im. M. Nenckiego PAN

O
>‘\ instytut biologii doswiadczalne;j

Mechanizm smierci 1 starzenia ludzkich limfocytow T
— rola $ciezki sygnalizacyjnej odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR)

Zbigniew Korwek

Rozprawa doktorska
wykonana w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia

promotor: Prof. dr hab. Ewa Sikora

Warszawa, 2012



Pragne serdecznie podziekowa¢é

Mojemu promotorowi, Prof. Ewie Sikorze
za opieke, wszechstronng pomoc 1 po§wigcony czas

Annie Bielak-Zmijewskiej

Grazynie Mosieniak

Oldze Alster

za pomoc w przygotowaniu tej pracy

oraz wszystkim kolezankom z
Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia i Pracowni Cytometrii
za milg atmosfere pracy



Spis tresci

2.

3.

WYKAZ WYBRANYCH SKROTOW: .........ooiiiiiiiiiincinieseiss s 6
WWSTEP ..ottt h e h e bt bt e b e ekt e R bt e ab e eb e e e bt e ekt e b e e beesbesheesheesheesbeenas 10

2.0, LIMFOCYTY T ottt b bbbt e bbbt R bt b e e b nn e renreene s 10
2.2. ODPOWIEDZ NA USZKODZENIA DINA ..ottt 11
2.3. ZRODLA USZKODZEN DINA ..ottt 12
2.4, AKTYWACIA SZLAKU DDR ...ttt 13
241  Detekcja uszkodzen DINA ............cccuviiiiiiiiiiiiii st 14

2411, AKyWaCja KINAzZY ATM....c.oiiiiieiiicie sttt sttt sttt e et teabesbesre b 14

2812, AKIYWACIA ATR cooooeveoreeveoeeeeeeeseeseessseeeeseseessssseessssesesesesseseessesessseseesseseeessessessseessseeessees 15

24.2 Przekazanie sygnatu od uszkodzen — formowanie skupisk biatek ...................cc.cc.c....... 16

243 KiNAZY EfEKIONOWE. ......veiieeiice et re e re e 17

2.4.4  Bialka efektorowe — P53.......cc.oiiiiiiii s 18

245  Inhibitor cyklu komorkowego — biathko p21. ...........ccccoovvoviviiiiiiiiiiiicce 21

2.5. SKUTKI AKTYWACII SZLAKU DDR ..ottt 23
251  Naprawa uszkodzen DNA............c.ccouoiiiiiiiiiiiii e 23

25.2 F Y o] 0] (02 N PP PP PR TPPTPN 24

2521, SZIAK WEWNGIIZILY .....eeiuitiitireeeieee sttt ettt r et nrenr e ene 26

2.5.2.2. SZIAK ZEWIGIIZIY ...ttt sttt sttt b e bbb be e b e b et beenbe b e b enr et e 27

2.5.2.3.  Alternatywny szlak apoptozy — KaSPazZa-2.........ccccevruririeririieninieiesieesie e 28

2.5.2.4. Rolaapoptozy w rozwoju i homeostazie lIMfOCYIOW T....ocevveieririeiieieneneeeiee e 29

253 StATZENTE KOMOTKOWE ...t 30

CELE T ZALOZENIA ..ottt 33
MATERIALY I METODY ..ottt et steesteaee st e sneesneenteesteenteaneeas 35

4.1, IMIATERIALY ..ttt sttt h etttk s e e e e e et ehe e eR e e m e e n e e s e s s s e e nbe e nneen e e e enn e e 35
A 110 OUCZYNNIKI L.ttt bbb bbbttt e 35

81,2, PUZECTWCIAIA ...ttt ettt 37

A.1.3. ZBSTAWY .oouveieiie ittt ettt st b et b et e e e b e e nnre e nnes 38

O {0 74, ] Y PP PRSPPI 38

4141 Roztwory w izolacji imfocytOW CD3 ......ccooiiiiiiiiiireeee e 38

4142 Roztwory do traktowania KOmMOTEK...........cccceiiiiiiiiiiiiieiii e 38

4.1.4.3 Roztworystosowane w preparatyce MikroSKOPOWE] ........ccevverveeruiaesienerieniereeeeiesiesiesiesie s 38

4.1.4.4 Roztwory stosowane w oznaczaniu aktywnosci kwasnej B-galaktozydazy ...........c.cccovvvenee. 39

4.1.45 Roztwory stosowane W metodzie FADU ..ot 39

4146 Roztwory stosowane metodzie Western DIOt............ccooveeiiiiiiniiiiicc s 39

4.1.5.  Zele poliakiylamidOwe ................c.coeuereeeueeeeeieeeeeeeeeeseeeesese s sese s es e 41

4.1.6.  Wykorzystywany Sprzet i OPFOZIAMOWANIE .............eecvereereereeieseeseesseesseanseaeesseesseenes 41

4.2, IMEETODY . ttiteittettet ettt h bbbt e b bR Rkt e e bR AR E e Rt et R R Rt R R et n e r b b 41
4.2.1.  Materiat badawczy-komorki i linie komOrkowe ...............ccccoviviiiiiiiiiiiciiiiins 41



Wykaz wybranych skrotow:

4.2.2.  Izolacja limfocytow CD3+ z frakcji leukocytarno-phythOwej ...........cccovveveeiveinicnnnnnnn, 42
4.2.3.  Traktowanie KOMOFEk ..............cc.couiiiiiiiiiii e 43
4.2.4.  Indukcja starzenia replikacyjnego limfocytow T in VItFO. ......cccccevevivensienieneieseseeenn, 44
4.2.5.  Indukcja przyspieszonego starzenia limfocytow T niskimi dawkami etopozydu. .......... 44
4.2.6.  Oznaczanie fenotypu MOCYIOW T.......cccveoveviiiiiiiiiiiiiicce e 45
4.2.7.  Analiza poziomu smierci komorkowej przy uzyciu Aneksyny Vi 7-AAD ............ccc...... 45
4.2.8.  Oznaczanie poziomu aktywnej kaspazy-2 w zywych komorkach.............c.cc.cccooeeenne. 46
4.29.  Oznaczanie aktywnosci SA-f-galaktozydazy...........ccccooviieiiiineiiiiieeee e, 47
4.2.10. Barwienia immunoCytOChEMICZNE ........cvcveieieie et 47
4.2.11. Analiza poziomu biatek technikg Western BIOHING ...........ccccocvoveiiiiieiienieeie e 48
4.2.11.1  1z01acja biatka.......ccooiiiiiiiece s 48
4.2.11.2  Wyrdwnanie 1loSCi Diatka .........ccoiiiiiiiiiiicic s 48
4.2.11.3  WESLern BIOLING........ccooiiiiiiiiiiii s 49
42014 SHIPPING cotvettrteteeiet ettt bbb r ettt 49
4.2.12. Detekcja uszkodzenn DNA technikg FADU ............ccccccoiviiiiiiiiiiiiiiiecee s 50
4.2.13.  Pomiar ilosci DNA w komorce - cykl KOMOTKOWY ..........c.cccviiiiiiiiiiiiiiiiici s 51
4.2.14. Oznaczanie poziomu aktywnego biatka BAX ..........c..cccccovvviniiiiiiiiiiiiici s 51
4.2.15.  Analiza StatySIYCZNA ......ccveieeiice et nne e 52
VWY INTIK e e et b ettt r et n e 53

5.1. UszKODZENIA DNA PROWADZA DO AKTYWACJI SZLAKU DDR | APOPTOZY LUDZKICH LIMFOCYTOW T
53
5.1.1.  Analiza ilosci DNA w spoczynkowych limfocytach T i komorkach linii Jurkat............. 53
5.1.2.  Pomiar markeréw $mierci komorkowej spoczynkowych limfocytéow T i komdrek linii
Jurkat traktowanyCh etOPOZYIEM. .......ccciiiiiiiiieiee e 54
5.1.3.  Detekcja markerow podwéjnych uszkodzenn DNA (yH2AX i 53BP1) w komdrkach

traktowanyCh EtOPOZYUEM.........ccviiieiee et nre e e nnee e 59
5.1.4.  Poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem mierzony metodg FADU. ............ 61
5.1.5.  Szlak DDR w spoczynkowych limfocytach T i komorkach linii Jurkat traktowanych
=10 0070 < ST 63
5.2. WPLYW INHIBITORA ATM NA AKTYWACJE SZLAKU DDR ORAZ LOS KOMORKI. ....ccuvveiiireniieeiiieesineeens 64
5.2.1.  Wplyw KU-55399 na fosforylacje kinazy ATM indukowang etopozydem. .................... 64
5.2.2.  Wplyw KU-55933 na poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem.................... 66
5.2.3.  Wplw KU-55933 na tworzenie skupisk yH2AX i 53BP1 w spoczynkowych limfocytach
T traktowanyCh etOPOZYAEIM. ....ccveeivieice et eene e 67
5.2.4.  Aktywacja szlaku DDR w limfocytach T traktowanych etopozydem i KU-55933. ........ 69

5.25. Wplyw KU55933 na apoptoze spoczynkowych limfocytow T indukowang etopozydem.70
5.3. INDUKCJA SMIERCI KURKUMINA SPOCZYNKOWYCH LIMFOCYTOW T I KOMOREK LINII JURKAT. .......... 73
5.3.1.  Wphw kurkuminy na przezywalnos¢ spoczynkowych limfocytow T i komérek linii
Jurkat.73
5.3.2.  Markery uszkodzenn DNA w komdrkach traktowanych kurkuming ................c.cc.cooue... 77



Wykaz wybranych skrotow:

54.

5.5.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.
6.5.

5.3.3.  Poziom uszkodzenn DNA w komdrkach traktowanych kurkuming mierzony metodg

FADU. .ot bbbt bbb R R b E bRt Rt e b et b b r e 78
5.3.4.  Aktywacja szlaku DDR w komorkach traktowanych kurkuming. ...................cccoovennnne. 80
ROLA $CIEZKI SYGNALIZACYJNEJ USZKODZEN DNA (DDR) W SMIERCI I STARZENIU LUDZKICH
LIMFOCYTOW T INDUKOWANYCH STRESEM REPLIKACYINYM IN VITRO. ..cociiiiiiiiiiiniccis e 82
5.4.1.  Stymulacja limfocytow T niespecyficznym miogenem PHA. ...........cccccovviiiiiiiinninnnnn. 82
5.4.2.  Starzenie replikacyjne limfocytow T il VIIFO ........cccccouoiiiiiiiiiiiiieiieie e 82
5.4.3.  Uszkodzenia DNA w limfocytach T ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu. ................. 84
5.4.4.  Aktywacji szlaku DDR podczas starzenia replikacyjnego limfocytow T. ...........c.......... 86
5.4.5.  Apoptoza limfocytow T podczas starzenia replikacyjRrego. ...........ccccoovivvviiniininninenne. 87
PRZYSPIESZONE STARZENIE AKTYWOWANYCH LIMFOCYTOW T INDUKOWANE ETOPOZYDEM ............. 88
5.5.1.  Przyspieszone starzenie indukowane stresem - SIPS ..............cccooniiiiiiiiiii e 88
5.5.2.  Indeks apoptotyczny aktywowanych limfocytow T traktowanych etopozydem. ............. 89

5.5.3.  Markery uszkodzerr DNA w aktywowanych limfocytach T traktowanych niskq dawkq
L2100 o ToY4Y o [¥ AT TSP U ST PP PSP TP UPTPTPURPRRORPRTR 90
55.3.1 Aktywacja szlaku DDR w aktywowanych limfocytach T traktowanych niskg dawkq
L2100 0074 o U TS ST 91
55.4.  Aktywnosé¢ SA-p-galaktozydazy w aktywowanych limfocytow T hodowanych w
ODECHOSCE @LOPOZY AL ...t 92

5.5.5.  Indeks apoptotyczny aktywowanych limfocytow T hodowanych w obecnosci etopozydu

94

5.5.6.  Udzial procentowy subpopulacji limfocytow T podczas SIPS. ........c.cccoovociivnninnnanne. 95
(DY S S NSRS 98
ETOPOZYD JAKO ZWIAZEK INDUKUJACY USZKODZENIA DNA 1 AKTYWACIE SZLAKU DDR
PROWADZACEGO DO APOPTOZY SPOCZYNKOWYCH LIMFOCYTOW T .oocviiiiiiiiieiiree et 98
INHIBITOR KINAZY ATM — KU-55933 REDUKUJE USZKODZENIA DNA 1 APOPTOZE SPOCZYNKOWYCH
LIMFOCYTOW T TRAKTOWANYCH ETOPOZYDEM......ceiteeiteetearessresseestsessaesseessessaesseessesssssssesssesssesseens 102
KURKUMINA INDUKUJE SMIERC SPOCZYNKOWYCH LIMFOCYTOW T ORAZ KOMOREK LINII JURKAT W
SPOSOB NIE ZALEZNY OD USZKODZEN DINA ..ottt 105
ROLA szLAKU DDR W STARZENIU REPLIKACYJINYM LIMFOCYTOW T IN VITRO. ....ccovvveevieeeiieeieeeenes 109
STARZENIE AKTYWOWANYCH LIMFOCYTOW T INDUKOWANYCH ETOPOZYDEM. .....vveeviveeiieesineainnens 112
PODSUMOWANIE I WNITOSKIL......oiiiiiie sttt sttt sta e 114
STRESZCZENIE ...ttt ettt e be et e et e st e sa e et e e teebeesaesreesteesreennas 116
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt e st e s te e s te e te et e eatesasesbeesteenteesteareens 118



Wykaz wybranych skrétéw:

1. Wykaz wybranych skrétow:

7-AAD — 7-aminoactinomycin D, 7-aminoaktynomycyna D

ACAD - automonus activated cell death, Smier¢ przez zaniedbanie

AICD - activation-induced cell death, $mier¢ komoérki w wyniku aktywacji

AIDS — acquired immunodeficiency syndrome

AIF — apoptosis-inducing factor, czynnik indukujacy apoptoze

AKT - protein kinase B, kinaza biatkowa B

APAF-1 — Apoptotic protease activating factor 1, biatko wchodzace w sktad apoptosomu

APS — ammonium sulfate, nadsiarczan amonu

AP-1 — activator protein 1

ASK(1 — apoptosis signal-regulating kinase 1

ASPP — apoptosis-stimulating protein of p53

A-T — ataxia telangiectasia

ATM - ataxia telangiectasia mutated, kinaza biatkowa aktywowana uszkodzeniami DNA

ATR - ataxia telangiectasia and Rad3-related protein, kinaza biatkowa aktywowana
uszkodzeniami DNA

ATR-ATRIP — ATR interacting protein

BAX — Bcl-2-associated X protein, proapoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2

BCL-XL — B-cell lymphoma-extra large, antyapoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2

BCL-2 — B-cell leukaemia/lymphoma 2, antyapoptotyczne biatko z rodziny Bcl-2

BER — base excision repair, naprawa przez wycinanie zasad

BH3 — Bcl-2-homology domain 3, 3 region homologii biatek z rodziny Bcl-2

53BP1- p53 binding protein

BRCA1 - breast cancer type 1 susceptibility protein

BRCAZ2 — breast cancer type 2 susceptibility protein

BSA — bovine serum albumin, albumina surowicy wotowej

CAD - caspase-activated DNase, DNaza aktywowana przez kaspaze

CARD - caspase activation and recruitment domain

CBP — CREB-binding protein

CD - cluster of differentiation, kompleks réznicowania

Cdc25 — cell division cycle 25

CDK - cyclin-dependent kinase, kinaza zalezna od cyklin

c-FLIP — the caspase 8 homologue FLICE-inhibitory protein, inhibitor kaspazy 8
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Chk1 — checkpoint kinase 1, kinaza biatkowa odpowiedzialna za przekazywanie sygnatu o
uszkodzeniach DNA

Chk2 — checkpoint kinase 2, kinaza biatkowa odpowiedzialna za przekazywanie sygnatu o
uszkodzeniach DNA

CK2 — casein kinase Il

CMV - cytomegalovirus, wirus cytomegalii

COX-2 — cyclooxygenase 2, cyklooksygenaza 2

DNA — deoxyrybonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

DSB — double strand break, dwuniciowe uszkodzenie DNA

DD — death domain, domena $mierci

DDR — DNA damage response, odpowiedz na uszkodzenia DNA

DED — death-effector domain, domena efektorowa $mierci

DISC — death-inducing signaling complex

DMSO - dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

DNA-PKcs — DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit

DYRK?2 - Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 2

ECL - enhanced chemiluminescence

E2F-1 — elongation factor 2, czynnik elongacyjny 2

ERK — extracellular signal-regulated kinases

FADD - Fas-associated protein with death domain, biatko adaptorowe wigzace si¢ z
domenami $mierci

FADU — Fluorimetric detection of Alkaline DNA Unwinding

FANCJ — BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1 (BRIP1)

FBS — fetal bovine serum, wotowa surowica ptodowa

FSC — forward scatter

yH2AX — fosforylowana forma histonu H2AX w pozycji seryny 139

HIPK2 — haematopoietic progenitory kinase 2

HIV - human immunodeficiency virus, ludzki wirus niedoboru odpornosci

hMof — histone acetyltransferase

HO-1 — heme oxygenase 1, oksygenaza hemowa 1

HR — homologous recombination, rekombinacja homologiczna

HSV — herpes simplex virus, wirus opryszczki pospolitej

IAP — inhibitor of apoptosis protein, biatko bedace inhibitorem kaspaz
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ICAD - inhibitor of caspase-activated DNase, inhibitor DNAzy aktywowanej przez
kaspaze

ICAM-1 — Intercellular Adhesion Molecule 1

IKK — IxB kinase, kinaza IxB

LHD - liquid handling device

MAPK - mitogen-activated protein kinases

MCL-1 — mantle cell lymphoma

MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint protein 1

MDMZ2 — murine double minute gene 2, biatko wigzace p53

MDMX — biatko wigzace p53

MMR — mismatch repair, naprawa niesparowanych zasad

MOMP — mitochondrial outer membrane permeabilization, uprzepuszczalnienie
zewnetrznej btony mitochondrialnej

MRN — protein complex consisting of: Mrell, Rad50 and Nbsl, kompleks biatkowy
(Mrell, Rad50, Nbs1)

NBS1 — nijmegen breakage syndrome protein 1

NER - nucleotide-excision repair, naprawa DNA przez wycinanie nukleotydow

NF-kB — nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NHEJ — non-homologous end joining, taczenie nichomologicznych zakonczen

OMII — antagonista inhibitoréw apoptozy IAPs

PARP — poly (ADP-ribose) polymerase, enzym bioracy udziat w naprawie DNA

PBMC — peripheral blood mononuclear cell, jednojadrzaste komorki krwi

PBS — phosphate buffered saline, bufor fosforanowy

PCNA - Proliferating cell nuclear antigen

PE — phycoerythrin, fikoerytryna

PHA — phytohemagglutinin, fitohemaglutynina

PIDD — p53-induced protein with a death domain

PIKK — phosphoinositide 3-kinase-related kinase

Pirh2 — p53 induced ring-H2 protein

RAD50 — DNA repair protein

RAD51 — human homolog of the E.coli RecA protein, biatko zaangazowane w naprawe
uszkodzen DNA

RAIDD - receptor-interacting protein (RIP)-associated ICH1/CED-3-homologous protein

with a death domain
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RIP — receptor interacting protein

RIPK — Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase

ROS - reactive oxygen species, reaktywne formy tlenu

RPA — replication protein A

SA-B-Gal — senescence associate § galactosidase

SAPKSs — stress-activated protein kinases

SASP — Senescence Associated Secreatory Phenotype

SDS - sodium dodecyl sulfate, siarczan dodecylu sodu

SDS-PAGE - SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

SIPS — stress induced premature senescence, przyspieszone starzenie indukowane stresem

Smac/DIABLO - second mitochondria derived activator of caspase/ direct IAP binding
protein with low pl

