziatania topoizomerazy. W wyniku tego dochodzi do fragmentacji DNA, co moze by¢

sygnatem do apoptozy [9,17,18].

2.2. Mechanizmy opornosci komoérek nowotworowych na cytostatyki.

Powodzenie leczenia nowotwordw czesto zostaje ograniczone ze wzgledu na istnienie
zjawiska oporno$ci komorek nowotworowych na stosowane cytostatyki. Wykazano, iz klony
komorek opornych na leki chemioterapeutyczne obecne s3 od samego poczatku transformacji
nowotworowej lub wyksztatcaja si¢ na drodze mutacji w czasie trwania choroby. Komorek
tych przybywa poprzez selekcj¢ w trakcie leczenia, a nast¢pnie zaczynaja dominowac nad
komoérkami wrazliwymi [19,20].

Mechanizmy powstawania oporno$ci sg rdzne, dotycza jednego lub wielu
cytostatykéw 1 moga by¢ zwigzane z zaburzeniami metabolizmu leku (opornosé
farmakologiczna), czy brakiem oddziatywania danego chemioterapeutyku na komoérki bedace
poza cyklem podzialowym (oporno$¢ kinetyczna) [20].

Oporno$¢ wielolekowa jest mechanizmem odpowiedzialnym za brak wrazliwosci
komorek nowotworowych na wiele cytostatykéw jednoczesnie. Dotyczy to lekow, ktore
wykazuja pewne podobienstwa strukturalne, takie jak niewielkie rozmiary, hydrofobowos¢ i
dwuptaszczyznowos$¢ czasteczki oraz obecnos¢ atomow azotu w ich pierscieniach
aromatycznych [19,20]. Ten rodzaj opornosci wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja

transporterow btonowych nalezacych do rodziny biatek ABC (ATP-binding cassette),



bedacych pompami zaleznymi od ATP, ktérych zadaniem jest obrona przed cytotoksycznym
dzialaniem zwiagzkéw oraz dostosowanie komorek do zmian §rodowiska. Zwiekszona
ekspresja bialek ABC nasila usuwanie cytostatykéw z komérek nowotworowych przez co
zmniejsza si¢ wewnatrzkomorkowa akumulacja leku, co z kolei przejawia si¢ opornoscia na
leczenie. Funkcje takich transporterdw petnig biatka: glikoproteina P (Pgp), MRP (multidrug
resistance-associated protein), LRP (lung resistance-related protein). R6znig si¢ one
sposobem usuwania lekow z komorki oraz specyficznoscig substratow [20].

Glikoproteina P jest produktem genu MDR1 zlokalizowanym na chromosomie 7. Jej
dziatanie polega na usuwaniu z komorki ksenobiotykow w postaci niezwiazanej [19].

MRP kodowane jest przez amplifikowany gen na chromosomie 16 i stanowi pompg¢
btonowg usuwajaca leki w postaci koniugatow z glutationem [19,21].

LRP, produkt genu znajdujacego si¢ na chromosomie 16, reguluje transport
substratow, w tym lekow cytostatycznych. Zaobserwowano, ze linie komdrkowe posiadajace
nadmierng ekspresje LRP wykazuja oporno$¢ wielolekowa potaczong ze zmniejszong jadrowsa
akumulacja lekow [22].

Inny mechanizm opornosci wielolekowej zwigzany jest z mutacjami genu kodujacego
topoizomerazy II. Zmiany poziomu lub aktywnos$ci enzymu hamuja jego oddziatywania z
chemioterapeutykami i moga odpowiada¢ za zjawisko opornosci [20].

Zidentyfikowano rowniez wiele mechanizmoéw detoksykacyjnych, ktére moga by¢
zwigzane z lekoopornoscig. Naleza do nich zmiany wewnatrzkomorkowego poziomu
glutationu (GTH), S-transferaz glutationu (GST), peroksydazy glutationowe;j i
metalotioneiny. Wykazano, ze oporno$¢ na antracykliny moze by¢ spowodowana nadmierng
ekspresja GST [23].

Zjawisko opornosci wielolekowej probuje si¢ oming¢ stosujac inne leki, inhibitory

kinazy biatkowej C, np. staurosporyne oraz substancje, ktore przywracaja akumulacje¢ leku na
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drodze konkurencji z cytostatykami o miejsca wigzace: blokery kanalow wapniowych,

inhibitory kalmoduliny, §rodki immunosupresyjne, chinolony, sterydy [24].

2.3. Lekowrazliwo$¢ komorek nowotworowych w warunkach in vitro.

Testowanie wrazliwo$ci nowotwordw na cytostatyki in vitro moze by¢ prowadzone na
komorkach pochodzacych od pacjentow lub odpowiednich liniach komoérkowych.
Koniecznym warunkiem powodzenia tego rodzaju testow jest przeprowadzenie serii
doswiadczen standaryzujacych warunki oceny (czas inkubacji z lekiem, metody pomiaru,
sposoby obliczania wrazliwosci). Roéwniez warunki hodowli, takie jak gesto$¢ komorek,
moga mie¢ wplyw na ich wrazliwo$¢ w stosunku do chemioterapeutykow. Wykazano, ze
zwigkszenie gestosci komorek HL60 obniza efekt cytotoksyczny daunorubicyny i Ara-C [25].

W testach in vitro wazne jest rowniez zastosowanie odpowiedniego stezenia lekow.
Pierwsze do$wiadczenia powinny okresli¢ krzywa odpowiedzi na dawke, a rozcienczenia
powinny si¢ r6zni¢ rzedem wielkosci. W przypadku dostgpnosci badan in vivo stgzenie
badanego leku dobiera si¢ najczesciej na podstawie $rednich stezen we krwi wystepujacych

podczas chemioterapii [26].

11



2.3.1. Ocena wplywu cytostatykéw na proliferacje¢ i zywotnos¢ komorek in vitro

(test Alamar Blue).

Test Alamar Blue stanowi prosta, szybka 1 czulg metode oceny proliferacji i
cytotoksycznosci in vitro. Zastosowany w tescie barwnik jest zwigzkiem stabilnym,
nietoksycznym, istnieje wigc mozliwos¢ stalego monitorowania proliferacji komoérek w
hodowli. Alamar Blue zawiera indykator oksydacyjno-redukcyjny i wykorzystuje naturalne
procesy metaboliczne zachodzace w komoérkach. §ywe komorki powodujg chemiczng
redukcje medium hodowlanego zachodzaca w mitochondriach, w wyniku czego dochodzi do
zmiany koloru barwnika z niebieskiego na czerwony. Stopien redukcji mierzony jest spektro-
lub fluorymetrycznie. Wykazano, ze intensywno$¢ mierzonej fluorescencji jest

proporcjonalna do liczby zywych komoérek [27-29].

3.  Apoptoza.

Badania prowadzone w r6znych modelach doswiadczalnych wykazaty, ze proces
smierci komorek moze przebiega¢ z odmienng kinetyka i wedtug r6znych mechanizmow.
Nagte zahamowanie procesOw metabolicznych 1 rozpad komorki okresla si¢ jako §mier¢
martwiczg (nekroze¢). Natomiast zaprogramowana, fizjologiczna $mier¢ okreslonych komorek
organizmu definiowana jest jako apoptoza [30,31].

Apoptoza jest aktywnym, fizjologicznym i1 podlegajacym regulacji rodzajem $mierci
komorki, podczas ktorego dochodzi do wielu charakterystycznych przemian. Stanowi
odpowiedz komorki na dziatanie wielu czynnikéw stresogennych, w tym zwlaszcza na
uszkodzenia DNA, wywotane roznymi lekami czy tez promieniowaniem y i UV. Do
induktorow apoptozy zalicza si¢ tez niedotlenienie, szok termiczny, deficyt czynnikow
wzrostowych, zaburzenia przebiegu cyklu komérkowego, aktywacje okreslonych receptorow

btonowych i wiele innych [30-32].
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3.1. Cechy charakterystyczne komorek apoptotycznych.

Komorka, ktora spontanicznie wiaczy program $mierci lub zostata do tego zmuszona,
oddziela si¢ od pozostalych komorek i obkurcza, tracac pewna ilos¢ wody, a na jej
powierzchni pojawiaja si¢ liczne pofatdowania. Wczesnym objawem apoptozy jest
pojawienie si¢ fosfatydyloseryny w zewngtrznej blaszce lipidowej blony komorkowej [33,34].
Chromatyna ulega kondensacji, ktéra rozpoczyna si¢ w strefie obwodowej jadra
komorkowego, bezposrednio przylegajacej do otoczki jadrowej. Cytoplazma jest zbita, z
gesto upakowanymi organellami. W dalszym etapie destrukcji apoptotycznej dochodzi do
fragmentacji jadra komorkowego oraz formowania tzw. ciatek apoptotycznych, zbudowanych
z fragmentow zageszczonej chromatyny, cytozolu i blony komorkowej. Dzigki dodatkowym
wigzaniom pomig¢dzy biatkami blonowymi tworzy si¢ nierozpuszczalna ostona stabilizujaca
integralno$¢ najpierw calej komorki apoptotycznej, a poézniej ciatek apoptotycznych.
Zapobiega to wydostawaniu si¢ zawartosci komorki na zewnatrz i powstawaniu odczynow
zapalnych. W warunkach fizjologicznych komorki ulegajace apoptozie i ich fragmenty sa
szybko pochlaniane i trawione przez komorki sgsiednie [30,35].

Zmiany morfologiczne swoiste dla apoptozy znalazty zastosowanie w ocenie tego typu
$mierci badanej komorki lub populacji komoérek. Uwidocznienie jader komorkowych,
pozwalajace na oceng ich morfologii oraz stanu kondensacji chromatyny, np. przy uzyciu
barwnikéw wigzacych si¢ z DNA, umozliwia rozrdznienie pomi¢dzy martwicza a

apoptotyczng $miercig badanych komorek [30].
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3.2. Szlaki prowadzace do apoptozy.

Proces $mierci apoptotycznej moze zosta¢ indukowany sygnatem zewngtrznym
poprzez pobudzenie tzw. receptorow $mierci dla ligandow nalezacych do nadrodziny TNF
(tumour-necrosis factor), np. TNFa, Fas-L, TRAIL-R1 i R2 (TNF-related apoptosis-inducing
ligand-R1, R2). Cecha receptoréw $mierci jest obecno$¢ wewnatrzkomorkowej domeny
zwanej domeng $mierci. W wyniku zwigzania liganda dochodzi do oligomeryzacji receptora,
a nastepnie do tworzenia kompleksu DISC (death-inducing signaling complex). Kompleks ten
powstaje poprzez potaczenie domen $mierci z biatkami adaptorowymi oraz prokaspaza 8 lub
10. Konsekwencja tego jest aktywacja przez proteolize prokaspazy 8, ktora jest bezposrednim
aktywatorem kaspazy 3. Rola kaspazy 10 nie jest do konca poznana i postuluje si¢, ze moze
by¢ istotna w komorkach, w ktorych nie wystepuje kaspaza 8 [36].

Drugi szlak prowadzacy do apoptozy przebiega z udzialem mitochondriow. Sygnatem
do $mierci komorki jest w tym przypadku oddziatywanie z btong mitochondrialng np.
reaktywnych form tlenu. W dalszym etapie dochodzi do uwolnienia cytochromu ¢ z
przestrzeni mi¢dzyblonowej. Odbywa si¢ to za posrednictwem specjalnych kanatow
tworzonych przez proapoptotyczne biatka z rodziny Bel-2. Wyptyw cytochromu c jest
sygnatem do tworzenia kompleksu zwanego apoptosomem, w sktad ktérego wchodzi, oprocz
cytochromu c, prokaspaza 9, ATP oraz cytozolowe biatko Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor-1) [6]. Utworzenie tego kompleksu jest konieczne do autoproteolizy kaspazy
9, ktora jest bezposrednim aktywatorem kaspazy 3 [36,37].

Obydwa szlaki apoptozy prowadza do aktywacji proteaz cysteinowych zwanych
kaspazami. Centralng rol¢ w apoptozie odgrywa kaspaza 3, bedaca kaspaza egzekutorowsy.
Efektem jej aktywacji jest proteoliza lamin jadrowych, co prowadzi do kondensacji

chromatyny 1 obkurczenia jadra, proteoliza inhibitora DNA-zy, czego wynikiem jest
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aktywacja endonukleazy, przemieszczenie jej do jadra i fragmentacja DNA na odcinki bedace

wielokrotnos$cig nukleosomoéw [38,39].

3.3. Chemioterapia a indukcja apoptozy.

Jednym z podstawowych zatozen chemioterapii jest indukcja mechanizmow
apoptotycznych w komoérkach docelowych [40,41]. Molekularne mechanizmy indukowanej
przez cytostatyki apoptozy komodrek nowotworowych, a takze zwigzanej z apoptoza
wrazliwos$ci lub oporno$ci nowotworow na chemioterapi¢ nie sg doktadnie poznane. W
pierwszej fazie dziatania cytostatykéw dochodzi do uszkodzenia waznych sktadnikow
komorkowych, przede wszystkim DNA, co aktywuje szlaki biochemiczne prowadzace do
apoptozy [41]. Wewnatrzkomorkowy mechanizm odpowiedzialny za transdukcje sygnatu
apoptotycznego generowanego przez cytostatyki nie jest w petni wyjasniony. Istotng role w
apoptotycznej odpowiedzi nowotworu na chemioterapie, w przypadku lekéw uszkadzajacych
DNA, przypisuje si¢ biatku p53. Nieprawidtowe funkcjonowanie p53, ktore obserwuje si¢ w
okoto 50% réznych nowotworéw, moze powodowac utrat¢ zdolnosci komorki do apoptozy.
Jednak badania na liniach biataczkowych in vitro, wykazujacych brak prawidtowego p53 (np.
HL60, NB4, U937) wskazuja, iz komorki te traktowane chemioterapeutykami moga ulegaé
apoptozie [42,43].

Wazna rol¢ w odpowiedzi na leki cytostatyczne przypisuje si¢ rowniez biatkom z
rodziny Bcl-2 [44-46]. O efektywnosci tego procesu decyduje m.in. rOwnowaga pomiedzy
produktami genéw Bcl-2 i Bax. Zwigkszona ekspresja Bcl-2, Bel-XL lub zaburzenia w
proporcji bialek pro- i antyapoptotycznych (np. niski poziom Bax — inhibitora Bcl-2) moga
niekorzystnie wptywacé na indukcje¢ apoptozy [45].

W badaniach in vitro wykazano, iz po zadzialaniu na komorki nowotworowe réznych

cytostatykéw (m.in. doksorubicyny, bleomycyny, metotreksatu, etopozydu) dochodzi do
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wzrostu ekspresji genu receptora Fas, przy czym efekt ten wystepuje najczesciej w
komorkach z nieuszkodzonym genem p53 [45]. Ale indukowana lekami apoptoza moze
przebiegac takze bez udziatu uktadu (Fas/Fas-L), jak np. w ostrej biataczce limfatycznej (T-
ALL) czy tez komorkach biataczkowych Jurkat [9,43]. Inny przyktad receptorowej indukcji
apoptozy zabserwowano w komorkach HL60 przy udziale TNF-a.. Prawdopodobnie czynnik
ten, uwalniany do medium hodowlanego przez komorki w odpowiedzi na etopozyd,
funkcjonuje jako auto- lub parakrynny induktor [18,47].

Interesujagcym biatkiem o postulowanym zwigzku z indukcja apoptozy przez leki
cytostatyczne jest czynnik transkrypcyjny NFkB. Wykazano, iz moze on stymulowac¢ lub
hamowac¢ proces apoptozy w zaleznosci od rodzaju komorek 1 bodzca stymulujacego. W
badaniach na linii HL60 stwierdzono, ze leki dziatajace poprzez hamowanie topoizomerazy 11
w komorkach (np. mitoksantron) aktywuja NFkB, promujac jego proapoptotyczng funkcje
[10].

Uszkodzenie mechanizméw prowadzacych do apoptozy moze przyczyniac si¢ do
opornos$ci na chemioterapi¢. Doktadne poznanie szlakoéw apoptotycznych w komorce dla
lekoéw cytostatycznych moze by¢ podstawa konstruowania bardziej skutecznych terapii oraz

indywidualnego doboru chemioterapeutykdw.

4. Hemopoeza.

Hemopoeza jest procesem ciaglym, w wyniku ktdrego powstaja wyspecjalizowane
krazace we krwi komorki, czyli tzw. elementy morfotyczne krwi. Czynnos$¢ tych komorek
okresla rolg krwi w ustroju. Od sprawnosci, jakosci, liczby 1 wzajemnych proporcji komorek

krwi zalezy czynno$¢ wszystkich tkanek i narzadow [48].
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Koncowymi komorkami wytwarzanymi w procesie krwiotworzenia sg: erytrocyty,
granulocyty obojetno-, kwaso- i zasadochtonne, limfocyty, monocyty a takze ptytki krwi.

Wedhug powszechnie przyjetych obecnie pogladow wszystkie komorki uktadu
krwiotworczego 1 limfopoetycznego wywodzg si¢ z wielopotencjalnej komorki macierzystej,
ktora posiada jednoczesnie zdolno$¢ do samoodnawiania si¢ i tworzenia zroéznicowanego
potomstwa. Macierzysta komorka krwiotwdrcza w wyniku podziatow i kolejnych etapow
réznicowania moze odtworzy¢ réznorodno$¢ wszystkich typow komorkowych krwi. W
kolejnych stadiach réznicowania komorek potomnych mozna wyr6zni¢ populacj¢ komoérek
przejSciowych (tzw. komorki ukierunkowane), ktore nie maja zdolnosci do samoodnawiania
sig, ale intensywnie proliferuja, a ich losy sa ograniczone do jednego kierunku réznicowania.
Zdarzenia zwigzane z dojrzewaniem, czyli ze zmianami iloSciowymi w procesie
réznicowania, prowadzg od komorek ukierunkowanych do prekursorowych. Wyréznialne
morfologicznie komorki prekursorowe przeksztatcaja si¢ w dojrzale i niezdolne do podziatu
zréznicowane komorki krwi.

Proces odnowy pozwala komorce na odtworzenie siebie samej poprzez podziat na
dwie jednakowe komorki potomne, identyczne z komorka matczyna pod wzgledem
morfologicznym, genetycznym, biochemicznym i funkcjonalnym.

Podczas procesu réznicowania dochodzi do stopniowej specjalizacji strukturalnej 1
funkcjonalnej komoérek. W ciggu szeregu przemian biochemicznych, sterowanych przez uktad
genetyczny komorka zaczyna syntetyzowac charakterystyczne biatka warunkujace pelnienie
przez nig okreslonych funkcji biologicznych. Postep procesu roznicowania taczy sie ze
stopniowg utratg zdolnosci komoérki do podziatéw; im komodrka bardziej zroznicowana, tym

rzadziej si¢ dzieli [48,49].
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4.1. Granulocytopoeza i monocytopoeza.

Macierzysta komorka ukierunkowana jest jednakowa dla linii granulocytowe;j i
monocytowej (CFU-GM, colony forming unit-granulocyte,macrophage). Komorki
ukierunkowane CFU-GM przeksztalcaja si¢ w komorki ukierunkowane linii neutrofiléw
(CFU-G, colony forming unit-granulocyte) i linii makrofagow (CFU-M, colony forming unit-
macrophage) [48,49].

Z komorek CFU-G powstaja kolejno: mieloblasty, promielocyty i mielocyty tworzace
pule komorek dzielgcych si¢. Dalszy etap rozwoju komorek szpiku linii neutrofilow, to ich
dojrzewanie bez mitotycznego podziatu. Do puli komorek dojrzewajacych i rezerwy
szpikowej nalezg metamielocyty i neutrofile o jadrach komérkowych pateczkowatych i
segmentowanych. Proliferacja i dojrzewanie komorek szpikowych zachodzi pod wplywem
czynnikow wzrostowych, takich jak: CSF-G (ang. colony-stimulating factor-granulocyte),
CSF-1 (ang. colony-stimulating factor 1) 1 CSF-GM (ang. colony-stimulating factor-
granulocyte/macrophage) [48,49].

Komorki CFU-M proliferuja, réznicuja si¢ i dojrzewaja przechodzac kolejno etapy:
monoblastow, promonocytow 1 monocytow. Procesy te konczg si¢ przejsciem monocytow ze
szpiku do krwi krazacej. Czynnikiem pobudzajagcym komoérki macierzyste CFU-M jest CSF-
GM (ang. colony-stimulating factor-granulocyte/macrophage), dzialajacy wspoélnie z CSF-1

(ang. colony-stimulating factor 1) , IL-3 [50,51].
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4.2. Antygeny roznicowania.

W czasie roznicowania i dojrzewania komorek hemopoetycznych dochodzi do zmian
w ekspresji genow kodujacych rozne antygeny powierzchniowe zwane czasteczkami
roznicujacymi — CD (ang. Cluster Differentiation). Obserwacja ta utatwia diagnostyke
prawidlowych, a takze nowotworowych komorek.

Antygen CD11b to glikoproteina o masie 160 kDa. Wystegpuje na neutrofilach,
monocytach i makrofagach. Stanowi ona o podjednostke receptora CR3 dla sktadnikéw
dopetniacza, ktorego rola polega na utatwianiu adhezji tych komorek do srédbtonka i udziale
w mechanizmach odporno$ciowych [52,53].

Antygen CD14 jest integralng glikoproteing btony komérkowej o masie 55 kDa,
wykazujacg wysoka ekspresje na monocytach, makrofagach i staba na neutrofilach.
Czasteczka CD14 stanowi receptor dla sktadnikoéw $cian komorkowych bakterii, szczegdlnie
dla lipopolisacharydu (LPS). Postuluje si¢ rowniez udziat CD14 w niezapalnej fagocytozie

komorek apoptotycznych [52-54].

4.3. Linie komorkowe ostrej bialaczki szpikowej (HL60 i NB4).

Biataczkowe linie komorkowe stanowig doskonaty model in vitro dla badan
mechanizmow komorkowych 1 molekularnych dotyczacych proliferacji i r6znicowania
prawidtowych oraz nowotworowych komorek uktadu hemopoetycznego.

Komoérki nalezace do réznych linii AML wykazuja specyficzne cechy morfologiczne,
cytogenetyczne 1 immunofenotypowe w zaleznosci od tego, na jakim etapie roznicowania
1 dojrzewania doszto do zatrzymania ich rozwoju.

Linia komorkowa HL60 zostata wyprowadzona jako pierwsza w 1976 roku

z komorek bialaczkowych obecnych we krwi obwodowej 36-letniej pacjentki z AML.

Komorki wykazuja cechy mieloblastow, z ktorych cze$¢ moze dojrzewac do etapu
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promielocyta. W badaniach immunofenotypowych stwierdzono obecno$¢ nastepujacych
antygenow powierzchniowych: CD13, CD15, CD33 [53,77]. Komdérki HL60 wykazuja
specyficzne mutacje w obrebie onkogendw. Stwierdzono mi¢dzy innymi amplifikacj¢ genu c-
myc 1 mutacj¢ punktowg N-ras. Wykazano rowniez obecno$¢ zmutowanego genu p53
[53,55,56].

Lini¢ komorkowa NB4 wyprowadzono w 1991 roku z dtugoterminowej hodowli
komorek blastycznych pochodzacych ze szpiku kostnego pacjenta z ostrg biataczka
promielocytowa (ang. acute promyelocytic leukemia, APL). Komorki tej linii, zatrzymane
w dojrzewaniu na etapie promielocyta, charakteryzuja si¢ obecnoscia translokacji t(15;17),
ktorej towarzyszy produkcja biatka fuzyjnego PML/RARa. W ocenie immunofenotypowej
obserwuje si¢ ekspresj¢ antygenéw CD13, CD15, CD33. W komorkach NB4 stwierdzono

obecnos¢ zmutowanego genu pS53 [53,56-59].

5. Indukcja roznicowania komorek AML in vitro.

W licznych danych eksperymentalnych wykazano istnienie wielu czynnikow,
pozwalajacych na przetamanie bloku dojrzewania komorek blastycznych in vivo oraz in vitro

[60-62].
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5.1. Kwas retinowy (ATRA).

Kwas retinowy, endogenny produkt witaminy A, jest silnym morfogenem i
regulatorem wzrostu i roznicowania komorek u ptodu i w dorostych organizmach. Wptywa
tez na dziatanie wielu hormonow i enzymoéw. W watrobie powstaje z karotenu, natomiast w
innych tkankach z retinolu. Wystepuje w komoérce w co najmniej trzech postaciach
izomerycznych: all-trans — (ATRA), 9-cis- i 13-cis, ktoére moga przechodzi¢ wzajemnie w
siebie. W cytoplazmie kwas retinowy wiaze si¢ ze swoistymi no$nikami biatkowymi:
CRABPI i CRABPII (ang. cytoplasmic retinoid acid binding protein 1 1 1I). Jadrowe receptory
kwasu retinowego, RAR 1 RXR, naleza do nadrodziny czynnikéw transkrypcyjnych,
indukowanych przez ligandy. Wystepuja w postaci podtypow: a, B iy, kodowanych przez
oddzielne geny. Receptory klasy RAR majg zdolno$¢ wigzania wszystkich izomeréw kwasu
retinowego, natomiast klasy RXR — wigza tylko formg¢ 9-cis. Wykazano, ze jedynie
heterodimer RAR/RXR jest formg biologicznie aktywna. Interakcja z DNA stymuluje funkcje
transaktywacyjng receptora, a w nastgpstwie indukcje lub represj¢ docelowych genow
[63-65].

ATRA jest od wielu lat przedmiotem szczegdlnego zainteresowania, przede
wszystkim w terapii antynowotworowej, ze wzgledu na jego dzialanie prowadzace do
zahamowania wzrostu 1 podzialéw komoérkowych oraz stymulacj¢ procesu réznicowania.
Zwigzek ten, od szeregu lat jest stosowany w leczeniu APL, jako tzw. czynnik rdznicujacy, a
efektem jego dzialania sg dlugoletnie remisje i wyleczenia [66,67]. Farmakologiczne dawki
ATRA w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej z translokacja t(15;17) powoduja w
efekcie degradacje¢ biatka fuzyjnego PML/RARa i przywrdcenie prawidtowego szlaku
sygnatowego kwasu retinowego [65].