SMC1 - structural maintenance of chromosomes 1

SSB - single strand break, jednoniciowe uszkodzenie DNA

SSC —side scatter

ssSDNA - single stranded DNA, jednoniciowe DNA

TAC — trimeric antibody complexes, kompleks przeciwciat tetramerycznych

TBP — TATA- binding protein

TCR —T cell receptor, receptor limfocytow T

Tip60 — histon acetyltransferease

Top2a; Top2p — topoisomerase 2alfa; topoisomerase 2beta

TopBP1 — DNA topoisomerase 2-binding protein 1

tBID — truncated Bid

TBST - tris-buffered saline Tween-20, bufor trisowy z Tween-20

TEMED - N,N,N’,N -tetramethylethylenediamine, N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina

TLR - Toll-like receptor

TNF — tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu

TNFRL1 — tumor necrosis factor receptor 1, receptor czynnika martwicy nowotworu

TopBP1 — DNA topoisomerase 2-binding protein 1

TRADD - tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein

TRAF2 — TNF receptor-associated factor 2

TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand

VCAM-1 — vascular cell adhesion protein 1, czasteczka adhezyjna komoérek srodblonka

XIAP — X-linked inhibitor of apoptosis protein
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2. Wstep

2.1. Limfocyty T

Limfocyty T biorg udzial w odpornosci nabytej i stanowig wazng lini¢ obrony
organizmu przed patogenami. Do ich zadan nalezy: wspieranic odpowiedzi humoralnej
(produkcji przeciwciat) i komorkowej, likwidacja komorek zainfekowanych wirusami lub
nowotworowych oraz regulacja odpowiedzi odporno$ciowej. Cechg charakterystyczng
limfocytow T jest wystepowanie na ich powierzchni czasteczki CD3 oraz TCR. Powstajg one
w szpiku kostnym z komorek hematopoetycznych, skad przedostaja si¢ do grasicy, gdzie
nastepuje ich dalszy rozwoj. Selekcja pozytywna i negatywna ma na celu eliminacj¢ komoérek
rozpoznajacych wlasne antygeny i prowadzi do powstania subpopulacji pojedynczo-
pozytywnych limfocytow T CD4+ i CD8+ [1]. Ze wzgl¢du na petniong funkcje limfocyty T
mozna podzieli¢ na trzy grupy: pomocnicze — promujace odpowiedZz humoralng (Th2) lub
komoérkowa (Thl), cytotoksyczne (Tc) — zabijajace komorki zainfekowane patogenami i
komorki nowotworowe oraz regulatorowe — hamujace odpowiedZ odpornosciows (Treg).
Powstale w grasicy spoczynkowe limfocyty T (naiwne, czyli takie, ktére nie napotkaty
aktywujacego je antygenu) wystepuja gtownie w obwodowych narzadach limfatycznych do
momentu ich aktywacji przez antygeny patogenéw. Antygenowo specyficzne komorki ulegaja
aktywacji 1 ekspansji klonalnej (proliferacji) oraz przemieszczajg si¢ do miejsca infekcji lub
ognisk zapalnych. Po eliminacji zagrozenia duza liczba aktywowanych limfocytow T ulega
apoptozie w celu zachowania homeostazy, co chroni przed rozwojem chordb
autoimmunologicznych 1 nowotworow. Przezywa tylko mata grupa dtugozyjacych komoérek
pamigci, ktore zapewniajg szybka odpowiedz w przypadku napotkania tego samego antygenu
[2].

Powyzszy opis w bardzo skrocony sposob przedstawia etapy zycia limfocytow T, w
ktérych apoptoza odgrywa bardzo wazng role. Istnieje kilka mechanizméw $mierci
limfocytow T zwigzanych z aktywacja zewnegtrznego oraz wewngtrznego szlaku
apoptotycznego. Zewnetrzny jest zwigzany z aktywacja powierzchniowych receptorow
Smierci. Natomiast wewngtrzny moze by¢ indukowany réznego rodzaju czynnikami
stresowymi, jak np. brak czynnikéw wzrostowych [3]. Dodatkowo limfocyty T, jak roéwniez
inne komorki organizmu, narazone sg na réznego rodzaju szkodliwe czynniki prowadzace do
Smierci komorkowej. Do tej grupy mozna zaliczy¢ uszkodzenia DNA indukowane przez

zwigzki cytotoksyczne, metabolizm komorki oraz przypadkowe btedy replikacji. Uszkodzenia
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DNA powstaja podczas skracania telomeréow 1 wtedy moga prowadzi¢ do starzenia

komoérkowego.

2.2. Odpowiedz na uszkodzenia DNA

Informacja genetyczna zawarta w DNA jest bez watpienia najcenniejszym
sktadnikiem komorki. Jakiekolwiek uszkodzenia DNA =zagrazajg nie tylko wiernemu
przekazaniu informacji genetycznej kolejnym generacjom, ale takze zyciu catego organizmu.
Dlatego komorki eukariotyczne wyksztalcily system monitorujacy DNA, nazwany szlakiem
odpowiedzi na uszkodzenia DNA — DDR (ang.: DNA Damage Response). Jest to zbior
ztozonych odpowiedzi chronigcych integralno$¢ genomu komorki [4], ktore poprzez biatka
detektorowe, rozpoznaja uszkodzenia DNA i uruchamiajg kaskade przekazywania sygnatu,
aktywujaca odpowiednig odpowiedz komorkowsa [5, 6]. Szlak DDR ma dwie rozne, lecz
skoordynowane funkcje: zapobiega lub zatrzymuje duplikacje, przez co uniemozliwia
przekazanie uszkodzonego DNA do komorek potomnych oraz jednoczesnie aktywuje
mechanizmy naprawy uszkodzen materialu genetycznego. Dzialania zwigzane z
zatrzymaniem cyklu komoérkowego znane sa jako punkty kontroli cyklu komoérkowego.
Komorki ssakow posiadajg trzy gldwne punkty kontroli uszkodzen DNA: G1/S, S i G2/M
(Rys. 2.1.) [7]. Uruchomienie punktéw kontroli, ktore wspdlnie z mechanizmami naprawy
nazywane jest odpowiedziag na uszkodzenia DNA, a aktywacja tej odpowiedzi moze
prowadzi¢ do przezycia lub $mierci komorki. Los komorki zalezy od poziomu uszkodzen
DNA, sprawnosci systemow naprawczych oraz rodzaju komoérki [8]. Jezeli uszkodzenia sg
niewielkie, a komorka szybko 1 wlasciwie je naprawi, pozwala to przezy¢ komorce 1 dalej
prawidlowo funkcjonowaé. Natomiast, jesli uszkodzenia sa powazne, nastgpuje eliminacja
komorki w wyniku uruchomienia programowanej $mierci komoérkowej — apoptozy [9].
Istnieje jeszcze jedna mozliwos¢. W komorce z uszkodzonym DNA moze dojs¢ do
nieodwracalnego zatrzymania cyklu komérkowego, zahamowania podzialow 1 komorka moze
ulec starzeniu. Powyzszy opis dotyczy sytuacji, kiedy szlak DDR dziala poprawnie.
Jakiekolwiek zaburzenia jego dziatania, niesprawne systemy naprawy, indukcji apoptozy lub
starzenia sg bardzo niebezpieczne, poniewaz moga prowadzi¢ do niestabilnosci genetycznej i

transformacji nowotworowej [4].
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Rys. 2.1. Punkty kontroli cyklu komoérkowego. Komoérki spoczynkowe (GO) pod wptywem
czynnikow wzrostowych aktywujacych cykl komorkowy, ktérego progresja moze byc
zatrzymana pod wplywem uszkodzen DNA. Wyro6znia si¢ trzy gtéwne punkty kontroli cyklu
komorkowego G1/S, S 1 G2/M, w ktorych nastgpuje monitorowanie uszkodzen DNA i
uruchamianie szlaku DDR. Zmodyfikowane wedtug [10]

2.3. Zroédla uszkodzeh DNA

Limfocyty T, tak jak inne komorki organizmu, podczas swojego zycia narazone s3 na
réznorodne czynniki szkodliwe, ktére moga powodowaé uszkodzenia DNA. Materiat
genetyczny uszkadzany jest najczesciej podczas proliferacji komodrek (replikacji DNA),
zachodzace] w roéznych fazach rozwoju limfocytow T. Poczawszy od podziatow i
roznicowania hematopoetycznych komodrek macierzystych do dalszego rdéznicowania i
aktywacji dojrzatych limfocytow [11]. Po wydostaniu si¢ limfocytéw T do krwioobiegu,
okresy podzialow, réznicowania i dojrzewania rozdzielone sa stadiami spoczynkowymi
(zahamowanie proliferacji), w ktorych podatno$¢ na indukcj¢ uszkodzen DNA jest nizsza
(brak replikacji DNA). Moze to by¢ pewnego rodzaju mechanizm ochrony komorek
spoczynkowych przed mato toksycznymi czynnikami szkodliwymi. [12]. Jednakze
odpowiednio duza dawka, badZz silny induktor jest w stanie generowaé uszkodzenia DNA
réwniez w komorkach spoczynkowych.

Czynniki uszkadzajace DNA mozna podzieli€ na wewnetrzne — generowane
spontanicznie przez metabolizm DNA 1 zewnetrzne — Srodowiskowe. Powoduja one

powstawanie réznego rodzaju zaburzen (deaminacje, depurynacj¢, metylacje, addukty i
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peknigcia nici DNA). Szacuje sie, ze w kazdej komorce powstaje ponad 10° spontanicznych
uszkodzen DNA kazdego dnia [13]. Zrodtem uszkodzen wewnetrznych generowanych w
limfocytach moga by¢ molekularne mechanizmy zaangazowane w rozwoj i dojrzewanie —
programowana rearanzacja DNA V(D)J, bledy replikacji lub metabolizm komorki (reaktywne
formy tlenu), ktory jest bardzo aktywny zwlaszcza podczas ostrej fazy odpowiedzi
odporno$ciowej. Zewngetrzne uszkodzenia mogg pochodzi¢ z fizycznych i chemicznych
zrodet, na ktore komorki naszego organizmu narazone s3 podczas zycia. Zaliczy¢ do nich
mozna promieniowanie jonizujace, UV oraz roznorodne zwigzki cytotoksyczne, ktore
generujg jednoniciowe (SSB) i dwuniciowe uszkodzenia DNA (DSB). Uszkodzenia DNA
moga by¢ wynikiem bezposredniego dziatania czynnika na tancuch DNA lub powstawac
poprzez zablokowanie replikacji i transkrypcji [14]. DSB sa najgrozniejszymi uszkodzeniami
DNA poniewaz brak jest komplementarnej matrycy shuzacej do naprawy. Nienaprawione
mogg prowadzi¢ do peknie¢ chromosomow 1 translokacji, co jest zwigzane z defektami w
rozwoju limfocytéw prowadzacych do zaburzen odpornosci i predyspozycji do nowotworow
[4]. Nalezy rowniez doda¢, ze gdy telomery, podczas starzenia replikacyjnego, skracaja si¢ do
dlugosci  krytycznej, wyeksponowane konce chromosomow rozpoznawane s3 jako

uszkodzenia DNA [15].

2.4. Aktywacja szlaku DDR

Centralnymi kinazami szlaku DDR sg dwa duze, $cisle zachowane ewolucyjnie biatka
nalezace do rodziny PIKK (ang.: phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase): ATM i ATR.
Kinaza ATM jest gléwnie aktywowana przez dwuniciowe uszkodzenia DNA [16] i dziata
podczas wszystkich faz cyklu komorkowego. Natomiast kinaza ATR bierze udzial w
przekazywaniu sygnalu od jednoniciowych odcinkéw DNA, powstajacych w wyniku
zatrzymania widelek replikacyjnych 1 jest aktywowana glownie podczas fazy S cyklu
komorkowego [17-19]. ATM moze rowniez aktywowac wiele biatek nalezacych do $ciezki
ATR. W praktyce czynniki uszkadzajace DNA moga aktywowaé obie kinazy, co moze
$wiadczy¢ o przeplataniu si¢ obu glownych $ciezek DDR w komérce [20]. Uszkodzenia DNA
moga rowniez aktywowac kinaz¢ DNA-PK, ktora jest zaangazowana w procesy zwigzane z

naprawg DNA, regulacja cyklu i apoptozg [21].
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2.4.1 Detekcja uszkodzen DNA

2.4.1.1. Aktywacja kinazy ATM

Wykrycie DSB nast¢puje bardzo szybko. Rozpoznanie i1 uruchomienie S$ciezki
sygnatowej od uszkodzenia wymaga wzajemnego oddzialywania migdzy kompleksem MRN 1
ATM (Rys. 2.2A.). W procesie tym inicjatorowa rol¢ odgrywa enzym PARPI, ktory
katalizuje formowanie tancucha poli(ADP-rybozy), utatwia dokowanie kompleksu MRN do
uszkodzenia DNA [22]. Kompleks MRN sktada si¢ z trzech biatek: NBS1, MRE11 i RADS50.
MRE11 wykazuje aktywno$¢ egzo- i endonukleazy i wraz z RADS50 ma zdolno$¢ do wigzania
DNA. Natomiast NBS1 odpowiada za transportowanie kompleksu do jadra. RADS0
utrzymuje razem peknigte konce nici DNA, podczas gdy MREI11, dzigki wtasciwosciom
nukleazy przetwarza wolne konce DSB. Gdy kompleks MRN zostanie przytaczony do
miejsca podwojnego pekniecia nici DNA, karboksylowy koniec biatka NBS1 oddziatuje z
kinazg ATM i rekrutuje ja do miejsca uszkodzenia DNA, gdzie nastepuje jej aktywacja [23].
Serynowo/treoninowa kinaza ATM w nieaktywnej formie wystgpuje jako homodimer, ktory
po rekrutacji do miejsca uszkodzenia DNA ulega autoaktywacji poprzez fosforylacje.
Autofosforylacji ulega seryna 1981, co prowadzi do rozpadu nieaktywnego dimeru na
katalitycznie aktywne monomery [24-26]. W komorkach cztowieka zostaty zidentyfikowane
dodatkowe miejsca autofosforylacji: Ser367 i Ser1893 niezbedne do aktywacji i
funkcjonalnosci ATM [27]. Jednakze badania na myszach oraz komorkach ludzkich
wykazaty, ze wyzej wymienione miejsca fosforylacji nie sg niezbedne do aktywacji kinazy
ATM. [23, 28]. Czynnikiem niezbednym w aktywacji ATM s3 zmiany struktury chromatyny
oraz udziat kompleksu MRN [29]. W aktywacji kinazy ATM odgrywa réwniez role acetylacja
seryny 3016 przez acetylotransferaze Tip60 [30]. Aktywne monomery kinazy ATM
fosforyluja duza liczba biatek takich jak: H2AX, p53, Chk2, NBS, BRCALl i SMC1, co

powoduje uruchomienie $ciezki sygnatlowej od DSBs.
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B. Zatrzymanie widetek replikacyjnych

Rad1
1
Kompleks 9-1-1

Rys. 2.2. Aktywacja kinazy ATM i ATR w odpowiedzi na uszkodzenia DNA. (A) Kinaza
ATM aktywowana jest przez kompleks MRN rozpoznajacy dwuniciowe uszkodzenia DNA.
(B) Aktywacja kinazy ATR wyniku zatrzymania widetek replikacyjnych — udziat biatka RPA
i kompleksu 9-1-1. Zmodyfikowane wedtug [29].

2.4.1.2. Aktywacja ATR
Aby zapobiec powstawaniu podwodjnych pegknie¢ nici DNA podczas zablokowania
widelek replikacyjnych, zostat wyksztalcony system stabilizujacy ten odcinek DNA, ktorego

celem jest zapoczatkowanie naprawy. System ten sktada si¢ z RPA (ang.: replication protein
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A), kompleksu ATR-ATRIP, TopBP1 (ang.. DNA topoisomerase 2-binding protein 1) i
kompleksu 9-1-1 (Rys. 2.2B.). Podczas replikacji, RPA wiaze si¢ do jednoniciowego odcinka
DNA powstajacego w widetkach replikacyjnych. Zapobiega to ponownemu potaczeniu si¢
rozwini¢tych nici lub powstawaniu struktur drugorzedowych. W przypadku zablokowania
replikacji, powstajace dlugie jednoniciowe fragmenty DNA polaczone z RPA powoduja
rekrutacj¢ serynowo/treoninowej kinazy ATR. Réwniez jezeli podwojne peknigcie nici DNA
jest zakonczone wystarczajaco dlugimi odcinkami jednoniciowymi nastgpuje aktywacja
kinazy ATR [31]. Proces ten odbywa si¢ za posrednictwem biatka ATRIP [32], ktore
oddziatuje bezposrednio z RPA 1 umiejscawia kompleks ATR-ATRIP w widetkach
replikacyjnych. Dodatkowo DNA potaczone z RPA jest sygnatem do rekrutacji kompleksu 9-
1-1 ztozonego z Rad9, Hus1 i Radl [33]. Rad9 oddziatuje z biatkiem TopBP1, ktore aktywuje
kinazg ATR poprzez zmiany konformacyjne kompleksu ATR-ATRIP [34]. ATR
aktywuje/fosforyluje wiele biatek bedacych sktadowymi szlaku DDR. Naleza do nich: H2AX,
BRCA1, BRCA2, Rad51 czy FANCJ, [29].

2.4.2 Przekazanie sygnalu od uszkodzen — formowanie skupisk bialek

Uszkodzenia DNA prowadza do formowania skupisk biatek (ang. foci), ktore mozna
wykry¢ metodami immunocytochemicznymi. W miejscu uszkodzenia DNA aktywna kinaza
ATM/ATR fosforyluje seryne 139 wariantu biatka histonowego H2AX (ufosforylowana
forma histonu nazywana jest YH2AX). Kinaza DNA-PK réwniez moze fosforylowa¢ histon
H2AX [35]. Fosforylacja H2AX moze obja¢ do 1-2 mega par zasad otaczajacych uszkodzenie
DNA i zapoczatkowuje rekrutacje kolejnych bialek [36]. Jednocze$nie nastgpuje
defosforylacja tyrozyny 142 H2AX, konstytutywnie ufosforylowanej, gdy nie ma uszkodzen
DNA [37]. Defosforylacja umozliwia biatku MDC1 przytaczenie si¢ bezposrednio do YH2AX
[38]. Gdy to nastapi, konstytutywna fosforylacja MDC1 przez CK2 zapewnia przejsciowe
zakotwiczenie ATM do chromatyny przy udziale NBS1, ktéry jednoczesnie wigze ATM 1
MDCI1. Pozwala to na wzmocnienie lokalnej aktywnosci kinazy ATM 1 na rozprzestrzenienie
fosforylacji H2AX na nukleosomy sgsiadujace z uszkodzeniem DNA [6, 39, 40]. Formowanie
rozlegltych regionéw (skupisk) YH2AX pelni wazng role w akumulacji 1 utrzymaniu
elementow sktadowych DDR, takich jak MRN oraz biatek posredniczacych w przekazywaniu
sygnalu BRCA1, 53BP1 w miejscu uszkodzenia DNA, chociaz nie jest wymagane do ich
poczatkowej rekrutacji. [41, 42]. Stabilizacja sktadnikéw $ciezki DDR rekrutowanych do

nukleosomoéw zawierajacych yYH2AX, jest osiagnigta dzigki udzialowi ztozonej sieci

16



Wstep

enzymoOw modyfikujacych chromatyne poprzez ubikwitynacje, sumoilacje, acetylacje i
metylacje. Wiazanie ufosforylowanego MDC1 z YH2AX pozwala na przylaczenie ligazy
ubikwitynowej E3 - RNF8 do miejsca uszkodzenia. Nastepnie RNF8 ubikwitynuje histon
H2AX oraz prawdopodobnie inne biatka, co pozwala biatku RAP80 na rekrutacjc BRCA1
oraz 53BP1. [43]. Mechanizm rekrutacji 53BP1 do skupisk nie jest doktadnie poznany.
Uwaza si¢, ze zachodzi ona dzigki zmianom konformacyjnym chromatyny spowodowanymi
ubikwitynacjg oraz metylacja biatek histonowych [40]. Biatka rekrutowane do skupiska moga
oddziatywa¢ z kompleksem MRN i/lub kinazami ATM/ATR, dzigki czemu powstaje
pozytywna petla zwrotna, powodujaca amplifikacje sygnatu od uszkodzenia DNA. Szacuje
si¢, ze jedno dwuniciowe uszkodzenie DNA moze zgromadzi¢ do kilkunastu tysigcy

czasteczek bialek [44].