Dziatanie kwasu retinowego wykazano in vitro, zarbwno w badaniach na liniach

komorkowych ostrej biataczki szpikowej (m.in. HL60, NB4, THP-1), jak i na komdrkach
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pochodzacych bezposrednio od pacjentow. W licznych pracach wykazano, Ze linie
komorkowe HL60 i NB4 hodowane w obecnosci ATRA wykazuja zahamowanie wzrostu i
ulegaja réznicowaniu do granulocytéw segmentowanych [66,68,69]. W ocenie
immunofenotypu tych komorek stwierdza si¢ zwigkszenie ekspresji antygenu CD11b w miare

czasu trwania inkubacji z ATRA [68,70].

5.2. Estry forbolu (PMA).

PMA ( phorbol 12-myristate 13-acetate) to stabilny, niespecyficzny analog 2,3-
diacyloglicerolu (DAG), ktéry aktywuje klasyczne (a, B1, B2, y) i nowe (9, €, 1, 0, 1) izoformy
kinazy biatkowej C (ang. protein kinase C, PKC). W przeciwienstwie do fizjologicznego
aktywatora, jakim jest 2,3-diacyloglicerol, PMA stymuluje PKC w sposob trwaty. Efektem
jego dziatania jest aktywacja biatek regulujacych wzrost komorki i jej réznicowanie [71-76].

Badania in vitro wskazuja, iz PMA indukuje r6znicowanie komorek linii HL60 1 NB4
w kierunku monocytoéw/makrofagéw oraz stymuluje ekspresje antygendw powierzchniowych
CDI11bi1CD14 [77 — 80]. Podczas tego procesu dochodzi do zatrzymania komorek w fazie
Go/G1 cyklu w wyniku aktywacji inhibitoréw kinaz zaleznych od cyklin p21WAF! j p27XIP!
[81,82]. Zaobserwowano rowniez aktywacje kinazy ERK (extracellular-signal-regulated
kinase) w komoérkach HL60 pod wplywem PMA [83]. Zwigzek ten indukuje takze
roznicowanie hemopoetycznych komorek progenitorowych CD34" szpiku kostnego do
komorek dendrytycznych [84,85].

Zastosowanie PMA jest jednak terapeutycznie ograniczone ze wzglgdu na

pronowotworowe dziatanie estrow forbolu [80].
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5.3. Inne czynniki indukujace réznicowanie komorek.

Fizjologicznie aktywna forma witaminy D - 1,25Ds 1 jej analogi (np. 1,25(OH).D3)
hamuja proliferacje i indukujg proces rdznicowania prawidlowych i biatlaczkowych komorek
szeregu mieloidalnego w kierunku monocytow/makrofagéw . Dzialanie 1,25D3 moze
zachodzi¢ na drodze zaleznej od interakcji z jadrowym receptorem witaminy D (VDRuuc) lub
niezaleznej od tego receptora [86]. Zaobserwowano, ze linie komérkowe HL60, NB4, THP-1,
U937 hodowane w obecnosci 1,25(OH)2Ds wykazuja cechy dojrzalych monocytow z
ekspresjg antygenéw CD11b i CD14. W badaniach stwierdzono ponadto, ze zwigzek ten
dziata synergistycznie z PMA, wzmacniajac indukcje¢ réznicowania w komorkach HL60 i
NB4 na drodze niezaleznej od jadrowego receptora VDR [87].

Dimetylosulfotlenek (DMSO) to niespecyficzny czynnik stymulujacy réoznicowanie
komorek biataczkowych in vitro w kierunku neutrofilow oraz indukujacy ekspresje CD11b.
Mechanizm dziatania nie jest doktadnie poznany. Wykazano, ze pod wplywem DMSO
dochodzi do zmiany ekspresji genow czynnikow transkrypcyjnych, m.in. obnizenia
aktywnosci c-Myc, w komorkach HL60 [88].

Badania in vitro dowodza, iz niektore leki przeciwnowotworowe (m.in. Ara-C,
daunorubicyna, 6-tioguanina) mogg indukowac proces roznicowania linii komérkowych
AML. Zjawisko to obserwuje si¢ dla dawek lekow mniejszych, niz wymagane w celu

uzyskania efektu cytotoksycznego [61].
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5.4. Proces roznicowania a lekowrazliwosc.

Istniejg dane wskazujace na to, ze poziom zréznicowania moze mie¢ wptyw na
wrazliwo$¢ komorek w stosunku do lekow cytotoksycznych. Od dawna wiadomo, ze istnieje
odwrotna zalezno$¢ pomigdzy zaawansowaniem poziomu zrdéznicowania komorek a ich
potencjatem podziatowym. Komorki réznicujg si¢ najczgsciej wechodzac w faze Go z fazy Gi
lub rzadziej z fazy G [80]. Ewentualne zachowanie si¢ komodrek zréznicowanych w stosunku
do lekdéw cytostatycznych nie jest do konca wyjasnione. Z jednej strony mozna oczekiwacé, iz
komorki pozostajace w fazie Go okaza si¢ mniej wrazliwe na efekt cytotoksyczny leku, gdyz
dzialanie wielu obecnie stosowanych cytostatykow jest najsilniejsze w przypadku, gdy
komorki znajduja sie¢ w fazie S i Gi. Na tym opiera si¢ poglad, ze podczas chemioterapii
nowotworow eliminowane sg komorki bedace w cyklu podziatowym, natomiast pozostaja
nienaruszone komorki Go, ktére po pewnym czasie podejmuja podziaty i sg przyczyna
odnowy nowotworu. Z drugiej strony mozliwe jest, iz konsekwencja procesu réznicowania
bedzie pojawienie si¢ lub odtworzenie biatek wewnatrzkomorkowych lub btonowych,
uwrazliwiajacych komorki na dziatanie lekéw cytostatycznych. Przyktadem moze by¢ biatko
p21, ktorego defekt w komodrkach nowotworowych uniemozliwia indukcje apoptozy.
Stwierdzono, ze komérki HL60 traktowane réoznymi czynnikami indukujacymi réoznicowanie
(m.in. ATRA) wykazaty aktywacje p21 [65,70].

Rozpatrzy¢ nalezy rowniez inne mozliwe relacje pomig¢dzy procesem réznicowania
komorek a apoptoza. Podczas indukcji réznicowania in vitro dochodzi do zmian w ekspresji
gendw kodujacych zarowno biatka pro- jak i antyapoptotyczne. Indukcja dojrzewania blastow
pod wplywem ATRA i PMA powoduje, ze komorki ulegaja dalszemu réznicowaniu, a
nastgpnie moga ging¢ poprzez apoptoze [65]. Istnieja doniesienia, w ktorych dowodzi si¢ iz
retinoidy obnizajg aktywnos$¢ genéw kodujacych inhibitory apoptozy [89,90]. Ponadto w

badaniach klinicznych zaobserwowano, ze zastosowanie ATRA i chemioterapii zwigksza
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czestos$¢ uzyskiwania catkowitych remisji [68]. Z drugiej jednak strony istniejg doniesienia, iz
proces roznicowania, na przyktad pod wptywem PMA, moze zmniejszy¢ lub zahamowacé

zdolnos$¢ do apoptozy indukowanej przez chemioterapeutyki [44,46,91,92].
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II CEL PRACY

1. Poréwnanie w warunkach in vitro wrazliwosci komoérek linii HL60 i NB4 wstosunku
do wybranych cytostatykow (arabinozyd cytozyny, daunorubicyna, mitoksantron,

etopozyd).

2. Okreslenie czy efekt cytotoksyczny powyzszych lekéw zwigzany jest z indukcja

apoptozy.

3. Zbadanie czy i w jaki sposob indukcja roznicowania si¢ komoérek przy udziale ATRA

lub PMA wptywa na ich chemiowrazliwos¢.
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IHI MATERIALY IMETODY

1. Hodowle komorkowe.

Badania przeprowadzono na liniach komérkowych ostrej biataczki szpikowej: HL60
(ATTC CCL 240) i NB4 (DSM ACC 207). Komoérki hodowano w butelkach o powierzchni
25cm? (Corning, USA), w medium RPMI 1640 (GIBCO, USA ) uzupetnionym 10% ptodowa
surowicg bydleca (FBS) (GIBCO), 2 mM L-glutaming i gentamycyng (50 pg/ml; Sigma,

Niemcy), w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% COx.

2. Ocena wrazliwosci komorek na cytostatyki.

Badanie lekowrazliwosci komorek biataczkowych przeprowadzono przy uzyciu testu
Alamar Blue (Biosource, USA).

Komoérki badanych linii odwirowywano (7 minut, 400 x g), zawieszano w koncentracji
2 x 10° / ml w podtozu hodowlanym medium RPMI 1640 uzupetionym 10% ptodowa
surowicg bydleca (FBS), 2 mM L-glutaming 1 gentamycyng i dodawano Alamar Blue
(koncowe stezenie 0,2%). Tak przygotowane zawiesiny komorek naktadano do ptytek 96-
dotkowych (Costar, USA) w ilosci 100 pl na kazdy dotek. Komorki inkubowano przez 2
godziny w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% CO,. Nastgpnie plytki
analizowano przy uzyciu aparatury Microplate Fluorescence Reader FL600 (ekscytacja: 530 —
560 nm, emisja: 590 nm) celem oceny wyj$ciowego poziomu fluorescencji przed nalozeniem
cytostatykow.
Po dokonanym pomiarze, do hodowli w dotkach dodawano odpowiednie leki (Tab. 1).

Kontrole stanowity dotki, do ktérych nie dodano cytostatykow.
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Wyjsciowe stezenia lekow dobrano na podstawie doniesien literaturowych prezentujacych
Srednie stezenia w surowicy leczonych nimi pacjentéw oraz dawki stosowane w testach in
vitro [9,12,14,26,43,44]. Niezaleznie od tego, w eksperymentach ze wszystkimi lekami

zastosowano t¢ sama wspolng dawke 0,8 M.

Tab.1. Stosowane cytostatyki.

Cytostatyki Stosowane stezenia (LM) Producent

Ara-C 0,2 0,8 8* 24 48 Sigma (Niemcy)

daunorubicyna | 0,008 | 0,08* | 0,16 0,4 0,8 Sigma (Niemcy)

mitoksantron 0,01 0,04 0,2% 0,8 1,6 Sigma (Niemcy)

etopozyd 0,08 0,8%* 8 16 32 Sigma (Niemcy)

* wyj$ciowe stezenia

Tak przygotowane hodowle prowadzono przez 24- 1 48 godzin w temperaturze 37°C
w atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% COz. Po tym czasie wymieniano $srodowisko
hodowlane. W tym celu komorki odwirowywano (7 minut, 400 x g), zawieszano w podtozu
hodowlanym opisanym wyzej wraz z Alamar Blue (0,2%). Komorki inkubowano przez
2 godziny w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% COx, a nast¢pnie
analizowano przy uzyciu czytnika fluorescencji.

Dane liczbowe pomiaru poziomu fluorescencji pozwolily na okreslenie i porownanie
procentu przyrostu oraz procentu przezycia komorek po 24- i1 48 godzinach inkubacji z lekami

wedtug nastepujacych wzorow:
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poziom fluorescencji po inkubacji z lekiem

% przyrostu: x 100%

poziom fluorescencji przed inkubacja z lekiem

poziom fluorescencji po inkubacji z lekiem

% przezycia: x 100%

poziom fluorescencji w kontroli*

*kontrola = komoérki hodowane réwnolegle bez lekow

3. Ocena apoptozy.

Obserwacji dokonywano na podstawie zmian w chromatynie jadrowej po

wybarwieniu fluorescencyjnym barwnikiem Hoechst 33342 (Sigma, Niemcy). W tym celu na

szkietkach podstawowych sporzadzano rozmazy z hodowli po inkubacji z lekami oraz z
komorek kontrolnych. Nastepnie przeptukiwano w PBS (phosphate buffered saline,
pH 7.,4), utrwalano formaldehydem (4% roztwér w PBS) przez 15 minut w temperaturze
pokojowej i ptukano trzykrotnie w PBS. Na szkietka z komodrkami naktadano barwnik
Hoechst 33342 (roztwor w wodzie destylowanej, 5 pg/ml) na 10 minut w temperaturze
pokojowej chronigc od $wiatla. Nastepnie ptukano pieciokrotnie w PBS.

Preparaty sporzadzano poprzez nakropienie 20 ul roztworu gliceryna/PBS (1:2) na

szkietko podstawowe i natozenie szkietka nakrywkowego.
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Tak wybarwione komorki ogladano w mikroskopie Olympus BX-50 z opcja
epifluorescencji z uzyciem filtru (MNU2) dla wzbudzenia niebieskiej fluorescencji i

okreslano odsetek jader apoptotycznych.

4. Indukcja procesu roznicowania komorek.

Komérki linii HL60 i NB4 hodowano w koncentracji 1 x 10° / ml w podtozu
hodowlanym RPMI 1640 uzupetnionym 10% FBS, 2 mM L-glutaming i gentamycyng w
obecnosci 1 x 10°°M kwasu transretinowego (ATRA) (Sigma, Niemcy) lub 1,6 nM octanu
mirystynianu forbolu (PMA) (Sigma, Niemcy). Kontrole stanowity komorki nie indukowane
do réznicowania.

Proces indukcji prowadzono przez 24-, 48- lub 72 godziny w temperaturze 37°C w

atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% COx.