2.4.3 Kinazy efektorowe.

Do tej pory odkryto ponad 700 substratéw kinazy ATM i ATR. Wsrdd nich znajduja
si¢ kinazy efektorowe Chk1 i Chk2, ktore pelnig wazng funkcje w przekazywaniu sygnatu od
uszkodzen DNA. Chkl1 jest aktywowana gtownie przez ATR, ktora fosforyluje seryng 317 i
345. Fosforylacja seryny 317 powoduje oddysocjowanie biatka Chkl, zwigzanego z
chromatyng, i jego transport do cytoplazmy, w ktorym niezbe¢dng role odgrywa fosforylacja
seryny 345. Dodatkowo fosforylacja obu seryn jest konieczna do lokalizacji Chkl w
centrosomach [45]. Natomiast za aktywacj¢ kinazy Chk2 odpowiada gtownie ATM, ktora
fosforyluje treoning 68. Stanowi to sygnat do dimeryzacji biatka Chk2, ktéra prowadzi do
autofosforylacji treoniny 383, treoniny 387 oraz seryny 516, co w konsekwencji prowadzi do
rozpadu dimeru na aktywne monomery. Ufosforylowane dimery rowniez s enzymatycznie
aktywne. Aktywacja Chk2 powoduje oddysocjowanie biatka od chromatyny i amplifikacjg
sygnatu poprzez oddziatywanie z substratami [46]. W regulacji aktywnosci Chk2/Chk1l moga
uczestniczy¢ roéwniez mediatory szlaku DDR tj.: NBS1, 53BP1, MDCI1, TopBP1, BRCAI i
Claspin, ktore nota bene sg tez substratami tych kinaz [45].

Uwaza si¢ rowniez, ze w nastepstwie indukcji DSB, kinaza ATM poprzez aktywacje¢
ATR moze posrednio przyczynia¢ si¢ do aktywacji Chkl. Stwierdzono rowniez, ze kinaza
Chk2 moze by¢ fosforylowana nie tylko przez ATM, ale takze ATR, DNA-PKcs czy inne
kinazy z rodziny PIKK. Swiadczy to o $cistym powiazaniu i przeplataniu sie szlakow
sygnatlowych ATM-Chk2 i ATR-Chk1 [45].
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Aktywowane w wyniku uszkodzen DNA kinazy Chk1 1 Chk2 fosforyluja wiele biatek
zaangazowanych w rdézne aspekty odpowiedzi szlaku DDR. Wplywaja na naprawe i
replikacje DNA, mitoze, metabolizm RNA, regulacj¢ transkrypcji 1 translacji,
przemodelowanie chromatyny oraz wiele inny procesow [47]. Niektore procesy sg wspolnie
regulowane przez obie kinazy, jednak wickszo$¢ zalezy od wplywu poszczegolnych kinaz.

Kinazy Chkl i Chk2 odgrywaja wazng role w regulacji zatrzymania cyklu
komoérkowego podczas aktywacji punktow kontroli. W odpowiedzi na uszkodzenia DNA
Chk1 dziata gtownie podczas fazy S 1 G2/M, podczas gdy Chk2 odgrywa pomocnicza role,
cze$ciowo wplywajac na punkty kontroli fazy S i G1 [48]. Chkl i Chk2 fosforylujg biatka
nalezace do rodziny fosfataz Cdc25 (Cde25 A, B i C), co prowadzi do ich ubikwityno-
zaleznej degradacji. W wyniku tego procesu Cdc25 nie moze diluzej defosforylowaé i
aktywowac bialek CDK2 i CDK1, powodujac tym samym zatrzymanie cyklu komorkowego
[20].

Kinazy efektorowe sg rowniez zaangazowane w regulacje transkrypcji podczas cyklu
komoérkowego poprzez wptyw na szlak E2F/Rb. Chk2 fosforyluje seryne 364 biatka E2F-1,
co powoduje wzrost jego stabilnosci. Chkl1 i/lub Chk2 fosforyluja seryng 612 biatka Rb, co
zmniejsza oddziatywanie Rb z E2F-1 i powoduje uwolnienie czynnika traskrypcyjnego.
Chk2, aktywujac transkrypcyjny szlak E2F-1, prowadzi do apoptozy indukowanej
uszkodzeniami DNA [45]. Chk2 i Chkl wplywaja na apoptoze zalezng od pS53; poprzez
fosforylacje prowadza do aktywacji tego biatka [49].

2.4.4 Bialka efektorowe — p53

Uszkodzenia DNA, uruchamiajac szlak DDR, prowadza do aktywacji bardzo duzej
liczby roznorodnych biatek. Kluczowym biatkiem efektorowym szlaku jest p53, ktore ze
wzgledu na swoje funkcje nazywane jest straznikiem genomu [50]. O jego waznej roli w
zyciu komorki §wiadczy fakt, ze okoto 50% nowotworow cztowieka jest wynikiem mutacji
p53. Aktywacja prawidlowego biatka p53 determinuje los komorki. W zaleznos$ci od sity
czynnika stresowego (poziomu uszkodzeh DNA) moze prowadzi¢c do przejsciowego
zatrzymania cyklu komorkowego i1 naprawy uszkodzen DNA, autofagii, apoptozy lub
starzenia. P53 dziata gtownie jako czynnik transkrypcyjny, indukujacy i/lub hamujacy
aktywacje¢ wielu genéw. Znana jest rowniez funkcja p53 niezwigzana z regulacja transkrypcji
[51].
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W prawidtowych warunkach biatko p53 utrzymywane jest w komorkach na niskim
poziomie. Odpowiadajg za to gtownie biatka MDM2 oraz MDMX. Wigza si¢ one z pS3
blokujac jego aktywnos$¢ transkrypcyjng i prowadzac do jego zaleznej od ubikwitynacji
degradacji. Ekspresja MDM2 jest regulowana przez p53, co tworzy negatywna petle zwrotna,
chronigcg komoérke przed zgubnymi skutkami nadmiaru p53. Zachwianie rownowagi miedzy
p53 a MDM2/MDMX jest punktem krytycznym w aktywacji p53 [52]. Dochodzi do tego w
momencie, kiedy po zadziataniu czynnika stresowego wywotujacego uszkodzenia DNA,
aktywowana kinaza ATM fosforyluje seryn¢ 15, a Chk2 — seryn¢ 20 biatka p53. ATM
fosforyluje takze MDM2. W wyniku tych modyfikacji oddzialywanie MDM2 z p53 jest
zablokowane, co prowadzi do zahamowania MDM2-zaleznej degradacji i w konsekwencji do
stabilizacji p53. Nastepstwem stabilizacji jest aktywacja p53 w wyniku modyfikacji
postranslacyjnych (dalszych fosforylacji, acetylacji, metylacji, ubikwitynacji, sumoilacji oraz
neddylacji) zwigkszajacych powinowactwo do specyficznych promotoréw genow. W
zaleznos$ci od silnego lub stabego powinowactwa do réznych promotoréow, p53 dziala jako
czynnik transkrypcyjny regulujacy ekspresje docelowych gendéw, ktora rowniez zachodzi
dzigki rekrutacji koaktywatoréw lub korepresorow. Wsrdd nich wazng funkcje pelnig
acetylotransferazy. Enzymy takie jak: CBP/p300, Tip60 czy hMof acetyluja p53 oraz histony,
co prowadzi do zmiany konformacji chromatyny, zwigkszajacej dostgpnos¢ dla maszynerii

transkrypcyjnej [51] (Rys.2.3.).

Stabilizacja p53 StIes
® MDM2
4 ATM/ATR
/ Chk1/Chk2
Degradacja ® o 4
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MD"E io% ,\ \‘\_ 5
Wiazanie z DNA Aktywacja
transkrypciji

Rys. 2.3. Klasyczny model aktywacji p53. Czynnik stresowy aktywujacy $ciezke DDR
powoduje oddysocjowanie pS3 od MDM?2 i zahamowanie degradacji p53. Nastepnie p53
wigze si¢ z promotorami docelowych genow i przy udziale kofaktorow nastepuje aktywacja
transkrypcji. Wedtug [51].

W odpowiedzi na warunki stresowe moga by¢ aktywowane produkty trzech roznych

rodzajow genoéw. Do pierwszej klasy mozna zaliczy¢ geny produkujace biatka MDM2, Pirh2 i

inne, ktore chronig komorke przed nadmierng aktywacja p53. Negatywna regulacja p53 jest
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prawdopodobnie najwczesniejszym etapem odpowiedzi na warunki stresowe 1 nie wymaga
acetylacji, ani rekrutacji koaktywatorow [53]. Druga klas¢ bialek stanowig biatka
zaangazowane Ww zatrzymanie cyklu komorkowego 1 naprawe uszkodzen DNA.
Najwazniejszym bialkiem tej grupy jest p2l. Zalezna od p53 rekrutacja koaktywatorow
CBP/p300 i Tip60/hMOF jest absolutnie niezbedna do aktywacji p21 [53, 54]. Dodatkowo
indukcja p21 wymaga przynajmniej czg¢sciowej modyfikacji p53 w niektdrych miejscach (na
przyktad acetylacja lizyny 320). Trzeciag grup¢ stanowig biatka zwigzane z procesem
apoptozy: PUMA, BAX, NOXA 1 inne. Poniewaz etap ten zapoczatkowuje niecodwracalny
proces apoptozy, rygorystycznie wymagana jest pelna aktywacja proapoptotycznych genow i
udzial wszystkich kluczowych koaktywatoréw. Wymagana jest rowniez modyfikacja pS3 w
wielu miejscach (np.: acetylacja lizyny 120). Rowniez korepresory takie jak MDM2 i MDMX

muszg by¢ catkowicie usuniete [51] Tabela 2.1.

Uszkodzenia DNA | Transkrybowane Skutek Modyfikacje p53
(sila sygnatu) geny biologiczny
MDMZ2, Pirh2 przezycie acetylacja nie jest
2\, komorki, konieczna
- p21, zatrzymanie czesciowa
CBP podziatow, acetylacja
m‘ ’\
Goprpans) AR BAX, PUMA, apoptoza niezbt_;dna
@ p53 OB FAS, NOXA specyficzna
RN/ acetylacja

Tabela 2.1. Roznorodna odpowiedz na skutek aktywacji p53, indukowana w zalezno$ci od
sity czynnika stresowego. Zmodyfikowane wedtug [51].

Sposéb dziatania p53 mozna skrotowo opisaé w trzech gléwnych punktach:
stabilizacja (blokowanie MDM?2), antyrepresja (fosforylacja) 1 aktywacja transkrypcji (udziat
koaktywatorow 1 dalsze modyfikacje potranslacyjne). Decydujaca role¢ w aktywacji
konkretnych genéw, a zarazem odpowiedzi komorkowej odgrywa sita czynnika stresowego.
Lagodne uszkodzenia DNA prowadza przewaznie do p53-zaleznej indukcji inhibitorow cyklu
komorkowego, takich jak p21, ktére zatrzymuja podziaty, dajac czas na naprawe¢ DNA.
Natomiast, gdy uszkodzenia sg nienaprawialne p53 indukuje starzenie lub apoptoze. Nalezy
rowniez dodac, ze efekt koncowy aktywacji p53 zalezy w duzej mierze od rodzaju komoérek
poddanych stresowi. Uwaza si¢, ze poddane dzialaniu czynnikéw stresowych fibroblasty beda
preferencyjnie ulega¢ starzeniu, podczas gdy limfocyty apoptozie. Jednakze doktadny

mechanizm regulujacy te procesy nie jest catkowicie poznany [55, 56].
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Biatko p53 moze aktywowac apoptoze w dwojaki sposob. W pierwszym przypadku
jest czynnikiem transkrypcyjnym, aktywujacym ekspresje proapoptotycznych biatek z rodziny
BCL-2 (BAX, PUMA, BID, NOXA), czy zwigzanych z zewngtrznym Szlakiem apoptozy
receptorow FAS, TRAIL 1 ich ligandow. P53 prowadzi do ekspresji wielu rodzajow
niekodujgcych mikroRNA, ktore promujg apoptoze w wyniku wyciszania biatek zwigzanych
z cyklem komoérkowym i naprawg DNA [57]. Natomiast w drugim przypadku p53 indukuje
proces apoptozy niezalezny od aktywnos$ci transkrypcyjnej. Moze bezposrednio aktywowaé
biatka BAX i BAK, powodujac ich oligomeryzacje. Biatko p53 moze réwniez oddziatywac z
antyapoptotycznymi  BCL-2, BCL-X. i MCL-1, co prowadzi do uwolnienia
proapoptotycznych biatek zawierajagcych domene BH3 [55]. Znane taz sg pewne mechanizmy
regulujace proapoptotyczng aktywnos¢ p53. Zaliczy¢ mozna tutaj liczne biatka, koaktywatory
modyfikujace p53, takie jak juz wczesniej wspomniane: CBP/p300, Tip6 1 hMOF. Wiadomo
réwniez, ze fosforylacja seryny 46 przez p38, DYRK2 czy HIPK2 promuje apoptozg¢. Jednym
z mozliwych skutkow tej fosforylacji jest oddysocjowanie p53 od inhibitora apoptozy iASPP
[51].

2.4.5 Inhibitor cyklu komérkowego — bialko p21.

Aktywacja p53, na skutek uszkodzen DNA, prowadzi¢ moze réwniez do indukcji
biatek zaangazowanych w kontrole cyklu komorkowego. Glownym celem transkrypcyjnym w
tym przypadku jest gen CDKN1A kodujacy biatko p21, ktore posredniczy w wielu procesach,
takich jak: roznicowanie, starzenie, naprawia DNA i apoptoza. Jednak najwazniejszg funkcja
jest blokowanie progresji cyklu komoérkowego, komoérek poddanych dziataniu czynnikow
stresowych. Biatko p21 wigze si¢ z kinazami cyklino-zaleznymi (CDKs) 1 blokuje ich
aktywno$¢, prowadzac do =zatrzymania podzialbw w odpowiednich fazach cyklu
komorkowego. W warunkach pozbawionych stresu, czynniki wzrostu, dzialajac na komorki
bedace w cyklu komérkowym, powoduja sekwencje aktywacji biatek CDKs: CDK4, CDK®6,
CDK2 [58]. W poznej fazie G1, fosforylacja biatka pRB odgrywa znaczaca rolg w progres;ji
miedzy fazag G1/S. Kompleks cykliny D z CDK4/6 zapoczatkowuje fosforylacj¢ pRB.
Ufosforylowane biatko pRB oddysocjowuje od czynnika transkrypcyjnego E2F, ktory
aktywuje geny niezbedne do rozpoczecia i kontynuacji fazy S, w tym cykliny E [59]. Dalsza
fosforylacja, i w konsekwencji catkowite uwolnieniec pRB od E2Fs, zachodzi dzigki
aktywnosci kompleksu cyklina E CDK2. Natomiast oddzialywanie p21 z cykling D i CDK4/6
blokuje fosforylacj¢ pRB, co skutkuje zatrzymaniem cyklu w fazie G1. Dodatkowo p21
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oddziatuje z E2F, co prowadzi do jego inaktywacji 1 w konsekwencji do blokady cyklu
komorkowego i starzenia komorkowego [60].

Biatko p21, w sposdb bezposredni lub posredni, zaangazowane jest w regulacje
punktu kontrolnego G2/M. Blokuje ono kompleksy cyklina B1 CDK1 i cyklina A CDK1/2
prowadzac do zatrzymania cyklu w fazie G2. Kompleks cykliny B z CDK1, ktory fosforyluje
i blokuje fosfataze Cdc25C, jest gtownym regulatorem rozpocze¢cia przez komoérke mitozy.
Biatko p21 wspoéldziata rowniez z 14-3-3, ktore ukierunkowuje kompleks cyklina B1 CDK1
do cytoplazmy, blokujac przejscie z fazy G2 do M [58].

Biatko p21 znane jest najlepiej ze swoich zdolnosci do hamowania wzrostu komorek,
aczkolwiek wykazuje rdwniez wtasciwosci antyapoptotyczne. Wynika to z faktu, iz wiele
zwigzkow cytotoksycznych najsilniej dziala na komorki dzielace sig¢, a zatem p21 blokujac
cykl komoérkowy, chroni komorki przed §miercia. Jednakze cytostatyczny efekt dziatania p21
moze by¢ zniesiony dzigki pewnym mechanizmom. Jednym z nich moze by¢ indukcja
apoptozy dzigki transkrypcyjnej represji genu CDKNI1A, kodujacego p21. Modyfikacje
potranslacyjne, takie jak fosforylacja, moga takze wptywaé na stabilnos¢ bialka,
cytoplazmatyczng lokalizacje czy proteolize przez kaspazg-3 [61].

Biatko p21 moze takze chroni¢ przed apoptoza indukowang brakiem czynnikow
wzrostowych, nadekspresja p53 czy podczas rdéznicowania monocytow. Wrlasciwosci
antyapoptotyczne, w tym przypadku, nie sg skutkiem blokady cyklu, tylko zalezng od p21
regulacjg transkrypcji poprzez réznorodne oddziatywania biatko-biatko lub udziat p21 w
naprawie DNA. Na przyktad, zlokalizowane w cytoplazmie p21 wigze si¢ z biatkami
zaangazowanymi bezposrednio w apoptoze 1 blokuje ich aktywnos¢. Zaliczy¢ do tej grupy
mozna: prokaspaze-3, kaspaze-8, kaspaze-10, SAPKSs (stress-activated protein kinases) i
ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). Biatko p21 moze rdéwniez pozytywnie
regulowa¢ geny kodujace antyapoptotyczne czynniki sekrecyjne. Na przyktad p21 moze takze
wigza¢ si¢ z MYC 1 E2FI, dzigki czemu hamuje ich proapoptotyczng aktywnos¢
transkrypcyjna [62, 63].

Paradoksalnie, w pewnych warunkach p21 moze promowac¢ apoptoze¢ zalezng lub nie
od p53. Dokladny mechanizm tego zjawiska nie jest znany, ale moze zaleze¢ od pozytywne;j
regulacji biatka BAX, aktywacji receptorow $mierci z rodziny TNF lub wptywu na naprawe
DNA [64]. Jednakze badania wskazujace na proapoptotyczng funkcje p21 pokazuja tylko, ze
indukcja p21 zbiega si¢ z apoptoza, a nie, ze p21 jest niezbedne do jej indukcji. Dlatego

dalsze szczegdtowe analizy potrzebne sg, aby to zweryfikowacé [65].
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2.5. Skutki aktywacji szlaku DDR

Pojedyncze 1 podwojne pgknigcia nici DNA sg bardzo silnymi aktywatorami szlaku
DDR [5]. Uruchamiana jest zlozona sie¢ wewnatrzkomérkowych Sciezek sygnatowych
sktadajaca si¢ z sensorow uszkodzen, biatek posredniczacych i efektorowych. Pierwszym
etapem jest rozpoznanie i wigzanie si¢ do uszkodzonego DNA biatek sensorycznych.
Nastepnie aktywowana jest kaskada kinaz biatkowych, ktéore wraz 2z biatkami
posredniczacymi prowadza do amplifikacji sygnatu od uszkodzenia DNA 1 aktywacji bialek
efektorowych, odpowiedzialnych za odpowiedz komorkowa [20] (Rys. 2.4).

Uszkodzenia DNA

|
ATM/ATR

!

Chk2/Chk1

}

p53

Apoptoza Naprawa DNA Starzenie

Rys. 2.4. Uproszczony schemat szlaku DDR przedstawiajacy $ciezke od uszkodzen DNA oraz
mozliwos¢ réznych odpowiedzi komorki. Gtéowne kinazy ATM i ATR aktywowane
uszkodzeniami DNA, przy udziale kinaz efektorowych (Chk2/Chkl), wptywaja na p53,
ktérego aktywacja, w zalezno$ci od poziomu uszkodzen, moze prowadzi¢ do naprawy DNA,
apoptozy lub starzenia komorki.