Skutecznos$¢ indukcji réznicowania sprawdzano poprzez:
- oceng proliferacji komorek (ocene¢ potencjatu podzialowego)
- morfologiczng oceng hodowli
- test redukcji NBT

- immunohistochemiczng ocen¢ ekspresji antygendw powierzchniowych

4.1. Ocena potencjalu podzialowego.

W kazdym punkcie czasowym eksperymentu liczono komoérki w komorze Biirkera

porownujac gestos¢ komorek po stymulacji z hodowlami kontrolnymi.
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4.2. Morfologiczna ocena hodowli po indukcji réznicowania.

Po uptywie wymaganego czasu inkubacji z ATRA/PMA hodowle ogladano w
mikroskopie odwréconym Nikon TMS oraz barwiono komoérki metoda May — Griinwalda —
Giemsy. W tym celu z kazdego rodzaju hodowli sporzadzano rozmazy komdrkowe.
Nastepnie na preparaty nakrapiano roztwor May — Griinwalda (Merk, Niemcy), barwiono
przez 2 minuty i ptukano woda destylowang. W kolejnym etapie nakrapiano odczynnik
Giemsy (0,4% roztwor w metanolu, Sigma, Niemcy) i barwiono przez 10 minut. Nastepnie
preparaty doktadnie wyptukano woda destylowana i wysuszono. Morfologi¢ komorek

oceniano w mikroskopie $wietlnym pod immersja.

4.3. Test redukcji NBT.

Komorki kontrolne (nie indukowane do réznicowania) oraz komorki po 24-, 48-172
godzinach indukcji z ATRA/PMA w iloéci 0,5 x 10° dwukrotnie ptukano w medium RPMI
1640, nastepnie zawieszano w 2ml tego medium zawierajagcym 0,1% NBT (nitroblue
tetrazolium salt, Sigma, Niemcy) 1 100 ng/ml PMA i inkubowano przez 15 minut w
temperaturze 37°C. W dalszym etapie komorki ptukano trzykrotnie w 3 ml PBS poprzez
wirowanie (7 minut, 400 x g), zawieszano w 100 pl PBS, naktadano na szkietko podstawowe
przykrywajac szkietkiem nakrywkowym. Komorki ogladano w mikroskopie $wietlnym i

okreslano odsetek komorek z ciemnoniebieskimi ztogami.

4.4. Immunohistochemiczna ocena ekspresji antygenow powierzchniowych.

Komorki kontrolne i hodowane w obecno$ci ATRA/PMA po uptywie 24-, 48-172
godzin zawieszano w koncentracji 0,5 x 10% / ml w 0,5 ml medium RPMI 1640 z 10% FBS, 2
mM L-glutaming 1 gentamycyna, naktadano na szkietka podstawowe pokryte 0,1% roztworem

poli-L-lizyny (Sigma, USA) zabezpieczajacym przed odrywaniem si¢ komorek i inkubowano
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przez 1,5 godziny w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% CO> celem
zwigkszenia adherencji komoérek. Nastepnie $ciaggano plyn znad komorek, przeptukiwano
ciepltym (37°C) PBS i utrwalano w roztworze metanol-aceton (1:1) (ochtodzonym uprzednio
w temperaturze -20°C) przez 10 minut w temperaturze 4°C. Po trzykrotnym wyptukaniu w
PBS naktadano 100 ul PAD (primary antibody dilutor: 10% nieimmunogenna surowica
kozia, 0,1% albumina surowicy wotowej, 0,05% thimerosal, 0,01% NaN3; wszystkie
sktadniki z Sigma, USA) i1 inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w celu
zmniejszenia niespecyficznego wigzania przeciwcial. W kolejnym etapie na preparaty
nakrapiano 100 pl roztworu pierwszorzedowych mysich monoklonalnych przeciwciat
(Novocastra, Wielka Brytania; rozcienczenie 1:100 w PAD) skierowanych przeciwko
antygenom: CD11b (preparaty sporzadzone z komoérek hodowanych w obecnosci ATRA oraz
PMA) i CD14 (preparaty przygotowane z komérek hodowanych w obecnosci PMA), a
nastepnie inkubowano przez 18 godzin w komorze wilgotnej, w temperaturze pokojowe;j. Po
wyplukaniu w PBS naktadano roztwoér drugorzedowej koziej surowicy przeciw
immunoglobulinom mysim, sprz¢zonej z fluorochromem Cy3 (Jackson IR, USA;
rozcienczenie 1:400 w PAD) 1 inkubowano przez 1 godzing w komorze wilgotnej, w
temperaturze pokojowej. Preparaty wyptukano w PBS i zamknigto w roztworze gliceryna-
PBS (2:1).

Dla wszystkich inkubacji wykonano reakcje kontrolne z pominigciem
pierwszorzedowych i drugorzgdowych przeciwcial, ktore zastagpiono PAD.

Preparaty ogladano w mikroskopie Olympus BX-50 z opcja epifluorescencji z

uzyciem filtru (U-MNG) i oceniano odsetek komodrek wykazujacych czerwong fluorescencjg.
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5. Badanie lekowrazliwosci komorek indukowanych do r6znicowania.

Lekowrazliwo$¢ komorek obu linii stymulowanych do réznicowania badano stosujac
24-godzinne hodowle z lekami po przedtuzonym dziataniu czynnika réznicujacego:
24-,48- 172 godziny dla ATRA oraz 24- i 48 godzin dla PMA. Hodowlg 72-godzinng
z PMA pomini¢to w tej czgsci eksperymentu ze wzgledu na znaczny spadek liczby komoérek
i stwierdzenie w hodowli oznak apoptozy.

Komoérki preinkubowane z ATRA/PMA oraz komoérki hodowane przez odpowiedni
okres czasu bez czynnika stymulujacego odwirowywano dwukrotnie (7 minut, 400 x g),
zawieszano w koncentracji 2 x 10° / ml w medium RPMI 1640 uzupetnionym 10% FBS,
L-glutaming i gentamycyng i dodawano Alamar Blue (0,2%). Tak przygotowane zawiesiny
komorek naktadano do plytek 96-dotkowych (Sigma, Niemcy) po 100 ul na kazdy dotek.
Komoérki inkubowano przez 2 godziny w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej
z dodatkiem 5% COz, a nastepnie analizowano przy uzyciu czytnika fluorescencji.
Po dokonaniu pomiaru do odpowiednich dotkéw dodawano cytostatyki, ktorych stezenia
odpowiadaty wyznaczonej uprzednio dawce powodujacej okoto 50% redukcje przezycia

komorek (Tab. 2). Kontrole stanowity dotki, do ktorych nie dodano lekow.

Tab.2. Stezenia lekow powodujace 50% redukceje przezycia komorek

po 24 godzinach hodowli.
. Stosowane stczenie
Leki (M) ®
Arabinozyd cytozyny 48
Daunorubicyna 0,16
Mitoksantron 0,8
Etopozyd 16
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Hodowle w obecnosci lekow prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 37°C w
atmosferze wilgotnej z dodatkiem 5% CO», a dalej postepowano w sposob opisany na str. 28.
Na podstawie danych liczbowych pomiaru fluorescencji uzyskanych z czytnika oceniano i
poréwnywano % przyrostu i % przezycia komorek w zaleznosci od czasu trwania uprzedniej
stymulacji z ATRA/PMA (24-, 48- 1 72 godziny).

Komorki preinkubowane z ATRA/PMA przez 24-, 48- 1 72 godziny i hodowane w
obecnosci cytostatykow (24 godziny) wybarwiano rowniez odczynnikiem Hoechst 33342
zgodnie z wczesdniej opisang procedura, po czym okreslano i porownywano odsetek jader

apoptotycznych w zalezno$ci od czasu trwania stymulacji ATRA/PMA.

6. Analiza wynikow.

Warto$ci uzyskanych wynikow (z pieciu eksperymentow) przedstawiono w postaci
srednich arytmetycznych =+ btad standardowy sredniej (= SD). Do przeprowadzenia analizy
statystycznej wykorzystano: jednoczynnikowg analize¢ wariancji (porownanie wskaznikow
przyrostu, przezycia i apoptozy komorek traktowanych lekami, ocena potencjatu
podziatowego komorek po indukcji réznicowania, ocena redukcji NBT oraz ekspresji
antygenéw CD11b 1 CD14), dwuczynnikowg analiz¢ wariancji z wyznaczeniem
wspotczynnika determinacji R? (poroéwnanie wskaznikow przyrostu, przezycia i apoptozy w
zalezno$ci od dawki 1 czasu trwania hodowli z lekiem) oraz analizg regresji z wyznaczeniem
wspotczynnika korelacji r (zalezno$¢ pomigdzy przezyciem i apoptozg komorek). Za poziom
istotnosci przyjeto wartosci p < 0,05.

Wyniki analizy statystycznej zilustrowano odpowiednimi wykresami.
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IV WYNIKI

1.  Wplyw Ara-C, daunorubicyny, mitoksantronu i etopozydu na proliferacj¢i

przezycie komorek HL60 i NB4.

1.1. Test Alamar Blue.

Komoérki obu linii wykazaty wrazliwos$¢ na zastosowane dawki cytostatykow,
przejawiajacg si¢ spadkiem wskaznika przyrostu (efektem cytostatycznym) jak i przezycia

populacji (efektem cytotoksycznym).

Arabinozvd cvtozyny.

Zaobserwowano znaczny spadek proliferacji komorek po 24- i 48 godzinach hodowli
z Ara-C (Ryc.1a) W przypadku obu linii komérkowych stwierdzono istotng statystycznie
(p < 0,05) wyktadniczg zalezno$¢ spadku poziomu przyrostu komoérek od dawki leku. Czas
inkubacji z Ara-C wptywat istotnie (p < 0,01) na spadek wskaznikdéw przyrostu obu linii
komoérkowych (w stosunku do poziomu przyrostu kontroli) (Ryc. 2a 1 3a). Stwierdzono
znamienne statystycznie (p < 0,05) réznice w spadku wartos$ci tego wskaznika pomiedzy linig
HL60 i NB4 po 24 godzinach trwania hodowli z lekiem, przy czym silniejsze dziatanie
cytostatyczne zaobserwowano dla linit NB4. Powyzszych roznic nie stwierdzono po 48-
godzinach hodowli z Ara-C (Ryc. 4a i 4b).

W przypadku obu linii zaobserwowano obnizenie warto$ci wskaznika przezycia po
24- 148 godzinach hodowli z Ara-C oraz stwierdzono istotng (p < 0,01) wyktadnicza
zalezno$¢ spadku tego wskaznika od stezenia leku (Ryc. 3b 1 4b). Dla stezenia 48 uM

zaobserwowano okoto 50% spadek przezycia komorek obu linii po 24-godzinnej hodowli
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(Ryc. 1b). Czas trwania hodowli z Ara-C miat znamienny (p < 0,05) wptyw na obnizenie
wartos$ci % przezycia dla obu linii (Ryc. 3b i 4b). W stosunku do tego wskaznika wykazano
réwniez istotne (p < 0,05) rdznice pomigdzy liniami komdrkowymi tylko po 24 godzinach
hodowli z lekiem z tym jednak, Ze efekt cytotoksyczny byt silniejszy w stosunku do linii NB4

(Ryc. 5ai 5b).
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Ryec. 2. Zalezno$¢ wskaznikow przyrostu (a) i przezycia (b) komoérek
linii HL60 od dawki przy r6znych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z arabinozydem cytozyny (liniami przerywanymi oznaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryec. 3. Zalezno$¢ wskaznikow przyrostu (a) i przezycia (b) komoérek

linii NB4 od dawki przy roznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z arabinozydem cytozyny (liniami przerywanymi oznaczono
poziom przyrostu kontroli).
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Ryc. 4. Poréwnanie wskaznikow przyrostu komoérek linii HL60 1 NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z arabinozydem cytozyny
(liniami przerywanymi oznaczono poziom przyrostu kontroli).
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Ryec. 5. Poréwnanie wskaznikow przezycia komorek linii HL.60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z arabinozydem cytozyny.
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Daunorubicyna.

Zastosowanie daunorubicyny spowodowato znaczny spadek wskaznika przyrostu
komorek po 24- i1 48 godzinach hodowli (Ryc. 6a). Wyktadnicza zalezno$¢ wskaznika
przyrostu od dawki byta znamienna statystycznie (p < 0,01) dla obu linii. Czas trwania
hodowli z lekiem wptywat istotnie (p < 0,05) na spadek wartosci tego wskaznika komorek
obu linii (w stosunku do poziomu przyrostu kontroli) (Ryc. 7a i 8a). Stwierdzono istotne
statystycznie (p < 0,05) r6znice w zakresie obnizenia warto$ci wskaznika przyrostu pomigdzy
linig HL60 i NB4 zaréwno po 24- jak 1 48 godzinach hodowli z daunorubicyna, przy czym
silniejszy efekt cytostatyczny zaobserwowano dla linii HL60 (Ryc. 9a i 9b).

Odsetek przezycia komorek obu linii zmniejszal si¢ stopniowo i byt rowniez
wykladniczo zalezny od dawki leku (p < 0,01) (Ryc. 6b, 7b i1 8b). Dla stezenia 0,16 uM
stwierdzono okoto 50% spadek przezycia komoérek po 24- godzinnej hodowli (Ryc. 6b). Czas
trwania hodowli z daunorubicyng wykazywat znamienny (p < 0,05) wplyw na spadek
wskaznika przezycia komoérek obu linii. (Ryc. 7b i 8b). Linie komoérkowe roznity si¢ istotnie
(p <0,01) pod wzgledem obnizenia warto$ci tego wskaznika, a silniejszy efekt cytotoksyczny

stwierdzono dla linii HL60 (Ryc. 10a i 10b).
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Ryec. 7. Zalezno$¢ wskaznikow przyrostu (a) i przezycia (b) komoérek
linit HL60 od dawki przy r6znych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z daunorubicyng (liniami przerywanymi oznaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryec. 8. Zalezno$¢ wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) komorek
linii NB4 od dawki przy réznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z daunorubicyng (liniami przerywanymi oznaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryc. 9. Poréwnanie wskaznikow przyrostu komoérek linii HL60 1 NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z daunorubicyng
(liniami przerywanymi oznaczono poziom przyrostu kontroli).
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Ryec. 10. Porownanie wskaznikow przezycia komorek linii HL60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z daunorubicyna.
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Mitoksantron.

Inkubacja z mitoksantronem rowniez powodowata wyrazny efekt cytostatyczny (Ryc.
11a). W przypadku obu linii spadek poziomu wskaznika przyrostu byl wyktadniczo zalezny
od dawki (p <0,01). Czas trwania hodowli z lekiem réwniez miat istotny (p < 0,05) wptyw na
obnizenie wartos$ci tego wskaznika w przypadku obu linii (w stosunku do poziomu przyrostu
kontroli) (Ryc.12a i 13a). Stwierdzono znamienne statystycznie (p < 0,05) réznice w zakresie
spadku warto$ci wskaznika przyrostu pomiedzy komorkami obu linii po 24 godzinach
hodowli z mitoksantronem, a silniejszy efekt cytostatyczny zaobserwowano dla linii NB4
(Ryc.14a 1 14b).

Drugi z obserwowanych wskaznikow, tj. odsetek przezycia komorek, w obu liniach
ulegat stopniowemu obnizeniu (zalezno$¢ wyktadnicza) wraz ze wzrostem stezenia leku
(p <0,01) (Ryc. 11b, 12b i 13b). DIla dawki 0,8 uM zaobserwowano okoto 50% spadek
przezycia komorek po 24- godzinnej hodowli (Ryc. 11b). Czas trwania hodowli z lekiem miat
istotny (p < 0,05) wptyw na spadek przezycia komorek obu linii (Ryc.12b i 13b). W stosunku
do tego wskaznika wykazano znamienne statystycznie (p < 0,01) réznice pomi¢dzy liniami
komoérkowymi tylko po 48 godzinach hodowli z mitoksantronem, przy czym efekt

cytotoksyczny byl silniejszy w stosunku do linii NB4 (Ryc. 15a1 15b).
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Ryec. 12. Zaleznos$¢ wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) komorek linii

HL60 od dawki przy réznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z mitoksantronem (liniami przerywanymi oznaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryc.13. Zalezno$¢ wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) komorek linii
NB4 od dawki przy réznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z mitoksantronem (liniami przerywanymi oznaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryec. 14. Porownanie wskaznikow przyrostu komorek linii HL60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z mitoksantronem
(liniami przerywanymi oznaczono poziom przyrostu kontroli).
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Ryec. 15. Porownanie wskaznikow przezycia komorek linii HL60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z mitoksantronem.

53



Etopozyd.

Pod wptywem etopozydu wskaznik przyrostu komorek obu linii ulegat zmniejszeniu
(zalezno$¢ wyktadnicza) wraz ze wzrostem dawki leku (p < 0,01). Czas trwania hodowli z
lekiem miat istotny (p < 0,05) wplyw na spadek poziomu przyrostu komoérek obu linii (w
porownaniu do kontroli)(Ryc. 16a, 17a 1 18a). Zaobserwowano znamienne statystycznie
réznice w obnizeniu warto$ci tego wskaznika pomig¢dzy liniami tylko po 24 godzinach
hodowli z etopozydem, a silniejszy efekt cytostatyczny stwierdzono dla linii NB4 (Ryc.19a
1 19b).

Odsetek przezycia komorek linii HL60 i NB4 ulegal stopniowemu obnizeniu wraz ze
wzrostem ste¢zenia leku. Stwierdzono wyktadnicza zalezno$¢ spadku wskaznika przezycia
komorek obu linii od dawki (p < 0,005) (Ryc. 17b i 18b). Dla stezenia 16 uM wykazano
okoto 50% spadek przezycia komorek po 24- godzinnej hodowli (Ryc. 16b). Czas trwania
hodowli z etopozydem miat istotny wplyw na spadek wartos$ci tego wskaznika dla obu linii
(p <0,01) (Ryc. 17b i 18b). Linie komorkowe roznity sig¢ istotnie (p < 0,05) pod wzgledem
obnizenia wartosci odsetka przezycia po 24 1 48 godzinach hodowli z lekiem (silniejszy efekt

cytotoksyczny stwierdzono w przypadku linii NB4) (Ryc. 20a i 20b).
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Ryec. 17. Zalezno$¢ wskaznikéw przyrostu (a) 1 przezycia (b) komorek linii
HL60 od dawki przy réznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z etopozydem (liniami przerywanymi 0znaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryec. 18. Zaleznos$¢ wskaznikdéw przyrostu (a) 1 przezycia (b) komorek linii

NB4 od dawki przy réznych czasach hodowli (24- i 48 godzin)
z etopozydem (liniami przerywanymi 0znaczono poziom
przyrostu kontroli).
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Ryec. 19. Porownanie wskaznikow przyrostu komorek linii HL.60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z etopozydem (liniami
przerywanymi oznaczono poziom przyrostu kontroli).
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Ryec. 20. Porownanie wskaznikow przezycia komorek linii HL60 iNB4
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1.2. Ocena apoptozy.

Arabinozyd cvtozyny.

Analiza mikroskopowa jader komorkowych wykazata wzrost odsetka komorek
apoptotycznych w populacji obu linii po inkubacji z Ara-C (zalezno$¢ kwadratowa,
p <0,01)(Ryc. 21, 22a 1 22b). W przypadku obu linii czas hodowli z lekiem wplywatl istotnie
(p < 0,05) na wzrost wartosci wskaznika apoptozy. Lini¢ HL60 charakteryzowat istotnie
nizszy (p < 0,001) odsetek komoérek apoptotycznych w poréwnaniu z NB4 po 24- 1 48
godzinach hodowli z lekiem, co zgodne jest z zachowaniem si¢ wskaznika przezycia (po 24

godzinach hodowli)(Ryc.23a 1 23b).
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Ryec. 21. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek HL60 i NB4 po 24- 1 48
godzinach hodowli z Ara-C .
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Ryec. 23. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek linii HL.60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z arabinozydem cytozyny.
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Daunorubicyna.

Wskaznik apoptozy dla obu linii wzrastat znamiennie wraz ze wzrostem dawki leku
(zaleznos¢ kwadratowa, p < 0,005). Rowniez czas inkubacji z daunorubicyng miat znamienny
(p < 0,05) wptyw na wzrost wskaznika apoptozy w przypadku obu linii (Fot. 1, Ryc.24, 25a i
25b).

Nie stwierdzono istotnych réznic w zachowaniu si¢ tego wskaznika pomiedzy obiema
liniami komorkowymi zaréwno po 24- jak i 48 godzinach hodowli z lekiem (Ryc. 26a i 26b).
W tym wzgledzie wynik uzyskany przy ocenie apoptozy odbiegat od wyniku uzyskanego

przez pomiar wskaznika przezycia, przy ktorym wrazliwo$¢ obu linii r6znita si¢ znamiennie.
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Fot. 1. Apoptoza komoérek HL60 traktowanych 0,8 uM daunorubicyna.
(A) komorki nie inkubowane z lekiem,
(B) komorki po 24-godzinnej hodowli z lekiem,
(C) komorki po 48-godzinnej hodowli z lekiem.
(powigkszenie x 200)
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Ryec. 24. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek HL60 i NB4 po 24- 148
godzinach hodowli z daunorubicyna.
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Ryec. 25. Zalezno$¢ wskaznika apoptozy komorek HL60 (a) i NB4 (b)
od dawki przy réznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z daunorubicyna.
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Ryec. 26. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek linii HL60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z daunorubicyna.
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Mitoksantron.

Wskaznik apoptozy zwigkszat si¢ stopniowo wraz ze wzrostem stezenia leku
(zalezno$¢ kwadratowa, p < 0,01). Czas trwania hodowli z lekiem wplywat istotnie (p < 0,05)
na wzrost odsetka komorek apoptotycznych tylko w przypadku linii HL60 (Ryc.27, 28a 1
28b).

Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy warto§ciami wskaznika apoptozy dla obu

populacji komorkowych (Ryc. 29a 1 29b).
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Ryec. 28. Zaleznos¢ wskaznika apoptozy komorek HL60 (a) i NB4 (b)
od dawki przy roznych czasach hodowli (24- 1 48 godzin)
z mitoksantronem.
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Ryec. 29. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek linii HL.60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z mitoksantronem.
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Etopozyd.

Wskaznik apoptozy komorek obu linii poddanych dziataniu etopozydu wykazywat
stopniowy wzrost, zalezny (kwadratowo) od dawki leku (p < 0,001). Czas trwania hodowli z
etopozydem rdwniez miat istotny (p < 0,05) wptyw na wzrost warto$ci wskaznika apoptozy
komorek obu linii (Rye.30, 31a1 31b).

Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie r6znic w ilo$ci komorek

apoptotycznych pomiedzy liniag HL60 i NB4 (Ryc. 32a 1 32b).
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Ryec. 30. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek HL60 1 NB4 po 24- 148
godzinach hodowli z etopozydem.
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z etopozydem.
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Ryec. 32. Porownanie wskaznikow apoptozy komorek linii HL.60 i NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z etopozydem.

76



2. Ocena zaleznoS$ci pomicdzy wskaznikiem przezycia a wskaznikiem apoptozy

komorek.

Dla wszystkich stosowanych lekéw zaobserwowano zalezno$¢ odwrotnie

proporcjonalng pomigdzy spadkiem przezycia a apoptoza komorek obu linii. Podkresli¢

nalezy, ze w niektorych przypadkach oba te wskazniki wzajemnie si¢ uzupetiaty (np. 27%

przezycia 1 88% apoptozy dla daunorubicyny) (Tab. 3 14, Ryc. 33-40 aib).

Tab. 3. Wartosci wspotczynnika korelacji (r) 1 prawdopodobienstwa (p) pomiedzy
przezyciem a apoptoza komorek HL60 po 24- i 48 godzinach hodowli z lekami.

HL60/24h Ara-C Daunorubicyna | Mitoksantron Etopozyd
r= -0,96 -0,98 -0,97 -0,97
= 0,0026 0,0003 0,0016 0,0007
HL60/48h
r= -0,98 -0,98 -0,97 -0,98
= 0,0002 0,0003 0,001 0,0003

Tab. 4. Wartosci wspodtczynnika korelacji (r) i prawdopodobienstwa (p) pomigdzy
przezyciem a apoptoza komorek NB4 po 24- 1 48 godzinach hodowli z lekami.

NB4/24h Ara-C Daunorubicyna | Mitoksantron Etopozyd
r= -0,97 -0,98 -0,93 -0,97
= 0,0006 0,0006 0,0066 0,001
NB4/48h
r= -0,98 -0,98 -0,94 -0,98
= 0,0002 0,0003 0,0046 0,0002
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Ryec. 33. Korelacja pomi¢dzy przezyciem i apoptozg komoérek HL60
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z arabinozydem cytozyny.
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Ryec. 34. Korelacja pomi¢dzy przezyciem i apoptoza komorek HL60
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z daunorubicyna.
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Ryec. 35. Korelacja pomigdzy przezyciem i apoptoza komoérek HL.60

po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z mitoksantronem.
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Ryec. 37. Korelacja pomigdzy przezyciem i apoptoza komorek NB4
po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z arabinozydem cytozyny.
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Ryec. 38. Korelacja pomigdzy przezyciem i apoptoza komorek NB4

po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z daunorubicyna.
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Ryec. 39. Korelacja pomigdzy przezyciem i apoptozg komoérek NB4

po 24- (a) 1 48 godzinach (b) hodowli z mitoksantronem.
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3. Porownanie wrazliwosci komoérek obu linii w stosunku do tej samej dawki

badanych lekéw.

Wszystkie leki zastosowane w tej samej dawce (0,8 uM) spowodowaty statystycznie
znamienny spadek wskaznikow przyrostu i przezycia (p < 0,01). Wrazliwos¢ komorek byta
najwyzsza w stosunku do daunorubicyny. Efekt dziatania mitoksantronu byl nieco stabszy, a
najmniejszg wrazliwo$¢ wykazano po zastosowaniu arabinozydu cytozyny i etopozydu (Ryc.
41a141Db). Obie linie nie roznily si¢ znamiennie wrazliwoscig na leki mierzong w powyzszy
sposob.