2.5.1 Naprawa uszkodzen DNA

Duza réznorodno$¢ uszkodzen DNA wymaga wielu, czgsto bardzo rdéznigcych sig
mechanizmow naprawy. Podczas gdy niektére uszkodzenia podlegaja naprawie w wyniku
bezposredniego dziatania biatka na zmodyfikowany nukleotyd, wigkszos$¢ jest naprawiana w
wyniku uruchamiania sekwencji katalitycznych zdarzen, w ktore zaangazowanych jest wiele
biatek. Znanych jest kilka mechanizméw naprawy réznych uszkodzenh DNA takich jak
addukty, delecje, insercje, btedy replikacji czy pojedyncze peknigcia nici DNA. Zalicza si¢ do
nich naprawe niesparowanych zasad (MMR — mismatch repair), naprawe przez wycinanie
zasad (BER — base excision repair), napraw¢ przez wycinanie nukleotydow (NER -
nucleotide-excision repair) [66-69]. Nalezy roéwniez dodaé, ze niektore nienaprawione
uszkodzenia DNA s3 omijane podczas replikacji DNA przez polimerazy niewymagajace

$cistego dopasowania zasad [70].
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W naprawe dwuniciowych uszkodzen DNA zaangazowane sg gldéwnie dwa procesy:
taczenie niechomologicznych zakonczen (NHEJ) oraz rekombinacja homologiczna (HR) [4].
Podczas NHEJ podwoéjne peknigcie nici rozpoznawane jest przez komleks Ku70/80, ktory
wigze 1 aktywuje kinaz¢ DNA-PKcs. Prowadzi to do rekrutacji i aktywacji enzymow
przetwarzajacych konce DNA, polimeraz i ligazy IV DNA. Znany jest rowniez mechanizm
niezalezny od Ku70/80, zwany alternatywnym NHEJ (alt-NHEJ), ktory wymaga
mikrohomologii koncéw i zawsze prowadzi do delecji. Naprawa NHEJ 1 alt-NHEJ moga
zachodzi¢ w kazdej fazie cyklu komorkowego, jak rowniez poza nim (faza GO), jednakze
prowadzi to do powstawania btedéw, poniewaz nie wymaga obecnosci komplementarne;j
matrycy. Mechanizm NHEJ jest takze zaangazowany w rearanzacj¢ regionow V (D) J
podczas rozwoju limfocytow [71]. Natomiast homologiczna rekombinacja HR jest gtownie
ograniczona do fazy S 1 G2 cyklu komérkowego 1 wymaga obecno$ci chromatyny siostrzane;,
co zapewnia wierng napraw¢ uszkodzenia. HR zapoczatkowana jest przez tworzenie krotkich
odcinkow jednoniciowego DNA na koncach podwdjnego peknigcia, powstajacych w wyniku
wycigcia jednej nici przez kompleks roznorodnych biatek, w tym kompleks MRN. Nastepnie
przy udziale biatek takich jak: RAD51, BRCA1 i BRCA2, ssDNA laczy si¢ z nieuszkodzong
matrycg i w nastepstwie dziatania polimeraz, nukleaz, helikaz i wielu innych bialek nastgpuje
naprawa uszkodzenia [72]. HR jest rowniez zaangazowana we wznowienie replikacji

spowodowanej zablokowaniem widetek replikacyjnych [4].

2.5.2 Apoptoza

Apoptoza jest jednym z najlepiej poznanych rodzajow $mierci komorkowej. Jest
procesem S$cisle regulowanym, w ktory zaangazowana jest bardzo duza liczba réznorodnych
biatek. Centralng role w regulacji i egzekucji wigkszo$ci rodzajow apoptozy odgrywaja
kaspazy. Produkowane sg one w formie nieaktywnych zymogenow, ktore ulegaja proteolizie
podczas aktywacji [73]. Ze wzglgdu na strukturg i funkcje wyrdzni¢ mozna dwa rodzaje
kaspaz: grupe I — zapalne, zaangazowane w proces dojrzewania cytokin (kaspaza-1, -4 i -5) i
grupa Il — kaspazy zwiazane z apoptozg. Sg to kaspazy efektorowe (tj.: kaspaza-3, -6 i -7) i
inicjatorowe (tj.: kaspaza-2, -8, -9 i -10). Kaspazy efektorowe sa konstytutywnie
produkowane przez komorki w formie dimerow, ktore ulegaja aktywacji w wyniku trawienia
przez kaspazy inicjatorowe 1 odpowiedzialne sg za proteoliz¢ biatek strukturalnych komorki.
Aktywacja kaspaz inicjatorowych zachodzi przy udziale duzych kompleksow biatek

przyporzadkowanych do dwoch glownych szlakéw apoptotycznych: zewnetrznego i
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wewnetrznego [74]. Kaspazy inicjatorowe charakteryzujg si¢ wystepowaniem domen DED
oraz CARD, dzi¢ki ktorym tacza si¢ z kompleksem biatek adaptorowych (FADD, APAF1 czy
RAIDD) (Rys. 2.5.) i w nastgpstwie dimeryzacji dochodzi do ich aktywacji [75, 76].
Dodatkowo kaspazy efektorowe, moga aktywowaé kaspazy inicjatorowe, co $wiadczy o
istnieniu wewng¢trznej petli amplifikujacej aktywacje tych biatek [3]. Aktywacja kaskady
kaspaz prowadzi do proteolizy waznych biatek komoérkowych tj.: lamina, ktorej cigcie
prowadzi do kondensacji chromatyny i obkurczenia jadra. Dodatkowo cigcie inhibitora
DNAazy (ICAD) prowadzi do aktywacji endonukleazy (CAD) i fragmentacji DNA.
Trawienie biatek cytoszkieletu (aktyna) powoduje rozpad komorki na ciatka apoptotyczne,
ktére usuwane sa przez fagocyty rozpoznajace eksponowane na powierzchni btony
umierajgcej komorki czasteczki, takie jak fosfatydyloseryna oraz réznorodne cukry, okreslane
jako sygnatl ,,zjedz mnie” [77]. Poniewaz usuwanie martwych komorek przez fagocyty
zachodzi szybko, apoptoza jest w bardzo matym stopniu procesem immunogennym [78].
Substratami kaspaz efektorowych (gléwnie kaspazy-3) sa rowniez biatka zwigzane ze
szlakiem DDR, takie jak PARP, DNA-PKcs oraz ATM. Prowadzi to do wyciszenia
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, ktore powstaja w wyniku fragmentacji DNA przez
endonukleazy (CAD). Dzi¢ki dzialaniu kaspaz proces naprawy i przekazywania sygnatu jest
specyficznie wylaczany w umierajagcych komorkach [79]. Nalezy dodaé, ze poza gtownag
funkcja apoptotyczng, kaspazy moga by¢ rowniez zaangazowane w aktywacje, proliferacje i

przezycie limfocytow T [77].
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Rys. 2.5. Gtéwne szlaki apoptozy. Zmodyfikowane wedtug [74].

2.5.2.1.  Szlak wewnetrzny

Szlak wewnetrzny, nazywany jest rowniez mitochondrialnym, moze by¢ aktywowany
r6éznego rodzaju czynnikami: uszkodzeniami DNA, stresem siateczki wewnatrzplazmatycznej,
brakiem sygnatu wzrostowego (na przyktad cytokin), stymulacjg TCR, szokiem cieplnym czy
hormonami. Jego glownym etapem jest uprzepuszczalnienie zewnetrznej blony
mitochondrialnej (MOMP) i1 uwolnienie roznorodnych biatek z przestrzeni miedzybtonowe;j
mitochondriow. Jednym z nich jest cytochrom c, ktory wraz z biatkiem APAF-1 tworzy
apoptosom. Stanowi on platform¢ aktywujaca inicjatorowg kaszpaze-9, ktéra nastepnie
aktywuje kaspazy efektorowe [80].

Wewngtrzny szlak apoptotyczny jest regulowany poprzez oddziatywania migedzy soba
anty 1 proapoptotycznych biatek z rodziny BCL-2. Gléwnymi biatkami odpowiedzialnymi za

uwolnienie zawarto$ci mitochondriow do cytoplazmy sg BAX i BAK, ktére w wyniku

26



Wstep

aktywacji oligomeryzujg i tworzg kanaty w zewngtrznej btonie mitochondrialnej. Gdy brak
jest czynnika indukujacego apoptoze, wilasciwosci proapototyczne BAX i BAK s3
zahamowane w wyniku wigzania ich przez biatka antyapoptotyczne (BCL-2, BCL-X\) [81].
Pod wplywem réznych czynnikdéw stresowych aktywowane sa proapoptotyczne biatka
nalezace do grupy BH3-only, takie jak PUMA, NOXA, BID czy BIM, ktére indukuja
apoptoze w dwojaki sposob. Jedng z mozliwosci jest wigzanie si¢ biatek BH3-only z biatkami
antyapoptotycznymi BCL-2/BCL-X., co prowadzi do blokowania ich funkcji i uwolnienia
BAX/BAK. Drugi model zaklada, ze biatka BH3-only (BIM, tBID, PUMA) przejsciowo
oddziatujg bezposrednio z BAX/BAK, powodujgc zmiang ich konformacji i aktywacje [82].

Formowanie apoptosomu i aktywacja kaspazy-9 nie jest konieczna do aktywacji
$mierci komoérek. Sugeruje to istnienie innych mechanizmoéw, w ktorych udzial biorg inne
czynniki  uwalniane z mitochondriow [83]. Uwalniane z mitochondriow biatka
SMAC/DIABLO oraz OMI/HtrA2 indukuja apoptoze poprzez hamowanie inhibitoréw
kaspaz-3, -7 i -9 - IAPs. Dodatkowo w sposob niezalezny od kaspaz dziataja Endonukleaza G
i AIF, ktore biorg udziat we fragmentacji, a AIF takze kondensacji DNA [84].

2.5.2.2.  Szlak zewnetrzny

Szlak zewnetrzny aktywowany jest sygnatem pochodzacym od powierzchniowych
receptorow blonowych. Nalezg one do rodziny receptorow $mierci TNFR 1 zalicza si¢ do
nich: CD95/FAS, TNFR1, TRAILR. Receptory $mierci aktywowane sa poprzez zwigzanie
specyficznego liganda (np.: CD95L/FASL, TNF czy TRAIL) [77]. Jednym z najlepiej
poznanych mechanizméw jest aktywacja CD95/FAS w wyniku zwigzania jego liganda
CDOSL/FASL. Prowadzi to do formowania kompleksu DISC, w ktérym w wyniku
dimeryzacji zachodzi aktywacja kaspazy-8 lub 10 [85]. Ze wzgledu na sposéb przekazywania
sygnalu od receptorow mozna podzieli¢ komoérki na dwa typy. W komorkach typu I poziom
aktywowanej w DISC kaspazy-8, jest wystarczajacy do indukcji apoptozy. Natomiast w
komorkach typu II uruchamiany jest dodatkowy mechanizm, polegajacy na cigciu biatka BID
przez kazpazg-8. Nastepnie cigty BID, tBID, aktywuje $ciezke mitochondrialng [3, 77].

Negatywnym regulatorem szlaku zewnetrznego jest strukturalnie podobne do
kaspazy-8 biatko c-FLIP. Wigzac si¢ do kompleksu zawierajagcego FADD, blokuje rekrutacje
i aktywacj¢ kaspazy-8 [86]. Ponadto c-FLIP oddziatuje z biatkiem RAF1 i RIP, promujac
aktywacje $ciezki ERK i NF-kB, odpowiedzialnych za przezycie komorki [87].
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Szlak sygnatowy uruchamiany aktywacja TNFRI1 jest bardziej zlozony od $ciezki
aktywowanej przez FASL i moze prowadzi¢ do $mierci, jak rowniez do przezycia komorki.
TNF wiazac si¢ Z TNFR1 prowadzi do tworzenia zwigzanego z blong komorkowa kompleksu
I, ztozonego z dwoch ligaz ubikwitynowych TRAF2 i1 cIAP1, biatka adaptorowego TRADD i
PIRK1. Prowadzi to do aktywacji NF-xB, ktory nastepnie indukuje ekspresj¢ genu biatka c-
FLIP. Gdy kompleks TRADD i RIPK1 odtaczy si¢ od TNFR1, w wyniku przytaczenia FADD
oraz kaspazy-8/-10, tworzony jest w cytoplazmie kompleks 11, ktorego powstanie prowadzi do
apoptozy. Poziom biatka c-FLIP determinuje, czy kompleks Il zostanie utworzony. Gdy NF-
kB jest aktywowany przez kompleks I, wzrost poziomu biatka c-FLIP jest wystarczajacy do
blokowania wigzania kaspazy-8/-10 z FADD i tworzenia kompleksu Il. Natomiast, gdy
kompleks I nie jest wstanie aktywowa¢ NF-kB, tworzony jest kompleks II, ktory indukuje
apoptoz¢ [88]. Znany jest rowniez trzeci kompleks (IIb), w ktorym RIPKI bezposrednio
oligomeryzuje FADD, co prowadzi do rekrutacji kaspazy-8 i c-FLIP. Wydaje si¢, ze ten
kompleks moze by¢ tworzony w odpowiedzi na duzy poziomu uszkodzen DNA i prowadzié
do apoptozy zaleznej od aktywacji kapazy-8. Kompleks IIb moze by¢ tworzony bez udziatu
TNFu. RIPK1 moze réwniez taczy¢ si¢ z RIPK3, co prowadzi do nekrozy. Nekroza zalezna
od RIPK3 obserwowana jest podczas aktywacji limfocytow T, receptorow TLR w obecnosci

inhibitorow kaspaz oraz w odpowiedzi na infekcje wirusowe [89].

2.5.2.3.  Alternatywny szlak apoptozy — kaspaza-2

Kaspaza-2 jest najbardziej konserwowana ewolucyjnie z calej rodziny kaspaz.
Zaliczana jest do kaspaz inicjatorowych, ale posiada pewne cechy kaspaz efektorowych.
Dodatkowo, jako jedyna moze wystepowa¢ w jadrze komoérkowym. Aktywowana jest w
odpowiedzi na zewngtrzne i wewngtrzne czynniki apoptotyczne tj.: uszkodzenia DNA, stres
ER, szok cieplny, aktywacja receptorow $mierci. Stwierdzono rowniez, ze w odpowiedzi na
uszkodzenia DNA moze by¢ zaangazowana nie tylko w §mier¢ komorki (zalezng od p53), ale
takze w regulacje cyklu komodrkowego 1 naprawe DNA. Jednakze doktadny mechanizm
aktywacji i rola kaspazy-2 nie sa w petni poznane. W regulacj¢ jej aktywnosci zaangazowane
moze by¢ kilka kinaz i platform aktywacyjnych. Zaleznym od indukcji p53 kompleksem
aktywujacym kaspaze-2 jest tak zwany PIDDsom. Ziozony jest z biatka PIDD oraz biatka
adaptorowego RAIDD, ktore dzigki domenom (CED) rekrutuje kaspaze-2. W wyniku
dimeryzacji nastgpuje autoaktywacja kaspazy-2. Jej gtownym substratem jest BID, ktorego
cigcie prowadzi do uruchomienia szlaku mitochondrialnego. Inna platforma aktywacyjna

powstajaca w wyniku uszkodzen DNA jest jadrowy kompleks DNA-PKcs-PIDDosom. DNA-
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PKcs rekrutuje PIDD 1 kaspaze-2, ktora ulega fosforylacji. Ufosforylowana kaspaza-2
odgrywa role w regulacji cyklu komorkowego i naprawie DNA. [90]. Udziat biatka PIDD w
regulacji  kaspazy-2 koreluje z jej jadrowa lokalizacjg. Natomiast aktywacja
cytoplazmatycznej kaspazy-2 nie jest zalezna od PIDD i moze by¢ wynikiem dziatania biatek
zwigzanych ze szlakami zewng¢trznymi apoptozy (FADD, TRADD). Aktywacja kaspazy-2
moze by¢ réwniez wynikiem jej proteolizy przez kaspaze-3 podczas egzekutorowej fazy

$mierci komorki [91].

2.5.2.4. Rola apoptozy w rozwoju i homeostazie limfocytéw T

Apoptoza odgrywa kluczowa role w rozwoju, réznicowaniu i homeostazie
limfocytow T. Jakiekolwiek zaburzenia tego procesu moga prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej, chronicznych stanéw zapalnych, a nawet chordb autoimmunologicznych.
Podczas dojrzewania limfocytow T w grasicy, w wyniku pozytywnej i negatywnej selekcji,
umiera ponad 90% komorek. Apoptoza w grasicy zwigzana jest z aktywacja biatka BIM i
zalezy od sygnatu pochodzacego od receptora TCR [92]. Limfocyty T opuszczajace grasice
nazywane sg komorkami naiwnymi, czyli takimi, ktére nie miaty kontaktu ze specyficznym
antygenem. Sg to komorki w fazie GO, okreslane jako spoczynkowe. Ten stan rzeczy trwa do
momentu napotkania specyficznego antygenu np.: podczas infekcji. Aktywacja receptora
TCR antygenem powoduje proliferacje¢ i réznicowanie limfocytow T. Powstaje duza liczba
komorek efektorowych, niezbednych do prawidtowej odpowiedzi odpornosciowej. Aktywacja
prowadzi do produkcji IL-2 oraz jej receptora CD25 na powierzchni limfocytow T, co jest
niezbedne do ich proliferacji i przezycia [93]. Po zwalczeniu infekcji aktywowane limfocyty,
w celu zachowania homeostazy, usuwane s3 w wyniku apoptozy. Znane sa dwa modele
indukcji  $mierci aktywowanych limfocytow T podczas wyciszania odpowiedzi
odpornosciowej: AICD (ang.: Activation Induced Cell Death) i ACAD (ang.: Activated Cell
Autonomous Death). W przypadku AICD $mier¢ limfocytow jest wynikiem restymulacji TCR
1 udziatu receptorow $mierci. Duzg rolg¢ odgrywa tutaj receptor CD95/FAS, ktory pojawia si¢
na powierzchni limfocytéw w wyniku aktywacji, oraz jego ligand CD95L — roéwniez
produkowany przez aktywowane komorki [77]. ACAD, cz¢sto okreslana jako $mie¢ przez
zaniedbanie lub w wyniku niedoboru cytokin, jest §miercig niezalezng od restymulacji TCR 1
aktywacji receptorow $mierci. W tym przypadku, $mier¢ aktywowanych limfocytow T jest
wynikiem uruchomienia $ciezki wewngtrznej apoptozy, w ktorej gtoéwna role odgrywa BIM i

PUMA. Prawdopodobnie AICD i ACAD wspotdziataja podczas wygaszania odpowiedzi
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odpornosciowej. Jednakze AICD wydaje si¢ odgrywa¢ wigksza role w eliminacji chronicznie
aktywowanych limfocytow (potencjalnie autoreaktywnych). ACAD natomiast odpowiada
glownie za $mier¢ komorek po zwalczeniu infekcji [2]. Mechanizm uwrazliwiajacy
limfocyty T na $mier¢ jest zalezny od IL-2, ktora w poczatkowej fazie (proliferacji) chroni
komorki przed $miercig, a nastepnie jg promuje. Proces wygaszenia odpowiedzi
odpornosciowej przezywa tylko mata grupa komorek pamigci, ktore w przypadku napotkania
tego samego antygenu ulegaja aktywacji, zapewniajac szybka eliminacj¢ zagrozenia, po czym
ponownie nastepuje apoptoza aktywowanych komoérek. Decyzja, czy komoérka umrze czy
przezyje jest procesem skomplikowanym i zalezy od udziatu jeszcze wielu innych czynnikow:
NF-kB, sciezki MAPK czy HPK1 [77].

Dodatkowo w wyniku powaznych uszkodzen DNA, ktore moga nastapi¢ na réoznym
etapie zycia limfocytow T, aktywacja szlaku DDR moze prowadzi¢ do $mierci komorki.
Gloéwna role w tym procesie odgrywa biatko p53, ktore z jednej strony jest czynnikiem
transkrypcyjnym, aktywujacym geny biatek proapoptotycznych PUMA i NOXA czy FAS, a z
drugiej jest bezposrednim aktywatorem biatka BAX [3].