Podobny wynik otrzymano poréwnujac odsetek komorek apoptotycznych uzyskany
dla dawki 0,8 uM. Wrazliwos¢ komorek byta najwyzsza dla daunorubicyny, potem
mitoksantronu, a najnizsza wobec etopozydu 1 arabinozydu cytozyny (réznice istotne
statystycznie, p < 0,05) (Ryc.42). Przy tej dawce lekow obie linie komorkowe nie wykazaty

roéznic we wrazliwosci na badane leki.

86



300

(a)
250

200

150

% przyrostu

100

50

kontrola Ara-C daunorubicyna mitoksantron etopozyd

(b) 100

80

60

% przeSycia

40

20

i

kontrola Ara-C daunorubicyna mitoksantron etopozyd

mHL60/24h m HL60/48h O NB4/24h @ NB4/48h

Ryec. 41. Porownanie wskaznikoéw przyrostu (a) i przezycia komorek (b) HL60 i NB4
po 24- 148 godzinach hodowli z lekami w stezeniu 0,8 M.
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Ryec. 42. Porownanie wskaznika apoptozy komorek HL60 1 NB4 po 24- 1 48 godzinach
hodowli z lekami w stezeniu 0,8 pM.
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4. Ocena procesu roznicowania komorek.

Komorki poddane dziataniu czynnikow réznicujacych: ATRA i PMA poréwnywano z

komoérkami hodowanymi bez obecno$ci tych czynnikow.

Za wyznaczniki postepujacego réznicowania komorek przyjeto:

spadek ich potencjalu podzialowego

- zmiany w morfologii komorek

- wzrost aktywnosci enzymdw utleniajacych wyrazony redukcja soli tetrazolowych
- pojawienie si¢ markeréw powierzchniowych charakterystycznych dla bardziej

dojrzatych form komoérkowych

4.1. Ocena potencjalu podzialowego (liczbha komoérek w 1ml).

W hodowlach obu linii stymulowanych ATRA lub PMA stwierdzono spadek liczby
komorek zaznaczajacy si¢ po 48 godzinach hodowli i bardzo wyrazny po 72 godzinach
(roznice istotne statystycznie: p < 0,001) (Ryc. 43a i 43b). Wskazuje to na obnizenie
potencjatu podzialowego komoérek pod wplywem czynnika réznicujacego. Silniejszy efekt w
tym wzgledzie wywierala inkubacja z PMA (p < 0,05).

Nie stwierdzono istotnych réznic w tempie proliferacji pomi¢dzy komorkami HL60 1

NB4 stymulowanymi do réznicowania.
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przy udziale ATRA i PMA.
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4.2. Ocena morfologiczna.

Obie linie komérkowe zmieniaty si¢ morfologicznie pod wptywem zastosowanych
induktoréw réznicowania. Koncowy obraz hodowli nie zalezat od wyj$ciowej linii
komorkowej lecz od rodzaju induktora. Po stymulacji réZznicowania przy udziale ATRA
zauwazono zmiang¢ obrazu hodowli: zréznicowanie ksztaltu i wielko$ci komorek. Na
barwionych rozmazach, oprocz komoérek o duzych, okraglych lub nerkowatych jadrach i
niewielkiej ilosci silnie zasadochtonnej cytoplazmy, pojawity si¢ komorki o jadrach gleboko
wecietych (podkowiastych lub paleczkowatych) i jasniejsza cytoplazma. Mozna byto tez
zauwazy¢ zmniejszenie stosunku jadro-cytoplazma w porownaniu z komérkami kontrolnymi.
Swiadczy to o przejéciu komérek z etapu mieloblastow i promielocytéw do form bardziej
dojrzatych odpowiadajacych metamielocytom i granulocytom pateczkowatym. Proporcja
komorek bardziej zroznicowanych wzrastata w miar¢ przedtuzania czasu hodowli z
czynnikiem stymulujagcym réznicowanie (Fot. 2 i 4).

Na rozmazach komorek poddanych dziataniu PMA obserwowano stopniowe
powigkszanie si¢ rozmiarow komorek, rozrzedzenie chromatyny jadrowej, przejasnienie i
wakuolizacj¢ cytoplazmy. Tak zmienione komorki przylegaty czgsto do siebie tworzac duze
skupiska, liczace po kilkanascie komorek. Taki obraz komorek stymulowanych odpowiadat
monoblastom, a nawet monocytom czy makrofagom. W hodowlach dtuzszych (od 48 godzin)

obserwowano komorki apoptotyczne (Fot. 3 1 5).
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Fot.2. Obraz komérek HL60 barwionych metoda May-Griinwalda-Giemsy nie
stymulowanych (A) oraz stymulowanych do réznicowania przy udziale ATRA
przez 24-(B), 48-(C) i 72 (D) godziny (powigkszenie x 400).
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Fot.3. Obraz komorek HL60 barwionych metoda May-Griinwalda-Giemsy nie
stymulowanych (A) oraz stymulowanych do réznicowania przy udziale PMA

przez 24-(B), 48-(C) i 72 (D) godziny (powigkszenie x 400); strzatki wskazuja
komorki apoptotyczne.
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Fot.4. Obraz komorek NB4 barwionych metoda May-Griinwalda-Giemsy nie
stymulowanych (A) oraz stymulowanych do réznicowania przy udziale ATRA
przez 24-(B), 48-(C) 1 72 (D) godziny (powigkszenie x 400).
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Fot.5. Obraz komorek NB4 barwionych metoda May-Griinwalda-Giemsy nie
stymulowanych (A) oraz stymulowanych do réznicowania przy udziale PMA

przez 24-(B), 48-(C) i 72 (D) godziny (powigkszenie x 400); strzatki wskazuja
komorki apoptotyczne.
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4.3. Test NBT.

W celu oceny stymulacji roznicowania badano rowniez zdolno$¢ komorek do indukcji
,»wybuchu tlenowego” przy uzyciu testu NBT. Hodowle kontrolne wykazaty okoto 10%
odsetek komorek z ciemnoniebieskimi ztogami zredukowane;j soli tetrazolowej (komorki
NBT-dodatnie) dla wszystkich analizowanych punktéw czasowych. Po inkubacji z ATRA lub
PMA zaobserwowano wzrost liczby komoérek zdolnych do redukcji NBT w poréwnaniu z
kontrola, przy czym liczba takich komorek wzrastata w miare przedtuzania inkubacji z
czynnikiem réznicujacym (Tab. 5, Ryc. 44a 1 44b). Komorki liniit HL60 okazaty si¢ w tym
tescie bardziej wrazliwe na stymulacj¢ PMA niz ATRA. Odsetek komorek NBT-dodatnich w
tej linii byt bowiem znamiennie (p < 0,005) wyzszy po stymulacji za pomocga PMA niz po
stymulacji z uzyciem ATRA. Efekt dzialania ATRA na komdrki HL60 byt przy tym istotnie
(p <0,005) nizszy od efektu wywieranego na komorki NB4.

W odniesieniu do komorek linii NB4 oba czynniki uzyte do indukcji r6znicowania
spowodowaty podobny wzrost odsetka komérek NBT-dodatnich (porownywalny z

wartosciami uzyskanymi dla linii HL60 po zastosowaniu PMA).

Tab. 5. Wartosci odsetka komorek NBT-dodatnich stymulowanych do réznicowania.

% komorek NBT-dodatnich (= SD)

czas hodowli ATRA PMA

HL60 NB4 HL60 NB4

24 h 16,0 (£ 2,5) | 25,5 (£3.,5) | 29,4 (+ 3,0) | 22,5 (= 3,2)

48 h 35,6 (£2,0) | 47,8 (£ 4,3) | 60,0 (+3,3) | 55,4 (+4,1)

72 h 61,0 (£5,2) | 72,8 (+5,0) | 82,4 (£5,5) | 78,6 (+ 4.,4)
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Ryec. 44. Redukcja NBT w komorkach HL60 (a) i NB4 (b) po indukcji
roznicowania przy udziale ATRA i PMA.
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4.4. Immunofluorescencyjna ocena antygenow powierzchniowych CD11b i CD14.

Hodowle kontrolne, nie stymulowane do réznicowania, wykazywaty niski (okoto 3%)
odsetek komorek z ekspresja CD11b i CD14. Juz po 24 godzinach od podania czynnikow
stymulujacych réznicowanie zaobserwowano statystycznie istotny (p < 0,001) wzrost liczby
komorek wykazujacych czerwong fluorescencje (do 20-40%) (Tab. 6, Fot. 6, Ryc. 45a 1 45b).
W przypadku obu linii liczba komoérek wykazujacych obecno$é antygenu CD11b osiggata
najwyzsze wartosci po stymulacji ATRA. Przy hodowli trwajacej 72 godziny liczba komodrek
linii HL60 wykazujacych ekspresj¢ CD11b, uzyskana pod wplywem ATRA, nie odbiegata
znaczaco od liczby komorek z tym antygenem po indukcji PMA.

Drugi z antygenow powierzchniowych CD14, wykrywany byt tylko po stymulacji
PMA. Wyzszy poziom ekspresji CD14 (wyrazony liczba komodrek) obserwowano w populacji
HL60 niz w populacji NB4, rdznice te byty istotne statystycznie (p < 0,05) w przedziale

czasowym 48-72 godziny.

Tab. 6. Odsetek komoérek wykazujacych ekspresje antygenow CD11b 1 CD14 po inkubacji

z czynnikami réznicujacymi.

) % komorek pozytywnych (£SD)
rodzaj . .
czas inkubacji ATRA PMA PMA
komorek

CD11b CD11b CD14
24 h 43,0 (+ 5,0) 22,5 (+ 6,4) 31,2 (+7.,5)
HL60 48 h 65,3 (£ 6,5) 35,3 (£ 6,3) 44,5 (£ 6,5)
72h 74,0 (+ 5,2) 70,0 (+ 7,2) 69,5 (+ 6,4)
24 h 453 (+7,0) 25,6 (+5,5) 19,0 (+ 6,0)
NB4 48 h 62,5 (& 5,6) 39,3 (+6,2) 32,2 (+5,3)
72h 80,4 (+ 7,6) 58,6 (+ 6,6) 493 (+6,7)
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Fot.6. Ekspresja antygenu CD11b na komoérkach HL60 stymulowanych do r6znicowania
przy udziale ATRA przez 24-(A,B), 48-(C,D) 1 72 (E,F) godziny.

A, C, E - obrazy komdrek w §wietle przechodzacym,;

B, D, F - obrazy tych samych komorek po wzbudzeniu fluorescencji umozliwiajg oceng proporcji
komorek wykazujacych obecno$¢ badanego antygenu.
(powickszenie x 200)
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Ryec. 45. Ekspresja antygenow powierzchniowych CD11b i CD14 na komoérkach HL60 (a)
1 NB4 (b) po stymulacji r6znicowania przy udziale ATRA oraz PMA. Kontrola
przedstawia $rednie warto$ci odsetka komorek pozytywnych dla CD11b i CD14.
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5. Lekowrazliwo$¢ komorek HL60 i NB4 po indukcji r0znicowania.

5.1. Efekt dzialania lekow po preinkubacji komorek z ATRA.

Po preinkubacji z ATRA, a nastepnie 24-godzinnej hodowli z Ara-C i mitoksantronem
nastepowato wyrazne, statystycznie znamienne (p < 0,005) obnizenie wskaznikow przyrostu 1
przezycia w stosunku do komorek niestymulowanych do ré6znicowania (Ryc. 46a 1 46b, 47a 1
47b).

Preinkubacja z ATRA nie zmieniata wrazliwosci komoérek na daunorubicyne.

W stosunku do etopozydu stymulacja réznicowania przez ATRA skutkowata znacznie
stabszym zahamowaniem przyrostu i przezycia, gdyz oba wskazniki osiggaty warto$ci istotnie
wyzsze (p < 0,005) niz dla komorek nier6znicowanych.

Pewnym dopetnieniem tych obserwacji byto zachowanie si¢ wskaznika apoptozy,
ktory wzrastal przy spadku przyrostu i przezycia (pod wpltywem Ara-C), a spadat przy
wzroscie przyrostu i przezycia (pod wptywem etopozydu).

W stosunku do daunorubicyny i mitoksantronu nie obserwowano takiej rownolegtosci.
Wskaznik apoptozy wywotanej daunorubicyng wykazywal bowiem znamienny statystycznie
(p < 0,005) spadek po preinkubacji z czynnikiem réznicujacym, podczas gdy wptyw ATRA
na apoptoze wywotang mitoksantronem byl mniej wyrazny w porownaniu do hodowli
natywnych (Ryc. 48a 1 48b).

Obie linie komoérkowe indukowane do réznicowania wykazaly podobng wrazliwo$¢ na
wszystkie leki (roznice nieznamienne statystycznie). Efekt ten byt niezalezny od dlugosci

trwania preinkubacji z ATRA.
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Ryec. 46. Porownanie wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) po 24 godzinach
hodowli z lekami komorek linii HL60 traktowanych ATRA
(24-, 48- 1 72 godziny).
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Ryec. 47. Porownanie wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) po 24 godzinach
hodowli z lekami komorek linii NB4 traktowanych ATRA
(24-, 48-1 72 godziny).
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(24-, 48- 1 72 godziny).
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5.2. Efekt dzialania lekéw po preinkubacji komoérek z PMA.