2.5.3 Starzenie komorkowe

W hodowli, komorki prawidlowe w przeciwienstwie do nowotworowych, wyczerpuja
sw0j potencjat proliferacyjny. Zjawisko to po raz pierwszy opisali Moorhead i Hayflick,
nazywajac je starzeniem replikacyjnym. Zaobserwowali, ze ludzkie fibroblasty ptuc
hodowane in vitro, traca zdolno$¢ do proliferacji po okreslonej liczbie podziatow [94].
Obecnie widomo, ze starzeniu replikacyjnemu in vitro ulegaja rowniez inne typy komorek
ludzkich, takie jak: keratynocyty, melanocyty, komoérki nablonkowe i $rodbtonka, komorki
mig$ni  gladkich, mezenchymalne komorki macierzyste i1 limfocyty [95]. Zjawisko
wyczerpania zdolnosci do podziatow spowodowane jest skracaniem telomeréw po kazdej
rundzie replikacyjnej, wynikajace z tak zwanego problemu konca replikacji. Gdy dtugosé
jednego lub kilku telomerow spadnie ponizej okreslonej warto$ci nastepuje uruchomienie
szlakow sygnalowych prowadzacych do zatrzymania cyklu komérkowego 1 w konsekwencji
starzenia [96]. Krotkie telomery rozpoznawane sg takze jako uszkodzenia DNA, co prowadzi
do permanentnej aktywacji klasycznego szlaku DDR, prowadzacego do starzenia zaleznego
od p21 [15]. Dodatkowo starzenie zwigzane z ciggly aktywacjg $ciezki DDR, moze by¢
wynikiem nienaprawialnych uszkodzen telomerowych oraz poza telomerowych odcinkow

DNA [97] a takze nieprawidlowosciami biatek wigzacych telomery [98]. Starzenie, ktore jest
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niezalezne od podziatow komorkowych 1 zachodzi znacznie szybciej niz starzenie
replikacyjne, zwane jest przyspieszonym (lub przedwczesnym) starzeniem indukowanym
stresem— SIPS (ang.: Stress Induced Premature Senescence). Podwojne pgknigcia nici DNA
sg szczegblnie silnymi induktorami starzenia 1 powstawa¢ moga w wyniku dzialania
czynnikéw stresowych (UV, ROS, zwiagzki cytotoksyczne). Silne mitogeny pobudzajace
komoérki do wzmozonej proliferacji (na przyktad aktywacja onkogendéw) moga powodowac
stres replikacyjny, skutkujacy powstaniem uszkodzen DNA i aktywacja $ciezki DDR, co w
konsekwencji prowadzi do starzenia indukowanego onkogenem (OIS - oncogen induced
senescence). Starzenie komoérkowe moze by¢é wynikiem powstawania  skupisk
heterochromatyny, infekcji czy stresu hodowlanego zwigzanego z prowadzeniem hodowli in
vitro [99]. Biorac pod uwage wszystkie wyzej wymienione czynniki, starzenie komorkowe
mozna okresli¢ jako proces odpowiedzi komorki na stres, ktore obok apoptozy jest takze
mechanizmem obronnym przed nowotworami [100].

Komorki ulegajace starzeniu charakteryzuja si¢ pewnymi specyficznymi cechami.
Jednakze, w zaleznosci od rodzaju komorek i czynnika indukujacego starzenie, nie wszystkie
sg wyrazane W jednakowym stopniu. Do istotnych cech starzenia zalicza si¢ permanentne
zatrzymanie podzialow komodrkowych, pomimo obecnosci czynnikéw odzywczych i
mitogennych. Uniwersalnym, chociaz nie zawsze specyficznym markerem jest aktywno$¢ tak
zwanej zwigzanej ze starzeniem [-galaktozydazy (SA-B-Gal). Komorki stare moze cechowaé
podwyzszony poziom biatek pl6 i p21 (inhibitorow cyklu komoérkowego), permanentna
aktywacja szlaku DDR, zwigzana z wystgpowaniem nienaprawialnych uszkodzen DNA oraz
skupiska heterochromatyny. Komorki stare nie dzielg si¢, ale pozostaja metabolicznie
aktywne i wydzielajg wiele czynnikéw wzrostowych i cytokin prozapalnych, ktore wptywaja
na sasiadujace komorki. Te ostatnig ceche nazywa si¢ fenotypem sekrecyjnym zwigzanym ze
starzeniem — SASP (Senescence Associated Secretory Phenotype) [96]. Proces starzenia

komorkowego obserwowany in vitro zachodzi rowniez w wielu komorkach in vivo [95, 100].

W przypadku limfocytow T, ktére stanowig integralng cze$¢ uktadu odpornosciowego,
mozna wymieni¢ jeszcze kilka charakterystycznych cech zwigzanych z procesem starzenia.
Dobrze udokumentowanym zjawiskiem jest przemodelowanie subpopulacji limfocytow T.
Wraz z wiekiem zmniejsza si¢ liczba komoérek naiwnych. Redukcja roznorodnosci repertuaru
TCR, skutkuje upos$ledzeniem odpornosci w podesztym wieku w stosunku do nowych
antygenow. Wzrasta natomiast liczba komoérek pamieci, jednakze ich zdolnosci do reakcji

odporno$ciowe] sg ostabione. Powodem tego moze by¢ zmniejszenie liczby pomocniczych
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limfocytow T CD4+, pozytywnie regulujacych odpowiedz odpornosciows. Zwicksza si¢
udzial limfocytéw T CD8+, jednakze ich odpowiedz jest tez ostabiona, poniewaz roéwniez
zalezy od limfocytoéw CD4+. Kolejng cecha wplywajaca na funkcje limfocytow T jest utrata
czasteczki CD28, ktora jest niezbedna do ich aktywacji, dajac dodatkowy sygnat
kostymulujacy. Zaobserwowano, ze utrata CD28 dotyczy gldwnie limfocytow CD8+.
Charakterystyczny dla ludzi w podeszlym wieku wzrost odsetka limfocytéw CD8+CD28-,
jest takze obserwowany u o0so6b zarazonych HIV, CMV czy cierpigcych na choroby
autoimmunologiczne [101].

Podobny proces selekcji limfocytow CD8+CD28- mozna zaobserwowaé podczas
replikacyjnego starzenia iv vitro, wystepujacego podczas dlugoterminowej hodowli
limfocytow T w obecnosci IL-2, oraz Kilkukrotnej stymulacji do proliferacji. Do aktywacji
limfocytow T in vitro wykorzystuje si¢ specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko CD3 i
CD28 lub traktuje si¢ komorki PHA (lektyna), co nasladuje stymulacj¢ TCR w organizmie
podczas infekcji. Limfocyty CD28- uzyskane in vitro lub izolowane od dawcoéw maja krotsze
telomery niz CD28+[102, 103].

Zmiany fenotypowe limfocytow T podczas starzenia replikacyjnego s3 dobrze
udokumentowane. Natomiast informacji na temat pojawiania si¢ innych markero6w starzenia
(takich jak aktywacja DDR) jest niewiele. Pojawila si¢ jak do tej pory jedna praca na ten
temat [104].
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3. Cele i zalozenia

Wszystkie komorki zywych organizmow narazone s3 na uszkodzenia DNA
powodowane czynnikami zardwno wewnetrznymi jak i zewnetrznymi. W celu ochrony DNA,
w toku ewolucji zostaly wyksztatcone mechanizmy nie tylko naprawy uszkodzonego DNA,
ale rowniez odpowiedzi komoérkowej na wystepowanie nienaprawionego DNA. Nalezg do
nich $mier¢ komorkowa oraz starzenie komorkowe.

Uszkodzenia DNA w komorce sg wykrywane przez tak zwane punkty kontroli
(checkpoints), ktore dziataja w roznych fazach cyklu komorkowego, powodujac jego czasowe
zatrzymanie umozliwiajgce naprawe lub permanentne zatrzymanie, prowadzace do
zahamowania podziatow 1 starzenia komorkowego. Kiedy uszkodzenia sa bardzo rozleglte
uruchamiany jest mechanizm $mierci komorkowe;.

Starzenie komodrkowe jest indukowane uszkodzeniami DNA generowanymi przez
skracajace si¢ z kazdym podzialem telomery. Jest to starzenie replikacyjne. Znane jest
rOwniez starzenie przyspieszone, indukowane uszkodzeniami w dowolnym miejscu DNA
(SIPS).

W Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia od dawna zainteresowania naukowe
skupiajg si¢ wokol mechanizméw $mierci komodrkowej i1 starzenia komoérkowego zaréwno

komorek prawidtowych jak i nowotworowych.

W niniejszej pracy podstawowym celem bylo badanie mechanizméw $mierci i

starzenia ludzkich limfocytow T (CD3+) pod wptywem uszkodzen DNA.

W szczegolnosci cheieliSmy zweryfikowaé hipoteze, zakladajaca, ze podobne Sciezki
sygnalizacyjne indukowane uszkodzeniami DNA uruchamiane sg zar6wno w limfocytach

spoczynkowych, jak tez i proliferujacych. W zwiazku z tym postanowiono:
1. Zbadac rol¢ uszkodzen DNA w $mierci spoczynkowych limfocytow T traktowanych:

e ctopozydem, ktory jest inhibitorem topoizomerazy II i powszechnie stosowanym

lekiem przeciwnowotworowym
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e  kurkumina, ktora jest naturalnym zwigzkiem roslinnym o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym 1 bgdaca przedmiotem naszego zainteresowania od wielu
lat.

Jako komorki referencyjne postanowiono wykorzysta¢ komorki biataczki
limfocytarnej linii Jurkat. Badania te mialy pokaza¢ dziatanie etopozydu oraz
kurkuminy na komoérki prawidtowe, co moze stanowi¢ uboczny niepozadany efekt

leczenia nowotworu tymi zwigzkami.

2. Zweryfikowac hipoteze mowigca, ze w limfocytach T, ulegajacym in vitro tak
zwanemu starzeniu replikacyjnemu, dochodzi pod wplywem mitogenu do aktywacji
Sciezki sygnalizacyjnej od uszkodzen DNA, ktora moze by¢ bezposrednig przyczyna
ich starzenia

3. Zweryfikowa¢ hipoteze mowiagca, ze aktywowane (dzielace si¢) limfocyty T,
traktowane zwigzkiem uszkadzajacym DNA (etopozydem), moga ulega¢ nie tylko

$mierci komorkowej, ale rowniez przyspieszonemu starzeniu (SIPS).
Badania te stanowi¢ miaty wktad w poparcie jednej z wiodacych teorii

starzenia komodrkowego mowiacej, ze gldwna przyczyng starzenia si¢ komorek sa

uszkodzenia DNA.
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4. Materiaty i metody

4.1. Materialy
4.1.1. Odczynniki

e Akrylamid/bis-akrylamid 40%, roztwor 29:1 (BioShop # ACR004)

e Alkohol etylowy 96% cz.d.a. (CHEMPUR # UN 1170)

e Alkohol metylowy cz.d.a. (CHEMPUR # UN 1230)

e Antybiotyki do pozywki: Penicillin — Streptomycin solution stabilised (10000 U
penicyliny i 10 mg streptomycyny na ml) (Sigma # P4333)

e APS: ammonium persulfate (Sigma # A3678)

e Bydlgca surowica ptodowa (FBS): fetal bovine serum, (CytoGen # CA5-104)

e Blekit bromofenolowy: Bromophenol Blue sodium salt (Sigma # B7021)

e Chlorek sodu cz.d.a. (CHEMPUR # 117941206)

e Bickit Coomassie: Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA # 35050)

e Bickit Coomassie: Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad # 161-0400)

e Dodecylosiarczan sodowy (DMSO): Dimethyl sulfoxide 99.5% (Sigma # D4540)

e Ditiotreitol (DTT): pL-dithiothreitol electrophoresis reagent 99% (Sigma # D9163);

e Drag5; 1,5-Bis[[2-(dimethylamino)etyl]amino}-4,8-dihydroxyanthracene-9,10-dione]
(Biostatus Limited # BOS-889-001)

e Substrat do chemiluminescencji: ECL Western Blotting Detection Reagents (GE
Healthcare # RPN2209)

e Etopozyd (Sigma # E1383)

e Formaldehyd (Sigma # F8775)

e Kilisza fotograficzna: KODAK Medical X-Ray Film General Purpose Blue (KODAK #
5256433)

e Glicerol (Sigma # G2025)

e Glicynacz.d.a. (POCh # 527560117)

e Glutaraldehyd (Sigma # G7526)

¢ Interleukina-2; recombinant human IL-2 (R&D System; 202)

o KU55933; 2-(4-Morpholiny)-6-(1-thianthrenyl)-4H-pyran-4-one (Tocris # 3544)

o Kwas octowy 80% cz.d.a. (POCh # 568733117)

e Kwas solny 35-38% cz.d.a. (POCh # 575283115)
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L-glutamina 200mM (Sigma # G7513)

Lymphocyte Separation Medium (LSM) (MP Biomedicals # 50494)

Marker biatkowy: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas # SM0671)
Marker biatkowy: ProSieve® QuadColor™ Protein Marker (Lonza # 00193837)
Membrana nitrocelulozowa (Whatman; 10 401 197)
N,N,N’,N’-tetrametyloetylenodiamina (TEMED) (Sigma # T9281)

Nadsiarczan amonowy (APS): Ammonium persulfate (Sigma # A3678)
Odtluszczone mleko w proszku

Paraformaldehyd (Sigma # P6148)

PBS: buforowany fizjologiczny roztwor soli bez jonow Ca2™ i Mg2™ (Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN)

PHA, fitohemaglutynina [105] (Sigma# L2769)

Pozywka RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute medium series 1640 (Instytut
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN)

Ponceau S (Sigma # P3504)

RNAza A; Ribonulease A (Sigma # R6513)

Sybr®Green, (Invitrogen, Darmstadt, Germany)

surowicza albumina wotowa (BSA) (Sigma # A2153)

szkietka: Superfrost Plus (Thermo Scientific # 4951PLUS)

Tris: Trisma base (Sigma # T1503)

Triton X-100 (Sigma # T9284)

Tween 20 (Sigma # P7949)

X-gal (5-bromo-4-cloro-3-inodyl-B-D galactopyranoside) (Sigma # B9146)
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4.1.2. Przeciwciala

Antygen Pochodzenie Producent
p-ATM (Ser1981) mysz Abcam (#ab 81292)
ATM krolik Millipore (# 07-1286)
PARP mysz Enzo Life Sciences (# SA 249)
p-Chk2 (Thr68) krolik Cell Signaling (# 2661)
Chk2 mysz Millipore (# 05-649)
p-Chk1 (Ser317) krolik Cell Signaling (# 2344)
Chk1 krolik Cell Signaling (#2345)
p-p53 (Serlb) krolik Cell Signaling (# 9284)
p53 DO-1 mysz Santa Cruz Biotechnology (# sc-126)
Aktyna mysz Sigma (# A5541)
p21 krolik Santa Cruz Biotechnology (# sc-397)
YH2AX mysz Abcam (# ab18311)
H2AX krolik Millipore (# 07-627)
Puma krolik Cell Signaling (# 4976)

Bax mysz BD Bioscience (556467)
Kaspaza-2 mysz Cell Signaling (# 2224)
Kaspaza-3 krolik Cell Signaling (# 9665)
Kaspaza-8 mysz Cell Signaling (# 9746)
Kaspaza-9 mysz Cell Signaling (# 9508)

Tabela 4.1. Wykaz klasycznych przeciwcial monoklinalnych.

Antygen Pochodzenie Enzym Producent
czes$¢ Fe koza peroksydaza Dako (# P0448)
kroliczych IgG chrzanowa
cze$¢ Fc mysich koza peroksydaza Dako (# P0447)
IgG chrzanowa

Tabela 4.2. Wykaz przeciwciat sprz¢zonych z enzymem HRP.

Antygen Pochodzenie Fluorochrom Producent
CD3 mysz FITC BD Bioscience
(#555339)
CD4 mysz PE BD Bioscience
(#555347)
CD8 mysz PerCP BD Biosciences (#
345774)
CD28 Mysz APC BD Bioscience (#
559770)
czes¢ Fe koza Alexa555 Invitrogen (#
kroliczych IgG A21428)
cze$¢ Fc mysich koza Alexad88 Invitrogen (#
IgG A11001)

Tabela 4.3. Wykaz przeciwciat sprzezonych z fluorochromem.
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4.1.3. Zestawy

e Annexin V : PE Apoptosis Detection Kit | (BD Bioscience # 559763)
- 7-aminoaktynomycyna (7-AAD)
- aneksynaV PE
- bufor do wigzania aneksyny V 10x
e CaspGLOW™™ Fluorescein Active Caspase-2 Staining Kit (BioVision # K182-25)
- bufor do ptukania
- FITC-VDVAD-FMK
- Z-VAD-FMK
e RosetteSep® Human T Cell Enrichment Cocktail (StemCell Technologies # 28570)
- koktajl tetramerycznych przeciwciat anty-CD16, anty-CD19, anty-CD36, anty-
CD56, anty-CDG66b i anty-glikoforyna A

4.1.4. Rozwory

4.14.1 Roztwory w izolacji limfocytow CD3
e PBS z 2% FBS — ( PBS bez jonow Ca2+ i Mg2+). Roztwor przechowywano w 4°C,

przed uzyciem ogrzewano do temperaturze pokojowe;.

4.1.4.2 Roztwory do traktowania komorek

e cetopozyd — roztwdr wyjsciowy (25 mg/ml) przygotowywano w DMSO i
przechowywano w -20°C. Bezposrednio przed uzyciem roztwor wyjSciowy
rozcienczano w pozywce 1 dodawano do hodowli w odpowiedniej objetosci dajace;j
pozadane stezenie.

e KU55933 - roztwor wyjsciowy (100 mM) przygotowywano w DMSO i
przechowywano w -20°C. Przed uzyciem rozcienczano w stosunku 1:10 w DMSO i
dodawano w objetosci 1 pl/ml otrzymujac stgzenie 10 M.

e Kurkumina — roztwor wyjsciowy (1mg/ml) przygotowywano w DMSO. Do kazdego
doswiadczenia przygotowywano $wiezy roztwor i1 dodawano do hodowli w
odpowiedniej objetosci dajacej pozadane stezenie.

4.1.4.3 Roztworystosowane w preparatyce mikroskopowej

e Drag5 —rozcienczano w stosunku 1:400 w PBS 1 przechowywano w 4°C.

e 2% paraformaldehyd —paraformaldehydu rozpuszczano w H20 i przechowywano w -
20°C. Kazdorazowo korzystano ze §wiezo rozmrozonej porcji.

e 70% alkohol etylowy
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bufor do blokowania — 5% BSA w PBS z dodatkiem 0,5% Tween20 i 0,1% Triton X-
100.

bufor do rozcienczania przeciwciat — 1% BSA w PBS z dodatkiem 0,5% Tween20 i
0,1% Triton X-100.

4.1.4.4 Roztwory stosowane w oznaczaniu aktywnosci kwasnej p-galaktozydazy

Bufor do utrwalania komorek: PBS zawierajacy 2% formaldehyd i 0,2% glutaraldehyd
Bufor do wykrywania B-galaktozydazy: wodny roztwor zawierajagcym lmg/ml 5-
bromo-4-cloro-3-inodyl (x-gal), SmM zelazo(Il)cyjanek potasu (CeFeKsNe*3H20),
5mM zelazo(Ill)cyjanek potasu (CsFeKsNg), 150mM NaCl, 2mM MgCl, i bufor
fosforanowy pH 6,0

bufor fosforanowy pH 6,0 przygotowywano poprzez zmieszanie 87,7 ml NaH2POs
0,1M (13,79 g/l) z 12,3 ml NazHPO4 0,1M (17,79 g/1), co dawato pozadang wartos¢
pH.