Indukcja roznicowania przy udziale PMA spowodowata porownywalne zmniejszenie
wrazliwo$ci obu linii komérkowych w stosunku do wszystkich stosowanych lekow. Zaréwno
wskaznik przyrostu jak 1 przezycia osiggaty znamienne statystycznie (p < 0,001) wyzsze
wartosci dla komorek poddanych roznicowaniu niz w hodowlach natywnych (Ryc. 49a i 49b,
50a 1 50b). Efekt ten byl podobny dla wszystkich lekéw i nie zalezat do czasu trwania
preinkubacji z PMA.

Uzupethieniem powyzszych obserwacji byt wyrazny, kilkukrotny spadek wskaznika

apoptozy w komorkach zréznicowanych poddanych dziataniu lekéw (Ryc. 51a i 51b).
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Ryec. 49. Porownanie wskaznikow przyrostu (a) 1 przezycia (b) po 24 godzinach
hodowli z lekami komorek linii HL60 traktowanych PMA
(24- 148 godzin).
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Ryec. 50. Porownanie wskaznikow przyrostu (a) i przezycia (b) po 24 godzinach
hodowli z lekami komorek linii NB4 traktowanych z PMA
(24- 1 48 godzin).
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Ryec. 51. Porownanie wskaznikow apoptozy po 24 godzinach hodowli z
lekami komorek linii HL60 (a) i NB4 (b) preinkubowanych z PMA
przez 24- 1 48 godzin.

108



V DYSKUSJA

Skuteczno$¢ dziatania chemioterapeutykow na komorki nowotworowe moze
przejawiac si¢ zahamowaniem przyrostu (efekt cytostatyczny) oraz obnizeniem przezycia
komorek (efekt cytotoksyczny). W niniejszej pracy wykazano wrazliwo$¢ linii HL60 1 NB4
na wszystkie zastosowane leki, manifestujaca si¢ zarowno spadkiem proliferacji jak i
zywotnosci komorek, przy czym wrazliwo$¢ komorek na dzialanie cytostatyczne i
cytotoksyczne nie zawsze byta jednakowa. Dodatkowym miernikiem skuteczno$ci dziatania
lekow byt wskaznik apoptozy. Poniewaz wykazano bardzo wysoka, ujemng korelacje
pomig¢dzy wskaznikiem apoptozy a wskaznikiem przezycia mozna uzna¢, ze spadek liczby
komorek wywotany byt przede wszystkim poprzez uruchomienie mechanizméw $mierci
zaprogramowane;.

Arabinozyd cytozyny, jeden z najbardziej efektywnych lekéw przeciwbiataczkowych
[20], wykazat najstabsze dziatanie na komorki HL60 i NB4 sposrod zastosowanych
cytostatykéw. Podobny efekt obserwowano w eksperymentach Wen 1 wsp. [9], gdzie
arabinozyd cytozyny uzyty w wysokim stezeniu (100 uM) powodowal okoto 45% spadek
przezycia komorek HL60 1 U937. Rowniez w innych badaniach stwierdzono, ze Ara-C
wykazywat najstabszy efekt cytotoksyczny (w poréwnaniu z mitoksantronem i paclitaxelem)
na komorki HL60 [14]. By¢ moze przyczyna byta nasilona inaktywacja leku w komorkach.
Stwierdzono bowiem, iz w warunkach in vitro obserwuje si¢ czesto zwigkszony poziom
deaminazy cytydyny lub deaminazy monofosforanu deoksycytydyny (dCMP) w komorkach
linii bialaczkowych. W efekcie dochodzi do deaminacji Ara-C i Ara-CMP do nieaktywnych

metabolitow Ara-U i Ara-UMP [8,25].
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Daunorubicyna, lek nalezacy do grupy antracyklin, wykazata najwyzsza skuteczno$¢
w zahamowaniu wzrostu i przezycia komorek. Efekt ten nasilat si¢ w miar¢ uplywu czasu
hodowli. Natomiast mitoksantron spowodowat stabsze niz daunorubicyna zahamowanie
proliferacji i przezycia. Glowny mechanizm dziatania tych lekéw polega na indukcji
uszkodzen DNA poprzez oddzialywania z topoizomeraza II oraz na tworzeniu wolnych
rodnikow [13]. Jak wykazaty inne badania, mitoksantron, powoduje jednak zaledwie sladowy
stres oksydacyjny w komdrkach docelowych [10]. Inny zastosowany cytostatyk, etopozyd,
hamujacy topoizomeraz¢ 11, ale nie indukujacy powstawania wolnych rodnikow [13], rowniez
wykazal mniejsza skuteczno$¢ dziatania na komorki HL60 i NB4, w poroéwnaniu z
daunorubicyng. By¢ moze ten podwojny mechanizm dzialania wyjasnia fakt wigkszej
skuteczno$ci daunorubicyny w zahamowaniu proliferacji i przezycia komorek biataczkowych.

Dziatanie wiekszos$ci chemioterapeutykéw zalezy od zastosowania odpowiedniej
dawki, a takze od wtasciwego czasu ekspozycji komoérek nowotworowych na dany lek.
Obserwacje wlasne wykazaly wykladnicza zalezno$¢ spadku wskaznikow przyrostu i
przezycia od zastosowanych dawek wszystkich lekow. Rowniez czas inkubacji z lekami
generalnie mial wptyw na zachowanie si¢ wskaznikow przyrostu i przezycia badanych
komorek. Come i wsp. [12] potwierdzili wyzsza skutecznos¢ dziatania daunorubicyny na
obnizenie zywotno$ci komorek HL60 przy dluzszej ekspozycji na dziatanie leku (24-, 48-1 72
godziny).

Podczas stosowania chemioterapii, poprzez odpowiedni dobor dawek dazy si¢ do tego,
aby $mier¢ komorek nowotworowych nastgpowata na drodze apoptozy, a nie nekrozy.
Wszystkie zastosowane w eksperymentach leki wykazaty efekt proapoptotyczny
manifestujacy si¢ charakterystycznym obrazem jader komdrkowych. Szczegdlng uwage
zwraca fakt, ze w przeprowadzonych badaniach efekt apoptozy uzyskiwano przy dawkach

lekéw réznigcych si¢ o 1-2 rzedy wielkos$ci (np. etopozyd), cho¢ mozna byto oczekiwaé
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wywotania $mierci o charakterze martwicy przez znacznie wyzsze st¢zenia lekow.
Obserwacje wtasne potwierdzaja dane Ray i wsp. [14], ktorzy wykazali, ze Ara-C i
mitoksantron stosowane w st¢zeniach réznigcych si¢ o 1-3 rzedy wielkosci wywotuja
apoptoze komorek HL60. W badaniach wlasnych stwierdzono, ze bezwzglgdne wartos$ci
wskaznikow przezycia 1 apoptozy mimo, iz korelowaly ze soba, nie zawsze si¢ uzupetniaty.
Po podaniu Ara-C najwyzszy odsetek apoptozy nie przekroczyt 45%, natomiast wskaznik
przezycia osiggnat wartosci o potowe nizsze. Mogto to by¢ zwigzane z faktem, ze obserwacja
morfologiczna pozwala na identyfikacj¢ komorek w poznej fazie apoptozy, o zaawansowane;j
kondensacji chromatyny. Obecno$¢ komorek we wezesnych stadiach apoptozy, o obnizonej
aktywnos$ci metabolicznej ale jeszcze bez zmian w chromatynie mogla mie¢ w pewnym
stopniu wptyw na warto$ci wskaznikow przezycia uzyskane przy pomocy testu Alamar Blue.

Chemioterapeutyki mogg aktywowac rozne szlaki biochemiczne, prowadzace w
efekcie do apoptozy. Przyjmuje si¢ na ogot, ze zarowno radio- jak i chemiowrazliwo$¢
komorek uwarunkowana jest prawidtowym funkcjonowaniem biatka p53, ktore z kolei
reguluje ekspresje innego biatka supresorowego p21. Utrata biatka p21 moze powodowaé
zatamanie si¢ systemu kontroli dotyczacej syntezy DNA. Tymczasem komorki obu badanych
linii HL60 1 NB4 wykazuja brak prawidtowego biatka p53. W ich przypadku apoptoza
wywotana lekami jest wigc niezalezna od tego genu [9]. Zamiast mechanizmu wywolanego
uszkodzeniem DNA uruchomiony by¢ musi alternatywny szlak apoptozy. Na mozliwos¢
indukcji apoptozy na drodze bezposrednio zwigzanej z udziatem mitochondriéw wskazuja
badania Wen i wsp.[9] z uzyciem migdzy innymi Ara-C i etopozydu.

Wazna rolg w apoptotycznej $mierci komoérek nowotworowych przypisuje si¢ réwniez
ceramidowi. Wykazano bowiem, iz wiele chemioterapeutykéw, miedzy innymi Ara-C,
etopozyd, daunorubicyna, mitoksantron, aktywuje w komorkach biataczkowych

sfingomielinaz¢. Enzym ten katalizuje hydroliz¢ sfingomieliny w btonie komérkowe;j
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1 wytwarzanie ceramidu, odpowiedzialnego za indukcje apoptozy [35].

W eksperymentach z uzyciem wzrastajacych dawek lekow stwierdzono réznice
wrazliwos$ci obu linii. Linia NB4 byla bardziej podatna na efekt cytotoksyczny arabinozydu
cytozyny, mitoksantronu a takze etopozydu (dla dwdch ostatnich lekow tylko wskaznik
przezycia wykazywal znamienng réznice, ktorej nie stwierdzono przy zastosowaniu
wskaznika apoptozy). Wydaje sig¢, ze taka odpowiedz komorek obu linii bialaczkowych na
leki moze wynika¢ z r6znic w ich tempie proliferacji: szybciej dzielace si¢ komorki moga
by¢ bardziej wrazliwe na chemioterapeutyki. W niniejszych badaniach komorki linii NB4,
nie traktowane lekami, charakteryzowaly si¢ bowiem wigkszym przyrostem niz komorki linii
HL60. Gieseler 1 wsp. [13] stwierdzili ponadto, iz szybciej proliferujace komorki linii
biataczkowych wykazaly wigkszg aktywnos¢ topoizomerazy 11, a tym samym byly bardziej
wrazliwe na inhibitory tego enzymu, mi¢dzy innymi etopozyd. Allouche i wsp. [44] rowniez
potwierdzili wigkszy efekt cytotoksyczny etopozydu i mitoksantronu na komorki linii NB4
niz linii HL60. Natomiast w eksperymencie z uzyciem jednakowej dawki wszystkich lekow
(0,8 uM) wykazano co prawda r6zng wrazliwo$¢ komoérek w stosunku do zastosowanych
lekoéw: najwicksza wobec daunorubicyny, a najmniejsza w stosunku do etopozydu i
arabinozydu cytozyny, przy czym nie stwierdzono znamiennych r6znic pomig¢dzy liniami.

Kliniczne ograniczenia stosowania chemioterapii, przede wszystkim ze wzgledu na
efekty uboczne oraz zjawisko opornosci komorek nowotworowych na leki, prowadza do
poszukiwania innych metod terapeutycznych. Zjawisko zatrzymania procesu réoznicowania
komorek mieloidalnych, obserwowane w przypadku AML, doprowadzito do stosowania
czynnikow indukujacych ten proces, zarowno samych jak i w potgczeniu z chemioterapia.
Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na istnienie czynnikéw indukujacych dalsze
réznicowanie komorek biataczkowych in vitro [61,62,77,80,96]. W aktualnych

eksperymentach udowodniono, ze linie HL60 i NB4 poddane dziataniu kwasu
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transretinowego (ATRA) oraz octanu mirystynianu forbolu (PMA) ulegaja odpowiednio
réznicowaniu w kierunku granulocytéw segmentowanych i monocytéw. Stymulowane
komorki reagowaty zmiang morfologii oraz obnizeniem proliferacji. Postep procesu
réznicowania taczy si¢ ze stopniowq utratg zdolnosci komorki do podziatéw: im komorka jest
bardziej zr6znicowana, tym rzadziej si¢ dzieli. Ketley i wsp. [70] stwierdzili, ze pod
wplywem ATRA i PMA komorki linii biataczkowych HL60, NB4, U937 zatrzymujg si¢ w
fazie Go/G1 lub G1.

Dodatkowo oceniano czy i do jakiego stopnia komoérki stymulowane do réznicowania
wykazuja przestrojenie metaboliczne wyrazone w postaci ,,wybuchu tlenowego”. Wiadomo
bowiem, ze podczas dojrzewania do granulocytow i monocytow dochodzi do specjalizacji
funkcjonalnej tych komodrek zwiazanej ze zdolno$cig do fagocytozy [48]. W trakcie procesu
fagocytozy dochodzi do pobudzenia komoérkowych proceséw oddechowych i powstania
reaktywnych utleniaczy [95]. Na podstawie tego zjawiska dokonano oceny poziomu
zréznicowania komoérek HL60 1 NB4 stosujac test NBT. Wysoko reaktywne nadtlenki
generowane w zroznicowanych komorkach redukuja NBT, co objawia si¢ powstaniem
wewnatrzkomoérkowych ciemnoniebieskich ztogdw [54]. W przedstawionych badaniach
stwierdzono znaczny wzrost odsetka komoérek NBT-pozytywnych w hodowlach
preinkubowanych z ATRA Iub PMA, w porownaniu z komdrkami nie stymulowanymi do
réznicowania. Wyniki te potwierdzaja rowniez obserwacje innych autoréw, ktorzy wykazali
zwigkszong zdolnos$¢ komorek linii: HL60, NB4, THP-1 1 U937 do redukcji NBT po
stymulacji r6znicowania pod wptywem kwasu retinowego i estrow forbolu [53,54,93].