4.1.45 Roztwory stosowane w metodzie FADU

Bufor do zawieszenia komodrek (Mezo-inozytol 0,25M; Na:PO4 10mM; MgCl, 1mM)
Bufor lizujacy (mocznik 9M; NaOH 10mM; czterooctan cykloheksyloaminy 2,5mM,;
SDS 0,1%)

Bufor alkaliczny (42,5% bufor lizujacy; NaOH 0,2M)

Bufor neutralizujacy (glukoza 1M; -merkaptoetanol 14mM)

4.1.4.6 Roztwory stosowane metodzie Western blot

1 M DTT —rozpuszczono w H»O i przechowywano w temperaturze -20°C.

10% APS — rozpuszczano w H20 i przechowywano w temperaturze -20°C.

10% SDS —rozpuszczono w H20 i przechowywano w temperaturze pokojowej.

5% mleko —rozpuszczano w TBST i przechowywano w 4°C.

7% kwas octowy

bufor do elektroforezy — roztwor wyjsciowy (5x stgzony) przygotowywano poprzez
rozpuszczenie w H»O: 30,2 g Trisu, 188 g glicyny oraz 10 g SDS w koncowej
objetosci 2 litrow 1 przechowywano w temperaturze pokojowej. Do rozdziatu
elektroforetycznego roztwér wyjsciowy rozcienczano 5x w H»O.

bufor do strippingu — 1,5 g glicyny, 0,1 g SDS i 1 ml Tween20 rozpuszczono w 90 ml
H20 i ustalano pH 2.2 za pomocg st¢zonego HCI, po czym uzupetniano H20 do 100

ml.
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bufor do transferu — roztwér wyjsciowy (5x stgzony) przygotowywano poprzez
rozpuszczenie w H2O: 30,28 g Trisu, 144 g glicyny i 5 g SDS w koncowej objetosci 2
litrbw 1 przechowywano w temperaturze pokojowej. Przed uzyciem 200 ml 5x
stezonego roztworu rozcienczano w 600 ml H.O i dodawano 200 ml metanolu, po
czym pozostawiano do schtodzenia w 4°C.

bufor Laemmlie’go — 10 ml 2x stezonego buforu przygotowano przez wymieszanie:
1,25 ml 1M Tris-HCI pH 6.8, 4 ml 10% SDS, 2 ml glicerolu, 1,75 ml H20. Roztwor
zabarwiono szczypta btekitu bromofenolowego, a przed uzyciem dodawno 1 M DTT
(czynnik redukujacy) w proporcji 1:9.

bufory na bazie Trisu do przygotowania zelu poliakrylamidowego; przechowywane
byly w temperaturze 4°C:

- 1 M Tris-HCI pH 6.8 — 60,57 g Trisu rozpuszczano w 400 ml H20, pH ustalano
po dobie od przygotowania za pomocg stezonego HCI, po czym uzupetniono
do 500 ml.

- 1,5 M Tris-HCI pH 8.8 — 90,85 g Trisu rozpuszczono w 400 ml H20, pH
ustalano po dobie od przygotowania za pomocg st¢zonego HCI, po czym
uzupetniono do 500 ml.

Ponceau S — 1 g rézu Ponceau S rozpuszczano w 100 ml 3% kwasu octowego.
Przechowywano w temperaturze pokojowej.

roztwor bigkitu Coomassie — 2 g Coomassie Brilliant Blue R-250 i 0,59 Coomassie
Brilliant Blue G-250 rozpuszczono w 425 ml 96% alkoholu etylowego, 50 ml
alkoholu metylowego, 100 ml 80% kwasu octowego i 425 ml H20. Po wymieszaniu i
przesaczeniu przechowywano w temperaturze pokojowej 1 uzywano wielokrotnie.
TBST — TBS z 0,1% Tween20 — roztwdér wyjsciowy (10x) przygotowano
rozpuszczajac 48,4 g Trisu i 160 g NaCl w 1800 ml H20. Po uptywie doby ustalano
pH 7,6 za pomoca st¢zonego HCIl i uzupetlniono H20 do koncowej objetosci 2.
Roztwoér przechowywano w temperaturze 4°C. Przed uzyciem roztwor rozcienczano

10x w H20 i dodawano Tween20 (0,1%). TBST przechowywano w 4°C.
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4.1.5. Zele poliakrylamidowe

Odczynnik Zel rozdzielajacy | Zel rozdzielajacy Zel
8% 12% 7ageszczajacy

H20 5,3 4,3 2,166
akrylamid 2 3 0,384

1 M Tris-HCI pH 6.8 2,5 2,5 0,38
10% SDS 0,1 0,1 0,03

10 % APS 0,1 0,1 0,03
TEMED 0,006 0,004 0,003

Tabela 4.4. Objetosci odczynnikow do przygotowania 10 ml zelu rozdzielajacego i 3 ml zelu
zageszezajacego — wystarczajagce do przygotowania dwoch zeli.

4.1.6.

4.2.

4.2.1.

Wykorzystywany sprzet i oprogramowanie

aparat do elektroforezy — Mini-PROTEAN 3-cell i transferu — Mini trans-Blot® (Bio-
Rad)

cytometr przeptywowy BD FACSCalibur; oprogramowanie CellQuestPro (BD
Bioscience)

mikroskopy konfokalne - Leica TCS SP5 i Leica TCS SP2; oprogramowanie LAS AF
(Leica)

mikroskop $wietlny Olympus (D45); oprogramowanie StudioLite

oprogramowanie do obrobki zdjg¢ — Adobe Photoshop

oprogramowanie do obrébki danych — Microsoft Excel

oprogramowanie do obliczenia statystyki GraphPad Prism 4.02.

skaner SYNGENE InGenius; oprogramowanie GeneSnap i GeneTools (SYNGENE)
Genesis RSP 100 liquid handling device (LHD) (TECAN AG, Hombrechtikon,
Switzerland)

oprogramowanie GEMINI V4.0 (TECAN GmbH) (Berlin, Germany)

wywotywarka Fuji FPM 800A

Metody
Material badawczy-komorki i linie komérkowe

Pierwotne ludzkie limfocyty T izolowano z frakcji leukocytarno-ptytkowej

otrzymywanego z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa przy ul.
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Saskiej 63/75 w Warszawie. Wedlug Dyrektywy Komisji 2004/33/WE frakcja
leukocytarno-ptytkowa oznacza sktadniki krwi powstate z odwirowania jednostki krwi
pelnej i zawiera znaczng cze$¢ leukocytow i ptytek krwi. Dawcami byty mtode osoby
w wieku 20-30 lat.

e Komorki biataczki limfocytarnej linii Jurkat E6.1 zakupiono z ECACC (European
Collection of Cell Culture). 24 godziny przed traktowaniem komorki wysiewano w

gestosci 4x10° komorek na ml.

Zarowno limfocyty T jak i komorki linii Jurkat hodowano w pozywce RPMI 1640 z
dodatkiem 10% FBS, 2mM L-glutaminy i antybiotykow (50ug/ml streptomycyny i 50 U/ml
penicyliny) w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, 95% wilgotnosci)

4.2.2. Izolacja limfocytow CD3+ z frakcji leukocytarno-plytkowej

Limfocyty T (CD3+) izolowano w wyniku negatywnej selekcji przy pomocy zestawu
RosetteSep® Human T Cell Enrichment Cocktail, ktory zawiera koktajl przeciwciat
skierowanych przeciwko wszystkim elementom morfotycznym krwi poza limfocytami T
(patrz tabela 5). Przeciwciata wyprodukowane sa w formie tetrametréw (TAC — tetrameric
antibody complexes) rozpoznajacych z jednej strony komorki niepozadane a z drugiej
erytrocyty, badz tylko erytrocyty. W wyniku dodania koktajlu przeciwciat do krwi, tworzone
sa duze agregaty komorkowe (rozetki immunologiczne) ztozone z elementow nieporzadnych,
a tylko limfocyty T pozostajg niezwigzane. W wyniku wirowania w gradiencie ggstosci duze
agregaty komorkowe, jako ci¢zsze opadaja na dno probowki. Natomiast na granicy faz osocza
1 medium znajdujg si¢ limfocyty T. W wyniku zastosowania zestawu RosetteSep® Human T

Cell Enrichment Cocktail uzyskano populacje limfocytow T o czystosci ok. 95% (Rys. 4.1.).

ANTYGEN PRZECIWCIALA KOMORKI WYKAZUJACE
EKSPRESJE

CD16 granulocyty, komorki NK
CD19 limfocyty B

CD36 monocyty, ptytki krwi
CD56 komorki NK

CD66b granulocyty

glikoforyna A erytrocyty

Tabela 4.5. Wykaz specyficznosci przeciwcial wystepujacych w zestawie RosetteSep®
Human T Cell Enrichment Cocktail.
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Rys. 4.1. Odsetek limfocytow T w populacji komoérek izolowanych za pomoca zestawu
RosetteSep® Human T Cell Enrichment Cocktail z frakcji leukocytarno-pltytkowe;.

Do 20 ml frakcji leukocytarno-ptytkowej dodawano 1 ml koktajlu przeciwciat
(stezenie 50 pl/ml) 1 inkubowano przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie probe
rozcienczano PBS bez jonow wapnia i magnezu z dodatkiem 2% FBS w stosunku 1:1.
Roztwor naktadano na LSM (Lymphocyte Separation Medium) w stosunku 2:1 i wirowano
przy 1200 x g przez 20 minut. Powstalg ,,interfaz¢” stanowiaca pozadane komorki zbierano za
pomoca pipety pasterowskiej, dwukrotnie plukano 15 ml PBS bez wapnia i magnezu z
dodatkiem 2%FBS oraz wirowano przy 165 x g przez 5 min. Nastepnie komorki liczono przy
uzyciu komory Neubauera i zawieszano w pozywce RPMI-1640 z dodatkiem 10% FBS, 2mM
glutaminy, 50pg/ml streptomycyny i 50 U/ml penicyliny w gestosci 1x108/ml. Stres
wywolany izolacja komoérek minimalizowano pozostawiajac hodowle przez noc w
inkubatorze (temperatura 37°C, 5% CO2 oraz 95% wilgotnosci) przed docelowymi

eksperymentami.

4.2.3. Traktowanie komorek

W zaleznosci od do$wiadczenia spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat
traktowano etopozydem lub kurkuming. W celu wyznaczenia krzywej przezywalnos$ci
limfocyty T i komorki linii Jurkat byty traktowane etopozydem w réznym st¢zeniu (1, 3, 5, 7,
10, 15, 20 uM) lub kurkuming (5, 10, 20, 30, 50 uM), a nast¢pnie po 24 godziny dokonywano
pomiaru (AneksynaV/7-AAD). Do dalszych doswiadczen wybrano stezenie 10uM etopozydu
1 50uM kurkuminy, dla ktorych wykonywano pomiary réznych parametréw w punktach
czasowych 3, 6, 12, 24 1 48 godziny. Kontrole stanowily komoérki nietraktowane w czasie
,0h” lub traktowane DMSO w odpowiednim do doswiadczenia czasie i stezeniu, ktore nie

przekraczato 0,5%.
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W doswiadczeniach z zastosowaniem inhibitora kinazy ATM (KU-55933), badano
cztery warianty doswiadczalne. Limfocyty T traktowane DMSO (0,1%), tylko KU-55933
(10uM), tylko etopozydem (10uM) oraz KU-55933 (10uM) z etopozydem (10uM). Dla
uproszczenia opisOw rysunkow wprowadzono odpowiednio skrdty, oznaczajace rodzaj
traktowania: DMSO, KU, KU+ETO oraz ETO. Inhibitor ATM, byt dodawany do hodowli 2

godziny przed traktowaniem etopozydem.

4.2.4. Indukcja starzenia replikacyjnego limfocytow T in vitro.

Limfocyty T stymulowano PHA 5Sug/ml przez 48 godzin, po czym komorki
zawieszano w $wiezej pozywce z dodatkiem IL-2 (20U/ml). Co 2-3 dni komorki byty
przenoszone do nowej pozywki z IL-2 w gestosci 1x10%/ml. W dniach 0, 14, 21, 28 i 35 przed
restymulacja pobierano odpowiednig liczb¢ komoérek w celu przeprowadzenia
poszczeg6lnych pomiardw, a reszte traktowano PHA (5pg/ml) przez 48 godzin, w obecnosci
IL-2. (Rys. 4.2.)

PHA PHA PHA PHA

i l i l

| IL-2 >

Dzien 0 Dzien 14 Dzien 21 Dzien 28

Rys. 4.2. Stosowany w doswiadczeniach schemat indukcji replikacyjnego starzenia
limfocytow T in vitro.

4.2.5. Indukcja przyspieszonego starzenia limfocytow T niskimi dawkami etopozydu.

Limfocyty T stymulowane PHA przez 48 godzin byty nastgpnie hodowane w pozywce
z IL-2. W dniu 8 hodowli komorki traktowano ré6znymi stezeniami etopozydu (0,1; 0,2; 0,3;
0,5; 0,7; 1; 2; 3; 5; 10; 20uM), w celu wybrania dawki indukujacej uszkodzenia DNA ale nie
powodujacej znacznego wzrostu $mierci komorkowej. Do dalszych doswiadczen wybrano
stezenie 0,1uM. W dniu 8 hodowli aktywowanych PHA 1 hodowanych z IL-2 limfocytow T,
komoérki traktowano 0,1puM etopozydem (Rys. 4.3.). Co 2-3 dni komoérki w gestosci 1x10%/ml
byty przenoszone do nowej pozywki z IL-2 i 0,1uM etopozydem. W kolejnych dniach po
dodaniu etopozydu, przeprowadzano poszczegolne pomiary. Kontrole stanowity rownolegle

hodowane limfocyty T bez etopozydu.
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PHA Etopozyd PHA
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Rys. 4.3. Stosowany w doswiadczeniach schemat indukcji przyspieszonego starzenia
limfocytow T in vitro niskim st¢zeniem etopozydu.

4.2.6. Analiza fenotypu limfocytow T

W celu sprawdzenia fenotypu subpopulacji limfocytow 50ul hodowli (ok. 50 tys.
komorek) ptukano w 3 ml PBS i wirowano przy 165 x g przez 5 min. Komoérki zawieszano w
50ul PBS 1 dodawano po 2ul odpowiednich przeciwciat: anty-CD3 FITC, anty-CD4 PE, anty-
CD8 PerCP i anty-CD28 APC. Nastepnie komoérki inkubowano przez 20 min w temperaturze
pokojowej w ciemnosci. Probki rozcienczano 200 ul PBS i mierzono przy uzyciu cytometru
przeplywowego FACSCalibur. Analizowano 10 000 komoérek przy uzyciu programu

CellQuestPro. Rysunek 4.4. przedstawia sposdb bramkowania subpopulacji limfocytow T.
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Rys. 4.4. Sposdb oznaczania subpopulacji limfocytow T. Reprezentatywne wykresy
gestosciowe przedstawiajgce sposob bramkowania (dzien 0).

4.2.7. Analiza poziomu $mierci komérkowej przy uzyciu Aneksyny V i 7-AAD

Do oznaczenia poziomu apoptozy uzywano zestawu Annexin V: PE Apoptosis
Detection Kit I. Utrata asymetrii blony komorkowej jest jednym z wczesnych markerow
apoptozy. Prowadzi to do przemieszczenia lipidu — fosfatydyloseryny [37] z wewng¢trznej do
zewngtrznej warstwy blony komorkowej. W obecnos$ci jondéw wapnia aneksyna V przytacza
si¢ do wyeksponowanej na zewnatrz fosfatydyloseryny, pozwalajac na rozpoznanie komorek
wczesnoapoptotycznych. Jednoczesne uzycie barwnika 7-AAD, znakujacego komorki
péznoapoptotyczne i martwe pozwala na wyrdznienie poszczegolnych etapéw apoptozy (Rys.

4.5.). W celu przedstawienia odsetka komoérek umierajagcych w poszczegdlnych

45



Materialy i metody

doswiadczeniach wprowadzono pojecie indeksu apoptotycznego, ktory okresla sume komorek

wczesnoapoptotycznych i péoznoapoptotycznych/martwych.

3 - Komoérki
P¥5— poznoapoptotyczne
i martwe
o Komorki
Komorki wczesnoapoptotyczne
zywe

10! 10° 10

Aneksyna V
Rys. 4.5. Przyktadowy wykres gestosciowy przedstawiajacy sposob bramkowania komorek
wyznakowanych aneksyna V-PE i 7-AAD. Wyr6zni¢ mozna 3 populacje komoérek: zywe (nie
wyznakowane aneksyng V i 7-AAD), wczesnoapoptotyczne ( wyznakowane aneksyng V , ale
nie 7-AAD) oraz poznoapoptotyczne badz martwe (wyznakowane ancksyng V i 7-AAD).
Indeks apoptotyczny oznacza sume komoérek  wczesnoapoptotycznych 1
p6znoapoptotycznych/matrwych.

W poszczegdlnych punktach czasowych pobierano 100 tys. komorek, dodawano 3 ml
PBS i wirowano przy 165 x g przez 5 min. Komorki zawieszano w 100 ul buforu do aneksyny
rozcienczonego 10x w wodzie. Do probek dodawano po 4 pl aneksyny V sprzezonej z PE
oraz 7-amino-aktynomycyny D (7-AAD). Po 15 minutach inkubacji w ciemnos$ci w
temperaturze pokojowej, probki rozcienczano 200 upl buforu do aneksyny, po czym
dokonywano pomiaru za pomoca cytometru przeplywowego FACSCalibur. Uzywajac

programu CellQuestPro analizowano 10 tys. komorek.

4.2.8. Oznaczanie poziomu aktywnej kaspazy-2 w komoérkach

FITC-VDVAD-FMK jest specyficznym inhibitorem kaspazy-2 sprz¢zonym z
fluorochromem. Wnika do wnetrza komorki, gdzie taczy si¢ nieodwracalnie z aktywna
kaspaza-2, ktorej poziom jest proporcjonalny do intensywnosci $wiecenia.

Do oznaczenie uzywano zestawu CaspGLOWT™ Fluorescein Active Caspase-2
Staining Kit zgodnie z zaleceniami producenta. Do 300ul zawiesiny komorek w pozywce (ok.
300 tys. komorek) dodawano po 1 pul FITC-VDVAD-FMK, po czym inkubowano przez 1h w
37°C 1 5% CO2. Komorki ptukano dwukrotnie 3 ml buforu do plukania wirujac przy 165 x g
przez 5 min. Nastgpnie zawieszano w 500ul 1 analizowano za pomoca cytometru

przeptywowego FACSCalibur.
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4.2.9. Oznaczanie aktywnos$ci SA-p-galaktozydazy

Jednym z najbardziej powszechnych markerow starych komorek jest aktywno$¢ tak
zwanej SA-B-galaktozydazy (SA-B-Gal), ktorg oznaczano za pomocg dwoch metod:
Mikroskopia — wedtlug protokotu opisanego przez Dimri i wspot.. [106]. 3x10° komorek
plukano w 5ml PBS (165 x g, 5 min) i zawieszono w 150ul PBS, przenoszono na szkietka
podstawowe 1 cytospinowano przy 800 RPM przez 5 min. Po wirowaniu nadmiar plynu
odsaczono bibulg i osadzone na szkietku komoérki utrwalano 2% formaldehydem i 0,2%
glutaraldehydem w PBS przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie ptukano w PBS
i inkubowano przez noc w 37°C, w szalce zalkejonej parafilmem w ciemnos$ci w wodnym
roztworze zawierajagcym lmg/ml 5-bromo-4-cloro-3-inodyl (x-gal), SmM Zzelazo(Il)cyjanek
potasu (CsFeKsNs*3H20), SmM zelazo(Il)cyjanek potasu (CeFeKzNs), 150mM NaCl, 2mM
MgCI> i bufor fosforanowy pH 6. Po nocy preparaty ptukano PBS, zakrywano szkietkiem
nakrywkowym w roztworze zatapiajacym (mounting medium). Aktywno$¢ B-galaktozydazy
(niebieskie zabarwienie) analizowano w $wietle przechodzacym za pomoca mikroskopu
swietlnego Olympus (D45).