Kolejnym dowodem indukcji procesu réznicowania w komérkach HL60 i NB4 pod
wplywem ATRA i PMA byta zwigkszona ekspresja antygenow powierzchniowych CD11b
1 CD14. Zjawisko to stwierdzono takze w wielu innych eksperymentach, w ktorych linie

komorkowe AML i APL traktowane ATRA lub PMA wykazywaly zwigkszong ekspresj¢
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mig¢dzy innymi CD11b (pod wptywem ATRA i PMA) oraz CD14 (pod wptywem PMA)
[52,53,70].

Chociaz wszystkie badane parametry wskazujace na réznicowanie komorek narastaly
pod wplywem inkubacji z ATRA lub PMA, to jednak dynamika ich zmian byta
niejednakowa. Po pierwsze, na podstawie wynikow uzyskanych w tescie NBT mozna sadzic,
1z komorki linii HL60 wykazaty wigksza specjalizacj¢ funkcjonalng po stymulacji PMA,
natomiast komorki linii NB4 — podobng po stymulacji ATRA i PMA. Po drugie, ekspresja
wybranych antygenéw powierzchniowych najwyrazniej narastata pod wplywem ATRA,
podczas gdy potencjat podzialowy komorek podlegat najwiekszemu ograniczeniu pod
wplywem PMA. Mogloby to wskazywac¢ na fakt, iz r6zne cechy komorek ulegajacych
réznicowaniu regulowane sg na drodze odmiennych sygnatéw metabolicznych.

Obecne badania potwierdzaja zatem, ze linie HL60 i NB4 sg zdolne do réznicowania
w kierunku granulocytéw i monocytéw/makrofagow pod wplywem egzogennych induktorow.
W $wietle ostatnich doniesien proces ten w nowotworowych komorkach blastycznych wydaje
si¢ by¢ jednak nieco inny niz w prawidtowych komadrkach hemopoetycznych. Stwierdzono
bowiem, ze linia HL60 ulega réznicowaniu pod wplywem ATRA w kierunku neutrofilow, a
pod wptywem PMA w kierunku monocytdéw, ktore nie sa jednak identyczne jak normalne
dojrzate komorki. W badaniach ekspresji antygendéw zaobserwowano bowiem odmienny
profil czasteczek powierzchniowych w komorkach biataczkowych linii traktowanych in vitro
ATRA oraz PMA w pordwnaniu z prawidtowymi neutrofilami i monocytami. W liniach
bialaczkowych nie stwierdzono migdzy innymi obecno$ci antygenéw CD16, CD66 i CDSS8,
ktérych ekspresja jest wysoka na granulocytach [77]. W innych eksperymentach zauwazono
ponadto, ze ani §wiezo izolowane od pacjentéw komorki ostrej biataczki promielocytowej
(APL) ani linie komérkowe APL nie wykazuja obecno$ci wtdrnych ziarnistosci po

traktowaniu ATRA [54].
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W literaturze istnieje znaczaca liczba doniesien wskazujacych na to, ze proces
réznicowania komorek biataczkowych moze mie¢ wplyw na ich wrazliwo$¢ w stosunku do
chemioterapeutykow [44,46,91].

W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze pod wplywem kwasu transretinowego
zwigksza si¢ wrazliwo$¢ komorek HL60 1 NB4 w stosunku do Ara-C i mitoksantronu.

W $wietle ostatnich danych literaturowych indukcja roznicowania komorek biataczkowych

w kierunku neutrofilow pod wptywem ATRA, nasila cytotoksyczne dziatanie arabinozydu
cytozyny w stosunku do tych komorek [61]. Istniejg doniesienia, ze kwas transretinowy
powoduje zmiany w ekspresji gendw kodujacych biatka pro- i antyapoptotyczne. Stwierdzono
migdzy innymi redukcje wewnatrzkomorkowego poziomu jednego z inhibitoréw apoptozy
Bcl-2 podczas stymulacji réznicowania zaréwno linii komérkowych AML jak i prawidtowych
prekursoréw szpikowych [60,90]. W innych badaniach zaobserwowano ponadto, ze komorki
NB4 hodowane w obecnosci ATRA wykazaly zwigkszong ekspresja biatka TRAIL, jednego

z mediatorow zewngtrznego szlaku apoptozy [97]. Pewne znaczenie moze mie¢ réwniez

fakt, ze niektore leki przeciwnowotworowe, miedzy innymi Ara-C, stosowane w niskich
dawkach moga indukowa¢ réznicowanie komérek AML [61]. A wiec spadek przezycia
komorek hodowanych uprzednio z ATRA, a nastepnie traktowanych lekami moégtby wynika¢
z powstania dodatkowego bodzca do roznicowania i w efekcie prowadzi¢ do apoptozy.

Odmienne rezultaty uzyskano indukujac réoznicowanie w kierunku
monocytow/makrofagow poprzez uzycie PMA. Komorki linii HL60 i NB4 stymulowane
w ten sposob wykazaty obnizong wrazliwo$¢ w stosunku do wszystkich zastosowanych
chemioterapeutykow. Efekt ten wyrazony byt wzrostem wartosci liczbowych wskaznikow
przyrostu i przezycia oraz drastyczng redukcja warto$ci wskaznika apoptozy. Powyzsze
obserwacje potwierdzaja badania tych autorow, ktérzy wykazali, ze PMA hamuje

indukowang etopozydem apoptoz¢ komorek HL60 1 U937 [92]. Obserwowane obnizenie
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chemiowrazliwosci komorek traktowanych PMA stoi w zgodzie z doniesieniami o
hamowaniu apoptozy (indukowanej promieniowaniem i glukokortykoidami) komorek linii
NALMG przez trwalg stymulacje kinazy biatkowej C [76]. Pojawily si¢ rowniez doniesienia,
ze PMA ogranicza proces apoptozy takze na drodze niezaleznej od PKC. Wykazano, iz
hamuje on aktywno$¢ sfingomielinazy i obniza produkcj¢ ceramidu [73]. W innych badaniach
stwierdzono, iz komorki réznicowane przy udziale PMA byty oporne na apoptoze
indukowang Fas-L [97]. Pod wptywem estréw forbolu obserwowano réwniez podwyzszenie
poziomu biatek antyapoptotycznych (Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1) szczegélnie w komodrkach
adherentnych ulegajacych réznicowaniu [75,92].

Rozwazajac zwigzek pomig¢dzy poziomem zroéznicowania komorek a ich
chemiowrazliwos$cig nalezy réwniez zwroci¢ uwage na bezposredni wpltyw induktoréw
réznicowania na cykl komérkowy. Podczas stymulacji réznicowania in vitro przy udziale
ATRA obserwowano zmniegjszenie proporcji komorek linii biataczkowych znajdujacych sie w
fazach S 1 Go+M [70]. Ze wzgledu na to mozna oczekiwacé, ze cata populacja okaze si¢ mniej
wrazliwa na stosowane leki, poniewaz dziatanie wielu chemioterapeutykow jest najsilniejsze,
gdy komorki znajduja w fazie S. Zaobserwowany w obecnej pracy wyrazny spadek
wrazliwo$ci komorek obu linii w stosunku do etopozydu po indukcji réznicowania zarowno
przy pomocy ATRA jak i PMA moze wynika¢ z jego dziatania hamujacego topoizomerazg II,
ktore najsilniej wyraza si¢ w fazie S. Mozliwe jest rowniez, ze mniejsza wrazliwos¢ komorek
stymulowanych do réznicowania w stosunku do uzywanych lekow wynika z usprawnienia
proceséw naprawy DNA zachodzacych przy udziale biatka p21 [70,72]. Biatko p21 nalezydo
inhibitoréw cyklu komorkowego, a jego ekspresja w prawidtowych komarkach jest w
zasadzie regulowana przez biatko p53. Z doniesien literaturowych wynika jednak, ze
aktywacja p21 moze zachodzi¢ rowniez na drodze niezaleznej od p53. Opisano bowiem, iz

komorki HL60, pozbawione jak wspomniano czynnego biatka p53, po traktowaniuréznymi
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induktorami r6znicowania, mi¢dzy innymi ATRA, wykazywaly wysoka ekspresja biatka p21
[70].

Przedtuzone dziatanie czynnika rdznicujacego generalnie nie miato wptywu na
poziom lekowrazliwo$ci komorek. Mozna sadzi¢ zatem, iz samo zainicjowanie procesu
réznicowania w zasadniczy sposob wptywa na reakcje komorek w stosunku do lekéw. Z
opublikowanych danych wynika bowiem, ze juz w ciagu 8- 24 godzin od dodania ATRA do
hodowli HL60 i NB4 dochodzi do zmian w ekspresji gendw waznych dla indukcji
réznicowania (np. receptora dla retinoidow RARP), po czym dopiero nastepuja zmiany w
ekspresji genow zaangazowanych w procesach dojrzewania i apoptozy [58].

Nalezy roéwniez wzia¢ pod uwage, ze wptyw na chemiowrazliwo$¢ moze mie¢ nie
tylko samo réznicowanie, ale przede wszystkim sposéb jego indukcji. Zaobserwowano
bowiem rézne efekty dziatania lekow po traktowaniu ATRA oraz PMA.

Warto podkresli¢, iz po indukcji roznicowania nie stwierdzono rdznic we wrazliwos$ci
pomigdzy liniami komérkowymi.

Jednak mimo wielu doniesien, molekularne mechanizmy proceséw réznicowania i
apoptozy nie sa w pelni wyjasnione, a dostgpne wyniki nie zawsze sg catkowicie zgodne, co z
pewnoscia $wiadczy o stopniu ztozonos$ci tego zagadnienia. Na pewno nie bez wptywu na
uzyskiwane rezultaty pozostaje fakt, ze dotychczasowe eksperymenty prowadzone byty na
réznorodnym materiale: pierwotne hodowle komorkowe lub linie komérkowe.

Z punktu widzenia praktyki klinicznej wazng informacj¢ stanowi zmniejszanie si¢
wrazliwo$ci komorek linii biataczkowych na niektére leki obserwowane pod wptywem
stosowanych induktoréw réznicowania. Jezeli poprzez odpowiednig kombinacje lekéw uda
si¢ doprowadzi¢ do réznicowania si¢ komorek in vivo, to rOwnoczes$nie moze spadac

wrazliwos¢ tych komorek na dotychczas stosowane chemioterapeutyki.
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W badaniach lekowrazliwos$ci in vitro 1 pézniejszej korelacji uzyskanych wynikéw z
sytuacja in vivo nalezy bra¢ pod uwagg to, iz metabolizm cytostatyku jest inny in vitro 1 in
vivo (migdzy innymi inaktywacja, wydalanie). Ponadto w warunkach hodowli komérkowe;j
leki sg zwykle testowane pojedynczo, a przy réoznych kombinacjach stosowanych podczas
leczenia moze dochodzi¢ do znoszenia lub wspomagania ich dziatania [26].

Testowanie chemiowrazliwo$ci w warunkach hodowli komoérkowej moze stanowic
jednak wazny czynnik oceny klinicznej, poniewaz brak cytotoksycznego dziatania leku in
vitro oznacza, ze z pewnoscig nie bedzie on skuteczny klinicznie. Natomiast w przypadku
stwierdzenia lekowrazliwo$ci istnieje prawdopodobienstwo, ze cytostatyk bedzie dziatat takze

in vivo [26].
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VI WNIOSKI

Przeprowadzone badania wskazujg na to, iz:

L.

Komorki linii HL60 i NB4 okazaty wrazliwo$¢ w stosunku do zastosowanych lekoéw
(arabinozydu cytozyny, daunorubicyny, mitoksantronu i etopozydu), ktéra wyrazata
si¢ zar6wno zahamowaniem proliferacji (efekt cytostatyczny) jak i spadkiem
przezycia komorek (efekt cytotoksyczny).

Najstabsze dziatanie na komorki obu linii zaobserwowano w przypadku arabinozydu
cytozyny, najsilniejsze — po zastosowaniu daunorubicyny.

Komorki linii NB4 wykazaty wigkszg wrazliwos¢ na trzy sposrdd zastosowanych
lekow (arabinozyd cytozyny, mitoksantron, etopozyd).

Zaréwno efekt cytostatyczny jak i efekt cytotoksyczny wykazywal wyktadnicza
zalezno$¢ od dawki.

Efekt dzialania lekow nasilat si¢ wraz z przedluzeniem czasu inkubacji.

Spadek liczby zywych komorek pod wptywem zastosowanych lekow wynikalz
indukcji apoptozy.

Wplyw procesu réznicowania si¢ komorek na ich lekowrazliwos¢ zalezat od czynnika
stymulujacego réznicowanie i kierunku tego procesu.

Roéznicowanie komorek w kierunku granulocytow segmentowanych indukowane
ATRA nasilato ich wrazliwo$¢ na arabinozyd cytozyny i mitoksantron, natomiast
zmniejszato wrazliwo$¢ na etopozyd.

Stymulacja réznicowania w kierunku monocytow/makrofagdéw przy udziale PMA

obnizata wrazliwos¢ komodrek na wszystkie zastosowane leki.
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