Metoda cytometryczna — wedtug protokotu opisanego przez Kurz i wsp. [107],
polegajacego na inkubacji komorek z substratem kwasnej f-galaktozydazy — C12FDG, ktory
ulggajac hydrolizie daje fluorescencyjny produkt. 600 pl hodowli komérkowej inkubowano z
C2FDG w stezeniu 33 puM przez 2h w 37°C. Nastepnie plukano 2 razy w 5Sml PBS,
zawieszono w 500ul PBS i mierzono przy pomocy cytometru przeptywowego FACSCalibur.
Korzystajac z programu CellQuestPro analizowano 10 tys. komoérek 1 wyniki przedstawiono

jako s$rednig fluorescencje (Geo Mean).

4.2.10. Barwienia immunocytochemiczne

300 pul hodowli komodrkowej (ok. 300 tys.) plukano w 5 ml PBS i wirowano przy 165
X g przez 5 min. Nastgpnie do zawieszonych w 0,5 ml PBS komorek dodawano 0,5 ml
roztworu paraformaldehydu otrzymujac stgzenie 2%. Po 20 minutowe] inkubacji w
temperaturze pokojowej komorki ptukano dwa razy 10 ml PBS wirujac przy 235 x g przez 5
min. Osad zawieszano w 150 ul PBS, przenoszono na szkietka podstawowe i cytospinowano
przy 800 RPM przez 5 min. Szkietka osuszano i ptukano przez 15 minut w PBS, po czym
przenoszono do 70% alkoholu etylowego o temperaturze -20°C i przechowywano w -20°C
minimum 24h. Zebrane preparaty plukano przez 15 min w PBS w temperaturze pokojowej, a

nastepnie blokowano przez 30 minut w wilgotnej komorze nakraplajac 75 pl buforu do
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blokowania (5% BSA w PBS z 0,5% Tween-20 i 0,1% Triton X-100). Nast¢pnie ptukano 15
minut w PBS i inkubowano 2 godziny z przeciwciatami I-rzedowymi (anty-fosfo-ATM, anty-
YH2AX i anty-53BP1) rozcienczonymi 1:500 w 1% BSA w PBS z 0,5% Tween-20 i 0,1%
Triton X-100. Po ectapie 15 min plukania w PBS preparaty inkubowano 1 godzing z
odpowiednimi przeciwciatami II-rzedowymi (anty-mouse-Alexa488 i anty-rabbit-Alexa555)
rozcienczonymi 1:500 w 1% BSA w PBS z 0,5% Tween-20 i 0,1% Triton X-100. Po
ptukaniu, (PBS 15 min) barwiono DNA przez 10 min, uzywajac roztworu Drag5 (1:400 w
PBS). Po kolejnym ptukaniu (PBS 15 min), preparaty zamykano szkietkiem nakrywkowym
w plynie zatapiajacym. Gotowe preparaty przechowywano w -20°C.

Tworzenie skupisk y-H2AX 1 53BP1 oraz intensywno$¢ fluorescencji fosfo-ATM
oceniano za pomocg mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP5 lub TCS SP2, wykorzystujac
oprogramowanie LAS AF (Leica Microsystems). W przypadku barwienia fosfo-ATM, $redni
poziom fluorescencji byt mierzony za pomoca programu LAS AF, a analizie poddano co

najmniej 50 komorek z kazdego punku czasowego eksperymentu.

4.2.11. Analiza poziomu bialek technikg Western Blotting

4.2.11.1 Izolacja bialka

Calkowite ekstrakty biatkowe uzyskiwano stosujagc metode Laemmliego (Laemmli
1970). W poszczegélnych punktach czasowych pobierano ok. 5 mIn komorek, ptukano
dwukrotnie w 10 ml PBS i wirowano przy 165 x g przez 5 min. Osad komoérek zawieszano w
1 ml PBS i wirowano przy 6720 x g przez 5 min. Supernatant odrzucano, natomiast osad
komorek przechowywano w -20°C. Po zebraniu prob ze wszystkich punktow czasowych
osady komorkowe rozmrazano powoli na lodzie i zawieszano w PBS oraz dodawano rowna
objetos¢ 2x stezonego buforu Laemmliego. W celu uzyskania jednorodnej zawiesiny probki
homogenizowano przy uzyciu strzykawki insulinowki (BD Bioscience) i gotowano w 95°C
przez 10 min. Nastgpnie otrzymane ekstrakty wirowano przy 10500 x g przez 5 min, a

zebrany nasgcz zawierajacy biatka catkowite przechowywano w -20°C.

4.2.11.2 Wyroéwnanie iloSci biatka

W celu wyréwnania ilosci biatka preparaty rozdzielano elektroforetycznie w Zelu
poliakrylamidowy w aparacie Mini-PROTEAN 3-cell (Bio-Rad) w buforze do elektroforezy.
Podczas przemieszczania si¢ biatek. W Zelu zageszczajacy napigeie wynosito 50 V, natomiast

po przejsciu do zelu rozdzielajacego 120 V. Po rozdziale zel barwiono btekitem Coomasie
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przez 5 min, a nast¢gpnie odbarwiano 7% kwasem octowym do uzyskania wyraznych
prazkow. Na podstawie intensywnosci prazkdéw organoleptycznie wyznaczano objetosci
probek nanoszonych na zel. W razie potrzeby czynno$¢ powtarzano do uzyskania rownych

1loSci biatka.

4.2.11.3 Western Blotting

W  zaleznosci od wielko$ci badanych biatek rozdziat elektroforetyczny
przeprowadzano w 10% lub 12% (H2AX) zZelu poliakrylamidowy przy napieciu 120V,
Natomiast do rozdzielenia bialek o wysokich masach czgsteczkowych (ATM) stosowano zel
8% 1 napigcie 80V. Po rozdziale wykonywano mokry transfer bialek na membrang
nitrocelulozowa (Wathmann) przy uzyciu aparatu Mini trans-Blot® (Bio-Rad) w buforze do
transferu przez 1 godzing w 4°C przy natezeniu 400mA. W przypadku duzych biatek transfer
prowadzono 2,5h w 4°C przy nat¢zeniu 370 mA. Skutecznos¢ transferu potwierdzano
barwieniem membrany przy uzyciu barwnika Ponceau-S przez 1 min, ktéry nast¢pnie
odbarwiano ptuczac woda. Po potwierdzeniu przeniesienia biatek na membrane blokowano ja
przez 1h w 5% roztworze odttuszczonego mleka w TBST (TBS z 0,1% Tween 20). Nast¢pnie
membrang inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami I-rzedowymi przez noc w wilgotnej
komorze w temp. 4°C. Przeciwciata rozcienczano w 5% mleku w TBST (Tab. 6). Po nocnej
inkubacji membrane¢ ptukano 3x w TBST przez 10 min, a nastgpnie inkubowano przez 1h w
temperaturze pokojowej z Il-rzgdowymi przeciwciatami potgczonymi z peroksydazg
chrzanowa (HRP) (Tab. 6). Dzi¢ki kolejnemu 3x plukaniu w TBST przez 10 min pozbywano
si¢ nadmiaru niezwigzanych przeciwcial. Detekcja odbywala si¢ w ciemni przy uzyciu
systemu do chemiluminescencji: ECL Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare ).
Membrane¢ inkubowano z substratem (nadtlenek wodoru i luminol) przez 1 min, a nastgpnie
prowadzono detekcje sygnatu na kliszy fotograficznej w kasecie. Obraz wywotywano
automatycznie za pomocg FPM 800A. Klisze skanowano (InGenius) oraz poddawano obrobce

przy uzyciu programéw GeneSnap, GeneTools, Adobe Photoshop.

4.2.11.4 Stripping

Jezeli na jednej membranie badano biatka o zblizonych masach czgsteczkowych badz
jedno biatko za pomoca przeciwcial skierowanym przeciw ré6znym epitopom korzystano z
techniki strippingu tj. usunigcia przeciwciat I i II rzedowych zwigzanych z membrang. Po
przeprowadzeniu catej procedury Western Blot i detekcji szukanych bialek membrang

ptukano dwa razy w buforze do strippingu 5-10 min. Nast¢gpnie dwa razy w PBS (10 min) 1
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dwa razy w TBST (5-10 min). Tak przygotowana membrana byla gotowa do etapu

blokowania w 5% mleku i dalszych etapéw preparatyki.

Antygen przeciwciala I-rzedowego Rozcienczenie
p-ATM (Ser1981) 1:500
ATM 1:500
PARP 1:1000
p-Chk1 (Ser317) 1:500
Chk1 1:500
p-Chk2 (Thr68) 1:500
Chk2 1:500
p-p53 (Serlb) 1:500
p53 DO-1 1:500
Aktyna 1:50000
p21 1:250
y-H2AX 1:1000
H2AX 1:1000
PUMA 1:1000
BAX 1:500
Kaspaza-2 1:500
Kaspaza-3 1:500
Kaspaza-8 1:500
Kaspaza-9 1:500
Przeciwcialo II-rz¢edowe Rozcienczenie
Krolicze IgG 1:2000
Mysie 19G 1:2000

Tabela 4.6. Rozcienczenia przeciwciat uzywane w technice Western blot.

4.2.12. Detekcja uszkodzen DNA technika FADU

Pomiar iloSci uszkodzen DNA zmodyfikowang i zautomatyzowang metoda
fluorometrycznej detekcji kontrolowanej denaturacji DNA w $rodowisku alkalicznym
(Fluorimetric Detection of Alkaline DNA Unwinding) wykonano wedtug protokotu opisanego
przez Moreno-Villanueva [108]. Jest to bardzo doktadna metoda pomiaru pegknigé¢ nici i
naprawy DNA in vitro. Polega na cz¢$ciowej denaturacji nici DNA w miejscach
pojedynczych i podwdjnych peknieé¢, zachodzacej w kontrolowanych warunkach pH, czasu i
temperatury (pH 12,5; 1h, 30°C).

Uproszczony schemat metody przedstawia rysunek 4.6A. Pierwszym etapem
doswiadczen byto traktowanie komodrek badanym zwigzkiem (etopozyd lub kurkumina) przez
10, 20 lub 30 min. Dalsze etapy byly wykonywane w spos6b zautomatyzowany przez robota
TECAN Genesis RSP 100 liquid handling device (LHD) (TECAN AG) (Hombrechtikon,
Switzerland) obstugiwanego przez program GEMINI V4.0 (TECAN GmbH) (Berlin,
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Germany): przeniesienic komorek na ptytke 96-dotkowa, liza komorek, denaturacja DNA
(alkaliczna), neutralizacja 1 znakowane barwnikiem fluorescencyjnym Sybr®Green,
(Invitrogen, Darmstadt, Germany), ktory wigze si¢ do dwuniciowego DNA. Nastepnie
poziom fluorescencji mierzono czytnikiem przy 492nm.

Intensywnos¢ fluorescencji wyrazano jest jako procent §wiecenia Sybr®Green W
probie kontrolnej (komorki nietraktowane badanym zwigzkiem). Spadek poziomu

fluorescencji $wiadczy o wzro$cie poziomu uszkodzen DNA. Rys. 4.6B.

A. Indukcja uszkodzeri DNA B.
4 Poziom uszkodzer DNA
Przeniesienie komoérek na plytke 96-dotkowa |
———
Liza komorek
SIS
[} S DI P
Denaturacja DNA l l 1
|
Neutralizacja B BN B ><

Znakowanie Sybr®Green
1 Intensywnos¢ fluorescenc;i

Detekcja fuorescencji

Rys. 4.6. (A.) Schemat przedstawiajacy kolejne etapy metody FADU. Pogrubiona czcionka
oznacza zautomatyzowane etapy, wykonywane przez robota. (B.) Zasada znakowania probki
Sybr®Green, ktory wiaze si¢ do dwuniciowych odcinkow DNA. Wzrost poziomu uszkodzen
DNA koreluje ze spadkiem intensywnosci fluorescencji.

4.2.13. Pomiar ilosci DNA w komorce - cykl komorkowy

1x108 komérek ptukano w Sml PBS 165 x g przez 5 min. Nastepnie zawieszono w
300ul PBS 1 utrwalono wstrzykujac je energicznie do zmrozonego (-20°C) 70% etanolu i
przechowywano w -20°C przynajmniej przez noc. Utrwalone komorki ptukano dwa razy w 10
ml PBS wirujac przy 235 x g przez 5 min, zawieszono w 0,5 ml PBS i dodawano 1 ml
roztworu PBS z 0,2M Na;HPOs i 4 mM kwasem cytrynowy na 5 min. Nastgpnie komorki
zwirowano i inkubowano 30 min w temperaturze pokojowej w roztworze PBS z 3,8 mM
cytrynianem sodu, 50 ul/ml jodku propidyny 1 0,5 mg/ml RNAzy A. Po tym czasie mierzono
ilos¢ DNA przy pomocy cytometru przeptywowego FACSCalibur w 10 tys. komorkach.

4.2.14. Oznaczanie poziomu aktywnego bialka BAX

1x10°® komérek ptukano w 5 ml PBS (165 x g przez 5 min) i utrwalano w 4% PFA

15min w 4°C. Nastgpnie plukano w 10 ml PSB (235 x g przez 5 min) i permabilizowano w
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PBS z 0,05% saponing przez 10 min w temp. pokojowej. Po zwirowaniu komorki blokowano
w PBS z 3% surowica kozig przez 30 min temp. pokojowej. Plukano w 5ml PBS z 0,05%
saponing (235 x g przez 5 min) i inkubowano 1 godzing w 300 pl z przeciwciatem I-
rzedowym anty-Bax 6A7 rozcienczonym 1:500 w PBS z 0,05% saponing. Naste¢pnie plukano
2 razy w PBS z 0,05% saponing 1 inkubowano 1 godzing w 300 pl z przeciwciatem II-
rzedowym anty-mouse — Alexa488 rozcienczonym 1:500 w PBS z 0,05% saponing. Po
dwukrotnym ptukaniu w PBS z 0,05% saponing komorki zawieszano w 500 pl PBS i
mierzono przy pomocy cytometru przeptywowego FACSCalibur. Analizowano 10 tys.

komorek.

4.2.15. Analiza statystyczna

Przedstawione wyniki stanowig warto$ci §rednie z co najmniej trzech powtdrzen.
Doktadna liczba powtdrzen znajduje si¢ w opisach rysunkow. Wszystkie wyniki
przedstawiono jako wartosci srednie + odchylenie standardowe (SD).

Dla poréwnani dwoch grup stosowano test Manna-Whitney'a. Podczas poréwnywania
wynikow za istotne statystycznie przyjeto roznice dla P<0,05. Zastosowano nastepujace
oznaczenia: * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,001. Do obliczen uzywano oprogramowania

Microsoft Excel oraz GraphPad Prism 4.02.
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5. Wyniki

5.1. Uszkodzenia DNA prowadza do aktywacji szlaku DDR i apoptozy
ludzkich limfocytow T

5.1.1. Analiza ilosci DNA w spoczynkowych limfocytach T i komoérkach linii Jurkat

Glownym celem pracy byto zbadanie szlaku DDR w limfocytach T. Limfocyty T
pochodzace od zdrowych os6b s3 komorkami spoczynkowymi. Dla poréwnania
wykorzystano komorki biataczki limfocytarnej, ktore pochodzg od limfocytéw T (komorki
linii Jurkat). Uzycie do badan limfocytow T stymulowanych do proliferacji niosto pewne
ograniczenia, gdyz aktywacja limfocytéw T prowadzi do podziatow, ktérym towarzyszy
$mieré (AICD - Activation-Induced Cell Death).

Rysunek 5.1. przedstawia przyktadowe histogramy pomiaru iloSci DNA w
prawidtlowych, nieproliferujgcych limfocytach T (A) oraz dzielacych si¢ komoérkach linii
Jurkat (B). Na wykresie podano procent komoérek w poszczegolnych fazach cyklu
komorkowego. Analiza cytometryczna nie pozwala na rozroznienie faz GO od G1 oraz G2 od
M. 96% spoczynkowych limfocytow T posiadato 2N DNA, co oznacza, ze byly w fazie GO
lub G1. Tylko 3% komorek posiadato wigksza ilo§¢ DNA (fazy S i G2/M). W proliferujacych
komorkach linii Jurkat wartosci te przedstawialy si¢ nastepujaco: GO/G1-52%, S-25 i G2/M-
16%.

A Limfocyty T B Komorki Jurkat
S8 | coG1-96% S & GO/G1-52%
O o] S-1% O 2] S-25%
= G2/M-2% = G2/M-16%
-0 200 4(IJO. a G(I)O h 8(I]0 - .1OIOO -0 200 400. B 660 h IBfI)DI h ‘;OIOO
DNA DNA

Rys. 5.1. Ilos¢ DNA w spoczynkowych limfocytach T i komorkach linii Jurkat. Przyktadowe
histogramy przedstawiajace zawartos¢ DNA w obwodowych limfocytach T izolowanych od
dawcow (A) i komorek linii Jurkat (B). Procenty przedstawiaja odsetek komorek w
poszczegbdlnych fazach cyklu komoérkowego.

Spoczynkowe limfocyty T sg komodrkami poza cyklem komorkowym w fazie GO.

Zawieraja 2N DNA, co jest iloScig charakterystyczng takze dla fazy Gl. Jednakze bardzo
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maty odsetek komoérek w fazie syntezy (G2) 1 mitozy (M) §wiadczy o tym, ze sg to komorki
nieproliferujace. Ponad 40 % komorek linii Jurkat ma wigcej niz 2N DNA, co jest
charakterystyczne dla dzielacych si¢ komodrek bedacych w cyklu komorkowym.

5.1.2. Pomiar markerow Smierci komérkowej spoczynkowych limfocytow T i komérek

linii Jurkat traktowanych etopozydem

Etopozyd jest silnym induktorem apoptozy dzielacych si¢ komérek nowotworowych.
Dlatego na poczatku sprawdzono wplyw etopozydu na przezywalno$¢ spoczynkowych
limfocytow T. Komorki traktowano etopozydem w stezeniach 1-20uM. Po uptywie 24h
oznaczono indeks apoptotyczny. Indeks apoptotyczny zdefiniowany zostal jako suma
komorek wczesnoapoptotycznych (wyznakowanych aneksyna V) i
péznoapoptotycznych/martwych (wyznakowanych aneksyng V i 7-AAD). Rysunek 5.2A.
przedstawia reprezentatywne wykresy gestosciowe 1 sposob bramkowania populacji wezesno-
i p6znoapoptotycznej spoczynkowych limfocytow T i komoérek linii Jurkat. Dane otrzymane z
oceny indeksu apoptotycznego limfocytow T od pieciu dawcow i trzech powtdrzen dla
komorek linii Jurkat przedstawiajg wykresy stupkowe (Rys.5.2B.).

Indeks apoptotyczny wzrastat wraz ze st¢zeniem etopozydu w przypadku obu typow
komorek. Dla spoczynkowych limfocytow T najwyzsza wartos¢ (35%) osiagat przy stezeniu
20uM. Dzielace si¢ komorki linii Jurkat byly bardziej wrazliwe na etopozyd. Indeks
apoptotyczny, poczawszy od stezenia S5uM, byl znacznie wyzszy niz w spoczynkowych
limfocytach i dla najwyzszego badanego stgzenia (20uM) wyniost 78%. Etopozyd w stezeniu
10uM, powodowat §mier¢ ok. 25% spoczynkowych limfocytow T oraz duzego odsetka (75%)
komorek linii Jurkat. Zwigkszenie dawki etopozydu w przypadku komoérek linii Jurkat nie
zwigkszalo w znacznym stopniu i tak wysokiego indeksu apoptotycznego. Komorki kontrolne
(bez etopozydu) byly traktowane DMSO w stezeniu 0,002%, co odpowiadalo zawartosci
DMSO w probach z dodatkiem etopozydu (10uM), 1 byly analizowane po 24 godzinach. Do
dalszych badan zostato wybrane stezenie 10uM, ktore odpowiada poziomowi etopozydu w

surowicy osigganemu podczas terapii przeciwnowotworowej [109].
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Rys. 5.2. Indeks apoptotyczny spoczynkowych limfocytow T i komorek linii Jurkat
traktowanych etopozydem w réznych stezeniach. Komorki analizowano 24 godziny po
dodaniu etopozydu (5-20uM). (A) Przyktadowe wykresy gestosciowe przedstawiajace sposob
bramkowania komorek wczesno- 1 pdznoapoptotycznych. (B) Indeks apoptotyczny otrzymany
z pigciu niezaleznych do$wiadczen przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych od
pieciu dawcow oraz trzech powtorzen dla komorek linii Jurkat. Stupki przedstawiajg $rednig;
+ SD.

Nastepnie oznaczono indeks apoptotyczny spoczynkowych limfocytow T 1 komorek
linii Jurkat traktowanych 10uM etopozydem (Rys. 5.3.). Pomiaru dokonano po 3, 6, 12, 24 i
48 godzinach po dodaniu zwigzku. Indeks apoptotyczny wzrastat wraz z czasem traktowania
komorek. Pomiar komoérek znakowanych aneksyng V 1 7-AAD w roznych czasach
traktowania pozwala na zaobserwowanie zmian w liczbie komorek wczesno- i
poznoapoptotycznych. Analizujac cytogramy mozna zaobserwowa¢ wzrost odsetka komorek
wcezesnoapoptotycznych (wybarwionych tylko aneksyng V), po ktérym nastepuje akumulacja
populacji komoérek poédznoapoptotycznych 1 martwych. Zjawisko to jest zwiaszcza dobrze
widoczne w komorkach, w ktorych poziom $mierci jest bardzo wysoki. Po 48h traktowania
etopozydem wickszo$¢ komodrek linii Jurkat byta podwojnie pozytywna, podczas gdy w
czasie 24h glowna populacje stanowity komorki tylko aneksyno-pozytywne (Rys. 5.3A.).
Wyniki uzyskane z doswiadczen przeprowadzonych na spoczynkowych limfocytach T

wyizolowanych od 7 dawcow i trzech powtdrzeniach na komorkach linii Jurkat przedstawia
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Rys. 5. 3B. Indeks apoptotyczny (Rys. 5.3B.) spoczynkowych limfocytéw T zaczat wzrastac¢
w stosunku do kontrolnych komorek (7%) (DMSO 24h) od 12 godziny traktowania (14%) i
rost wraz z uplywem czasu osiagajac do 24% i 46% odpowiednio po 24h i 48h. W przypadku
komorek linii Jurkat znaczny wzrost indeksu apoptotycznego nastgpit juz po 6h inkubacji z
etopozydem (27%) i wraz z uplywem czasu osiggnat 64% po 12 i 82% po 24 godzinach. Po
48 godzinach praktycznie wszystkie komorki linii Jurkat byty martwe (98%).
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Rys. 5.3. Kinetyka indeksu apoptotycznego spoczynkowych limfocytow T i komorek linii
Jurkat traktowanych 10uM etopozydem. Komorki znakowano aneksyng V 1 7-AAD po: 0, 3,
6, 12, 24 1 48 godzinach. (A) Reprezentatywne wykresy gestoSciowe przedstawiajace sposob
bramkowania populacji komodrek apoptotycznych. (B) Indeks apoptotyczny otrzymany z
pigciu niezaleznych doswiadczen przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych od
siedmiu dawcow oraz trzech powtorzen dla komorek linii Jurkat. Shupki przedstawiajg
$rednia; (= SD).

Przeprowadzone do$wiadczenia dowodza, ze zarbwno w spoczynkowych limfocytach
T jak i komorkach linii Jurkat apoptoza indukowana etopozydem jest zalezna od stezenia i
czasu (w przypadku 10uM etopozydu). Jednakze etopozyd jest silniejszym induktorem
$mierci komorkowej w proliferujacych komorkach linii Jurkat niz spoczynkowych

limfocytach T.

56



Wyniki

Ekspozycja fosfatydyloseryny na powierzchni komoérki jest wczesnym markerem
apoptozy. Innym markerem tego procesu jest aktywacja kaspaz. Poziom aktywnych kaspaz 2,
8 1 9 badano przy pomocy techniki Western blot. Oznaczano réwniez poziom catkowitego i
cietego biatka PARP (Rys. 5.4.). W spoczynkowych limfocytach T etopozyd po 12 godzinach
traktowania powodowat pojawianie si¢ prazka odpowiadajacego aktywnej formie kaspazy-8 i
kaspazy-9 oraz proteolizie biatka PARP. Nie zaobserwowano prazkow odpowiadajacych
aktywnej kaspazie-2 (prawdopodobnie poziom ponizej detekcji), natomiast spadal poziom
prokaspazy. W przypadku komorek linii Jurkat juz po 6h traktowania etopozydem pojawiaty
si¢ prazki aktywnych kaspaz ( -8, -2, -9) oraz zaobserwowano proteoliz¢ biatka PARP.

Limfocyty T Komorki Jurkat

kDa Oh 3h 6h 12h 24h Oh 3h 6h 12h 24h
T2 = b :;-—'
55=

43=

< Prokaspaza

(Vo)
@ -
Q- Forma cieta
% €
®
X 7=
72 =
55:
o~ " - Prokaspaza
S 3=
26 =
®
o
@
17 =
X

ZIForma cieta

- Prokaspaza

]Forma cieta

Rys.5.4. Wplyw etopozydu na aktywacje kaspaz w spoczynkowych limfocytach T i
komorkach linii Jurkat. Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 10uM
etopozydem. Pojawianie si¢ prazkéw odpowiadajacych aktywnym kaspazom oraz proteolize
biatka PARP analizowano w czasie 0, 3, 6, 12, 24 godzin po podaniu etopozydu.
Przedstawiono reprezentatywne bloty otrzymane z do$wiadczen przeprowadzonych na
limfocytach T wyizolowanych od 3 dawcow oraz trzech powtdrzen na komorkach linii Jurkat.
Strzatki wskazujg prazki odpowiadajgce prokaspazom oraz ich cigtym formom, kaspazom
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Intensywnos¢ prazkoéw aktywnych form kaspaz byta wigksza w komorkach linii Jurkat
niz w limfocytach T, co jest zgodne z wysokim indeksem apoptotycznym w tych komoérkach.

Stosujac metod¢ Western blot nie wykryto prazkéw odpowiadajacych aktywnej
kaspazie-2 w spoczynkowych limfocytach T traktowanych etopozydem. Dlatego poziom jej
aktywacji zmierzono takze metodg cytometryczng uzywajgc CaspGLOW™ Fluorescein
Active Caspase-2 Staining Kit (Rys. 5.5A.). Komorki traktowano etopozydem i po 24
godzinach dokonano pomiaru. Etopozyd powodowat aktywacje kaspazy-2 w ok. 15%
komorek. Dla pordwnania w populacji komorek kontrolnych obserwowano 6% kaspazo-
pozytywnych. Specyficzno$¢ barwienia sprawdzono stosujgc inhibitor kaspaz — Z-VAD, ktory
obnizat poziom aktywnej kaspazy-2 do obserwowanego w komorkach kontrolnych (DMSO
24 godziny). Za pomoca cytometru przeplywowego zbadano rowniez aktywnos$¢ biatka BAX
w komorkach — kolejnego markera zwigzanego z apoptoza (Rys. 5.5B.). Po 24 godzinach
traktowania etopozydem spoczynkowych limfocytow T stwierdzono aktywacje biatka BAX w
10% komorek w poréwnaniu do 3% kontroli (DMSO).

Aktywacja kazpazy-2 Aktywacja BAX
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Rys. 5.5. Aktywacja kaspazy-2 i biatka BAX w spoczynkowych limfocytach T traktowanych
etopozydem. Komorki traktowano 10uM etopozydem i po uptywie 24 godzin cytometrycznie
mierzono w nich aktywna kaspazg-2 i aktywne biatko BAX. Stupki przedstawiajg $rednig z
doswiadczen na limfocytach wyizolowanych od 3 dawcow (£SD;** - p<0,01) .

Badania poziomu $mierci i aktywacji kaspaz pokazuja, ze etopozyd indukuje kaspazo-
zalezng apoptoze komorek proliferujacych linii Jurkat oraz spoczynkowych limfocytow T.

Jednakze efekt dziatania etopozydu jest wyrazniejszy w przypadku komorek proliferujacych.
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5.1.3. Detekcja markerow podwéjnych uszkodzen DNA (yYH2AX i 53BP1) w komorkach
traktowanych etopozydem

W miejscu uszkodzenia DNA nastepuje tworzenie kompleksu ztozonego z kilku
tysiecy biatek zaangazowanych w wykrywanie, przekazywanie sygnatu oraz naprawe¢ DNA.
W celu sprawdzenia czy etopozyd indukuje uszkodzenia DNA w spoczynkowych
limfocytach T, metoda immunocytochemiczng zbadano obecno$¢ wybranych bialek,
uznawanych za markery podwojnych peknigé nici DNA, jakimi sa YH2AX 1 53BP1.

Spoczynkowe limfocyty T i dla porownania komorki linii Jurkat traktowano 10uM
etopozydem i po uptywie 1, 3, 6, 12, 24 godzin inkubowano z przeciwciatem rozpoznajagcym
ufosforylowang (Ser 139) form¢ H2AX. Po dodaniu etopozydu nastepowalo formowanie
skupisk YH2AX, a ich liczba wahata si¢ od 1-10 na komorke (Rys. 5.6.). W komorkach
kontrolnych, traktowanych DMSO (0,002%) przez 1 godzing, nie obserwowano skupisk
YH2AX. Natomiast po 24 godzinach traktowania etopozydem zaobserwowano komorki o
intensywnej fluorescencji. Jest to zjawisko charakterystyczne dla komorek we wcezesnej fazie
apoptozy [110]. Nazwane zostato pierscieniem apoptotycznym (apoptotic ring), ktore zanika
w pdzniejszych etapach $mierci komorki [111].

W komorkach linii Jurkat etopozyd rowniez prowadzit do tworzenia skupisk YH2AX.
Jednak ich liczba byta duza i trudna do doktadnego okreslenia. Wedtug danych literaturowych
liczba skupisk w komorkach dzielacych si¢ wynosi co najmniej 50 [112]. Skupiska yYH2AX
powstaja w miejscu peknigé nici DNA nie tylko indukowanych zwigzkiem cytotoksycznym,
ale rowniez podczas fizjologicznych procesow, takich jak replikacja czy rekombinacja DNA,
co wida¢ na przyktadzie kontrolnych, nietraktowanych etopozydem komorek linii Jurkat. Po 6
godzinach traktowania etopozydem widaé juz pierwsze symptomy apoptozy (intensywne
swigcgce komorki) oraz rozpad komorek na ciatka apoptotyczny. Apoptoze wigkszosci

komorek zaobserwowano po 24 godzinach.
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Limfocyty T Komorki Jurkat

1 yYH2AX

Rys. 5.6. Detekcja skupisk YH2AX w komorkach traktowanych etopozydem. Spoczynkowe
limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 10uM etopozydem i po uptywie 1, 3, 6, 24
godzin wyznakowano YH2AX (zielony) i DNA (czerwony). Przestawiono reprezentatywne
zdjecia zrobione przy pomocy mikroskopu konfokalnego. Skala wynosi 10um.
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Innym markerem podwojnych uszkodzen DNA jest tworzenie skupisk 53BP1. W
miejscu uszkodzenia nastgpuje akumulacja biatka, ktére odgrywa role w naprawie DNA.
Detekcji skupisk 53BP1 dokonano po 1, 3 i 6 godzinach od dodania 10uM etopozydu.
Podobnie jak w przypadku YH2AX, liczba skupisk 53BP1 w spoczynkowych limfocytach T i

komorkach linii Jurkat wzrastata po podaniu zwigzku cytotoksycznego (Rys. 5.7.). Liczba

powyzej 30.
DMSO 1h

Limfocyty T

Komoérki Jurkat

skupisk w limfocytach T wahala si¢ w granicach 1-5 na komoérke, a w komorkach linii Jurkat
Hl 53BP1

3h 6h
Bl DNA

Rys. 5.7. Detekcja skupisk 53BP1 w komorkach traktowanych etopozydem. Spoczynkowe
limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 10uM etopozydem i po uptywie 1, 3, 6 godzin,
wyznakowano 53BP1 (zielony) i DNA (czerwony). Przestawiono reprezentatywne zdjecia z
mikroskopu konfokalnego. Skala wynosi 10um.

Etopozyd indukowal uszkodzenia DNA w spoczynkowych limfocytach T i komorkach
linii Jurkat, o czym $wiadczy tworzenie skupisk YH2AX i 53BP1.

5.1.4. Poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem mierzony metoda FADU

Dzigki metodzie immunocytochemicznej mozna wykrywac biatka rekrutowane w
miejscu uszkodzenia DNA. Zastosowanie techniki FADU pozwala na okreslenie poziomu
uszkodzonego DNA. Jest to czuta metoda wykrywajaca pojedyncze i podwdjne peknigcia nici
DNA, bedace wynikiem dziatania czynnikéw zewnetrznych, replikacji, a takze fragmentacji
DNA podczas apoptozy. Dlatego pomiar przeprowadzono w krotkich czasach (10, 20, 30

minut) od podania etopozydu, gdy nie obserwowano jeszcze symptomoOw apoptozy.
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Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano etopozydem w stezeniu 5-40uM.
Rysunek 5.8. przedstawia wyniki otrzymane na limfocytach T wyizolowanych od 6 dawcow i
trzech powtorzeniach wykonanych na komorkach linii Jurkat. Spadek poziomu fluorescencji
$wiadczy o wzro$cie poziomu uszkodzen. W obu typach komorek ilos¢ uszkodzeh DNA
wzrastala wraz ze wzrostem stezenia etopozydu 1 nie ulegata zmianie w badanym czasie. W
spoczynkowych limfocytach T 10uM etopozyd powodowal spadek fluorescencji o 15% w
stosunku do komorek kontrolnych (100%) traktowanych DMSO, natomiast w przypadku
40uM etopozydu, spadek wynosit az 50%. W komorkach linii Jurkat ilo§¢ uszkodzen byta
wigksza 1 poziom fluorescencji wynosil ok. 70% dla stezenia 10uM oraz 80% dla 40uM

etopozydu.
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Rys. 5.8. Poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem mierzony technika FADU.
Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano etopozydem w stezeniach 5-
40uM. Po uptywie (A) 10min, (B) 20min, (C) 30min mierzono poziom uszkodzen DNA.
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Stupki przedstawiaja $rednia wzglednej wartosci fluorescencji uzyskang z do$wiadczen
przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych od 6 dawcéw oraz trzech powtdrzen na
komorkach linii Jurkat. Fluorescencja komoérek kontrolnych wynosi 100% (£SD).

Przedstawione wyniki dowodza, ze etopozyd indukuje uszkodzenia DNA w

spoczynkowych limfocytach T, a ich poziom byt mniejszy niz w komorkach linii Jurkat.

5.15. Szlak DDR w spoczynkowych limfocytach T i komérkach linii Jurkat

traktowanych etopozydem

Odpowiedz na uszkodzenia DNA prowadzi do aktywacji wielu biatek. Za pomoca
metody Western blot badano poziom biatek biorgcych udziat w szlaku DDR, takich jak:
ATM, Chk2, p53, p21 i yH2AX (Rys. 5.9.). Komorki traktowano 10uM etopozydem, a
nast¢pnie dokonywano pomiaru po 3, 6, 12, 24 i 48 godzinach. Kontrol¢ stanowity komorki
nietraktowane. Do$wiadczenie bylo przeprowadzone na limfocytach wyizolowanych od
trzech dawcow i powtdrzone trzy razy na komorkach linii Jurkat. Ze wzgledu na wysoki
poziom $mierci, komorki linii Jurkat badano do 24 godzin. Otrzymane wyniki przedstawiono
na rysunku 7. W limfocytach T obserwowano przejsciowy wzrost poziomu ufosforylowane;j
kinazy ATM (Ser 1981) i kinazy Chk2 (Thr 68), pojawiajacy si¢ po 3 godzinach od podania
etopozydu. Zaobserwowano takze indukcje biatka p53 i jego fosforylacje (Ser 15). Poniewaz
badano limfocyty T spoczynkowe, nie stwierdzono indukcji inhibitora cyklu komorkowego,
biatka p21(nie pokazano) oraz fosforylowanego przez ATR (aktywowane przez zatrzymanie
replikacji) biatka Chkl. Wraz z uplywem czasu wzrastal poziom YH2AX 1 byl najwyzszy po
24h i 48h, co $wiadczy o jego silnej ekspresji podczas apoptozy. W komorkach linii Jurkat
etopozyd prowadzit do fosforylacji kinazy ATM, jednakze juz po 6 godzinach nastapita jej
proteoliza zwigzana z masowa apoptoza komorek. Zaobserwowano rowniez fosforylacje
kinazy Chk2, Chkl 1 p53. Wzrost poziomu YH2AX w krotkich czasach potwierdza silne

uszkodzenia DNA obserwowane przy uzyciu innych metod.
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Rys. 5.9. Wplyw etopozydu na poziom kluczowych biatek szlaku DDR. Komorki traktowano
10uM etopozydem 1 w czasie 0, 3, 6, 12, 24 1 48 godzin, badano poziom ufosforylowanych
(ATM, Chk2, Chkl, p53 i H2AX) i catkowitych (ATM, Chk2, Chkl i p53) biatek.
Przedstawiono reprezentatywne wyniki otrzymane z doswiadczen przeprowadzonych na
limfocytach T wyizolowanych o 3 dawcow i 3 powtorzen na komorkach linii Jurkat.

Fosforylacja kluczowych komponentéw szlaku DDR $wiadczy o jego aktywacji pod
wptywem zwiazku uszkadzajacego DNA (etopozydu), zarowno w proliferujacych komoérkach
linii Jurkat jak i spoczynkowych limfocytach T.

5.2.  Wplyw inhibitora ATM na aktywacje szlaku DDR oraz los komorki

Wyniki przedstawione w poprzednim rozdziale wykazatly, ze etopozyd prowadzi do
indukcji uszkodzen DNA 1 aktywacji szlakn DDR prowadzacego do apoptozy
spoczynkowych limfocytow T. W nastepnych do$wiadczeniach zastosowano specyficzny
inhibitor kinazy ATM — KU-55933, ktory znany jest jako zwigzek uwrazliwiajacy komorki

nowotworowe na zwigzki cytotoksyczne.
5.2.1. Wplyw KU-55399 na fosforylacje kinazy ATM indukowanej etopozydem.

Spoczynkowe limfocyty T hodowano w obecnosci inhibitora kinazy ATM (10uM)
przez 2 godziny, a nastepnie traktowano 10uM etopozydem. Po uptywie 6 godzin barwieniem
immunocytochemicznym wykrywano ufosforylowang forme¢ (aktywng) kinazy ATM (Ser
1981). Réwnolegle analizowano limfocyty T traktowane tylko KU-55933, etopozydem lub
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DMSO (0,1%). Doswiadczenie przeprowadzono na limfocytach T wyizolowanych od 3
dawcow. Rysunek 5.10A. przedstawia reprezentatywne zdjecia uzyskane za pomoca
mikroskopu konfokalnego. Intensywnie zabarwione s3 komoérki traktowane tylko
etopozydem. Dodatkowo z pomocg programu LAS AF (Leica) dokonano pomiaru poziomu
fluorescencji komorek (Rys. 5.10B.). Analize przeprowadzono w kazdym przypadku na co
najmniej 50 komorkach. Poziom fluorescencji jest trzykrotnie wyzszy w komodrkach
traktowanych tyko etopozydem niz w pozostatych komorkach, czyli traktowanych DMSO,

samym inhibitorem, czy inhibitorem z etopozydem (*** - p< 0,001).
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Rys. 5.10. Poziom fosforylacji kinazy ATM w limfocytach T. Limfocyty T byly traktowane
przez 6 godzin: DMSO, KU-55933 (KU), KU-55933 z etopozydem (KU+ETO) i tylko
etopozydem (ETO). W wariancie KU+ETO, inhibitor ATM byt dodany do hodowli 2 godziny
przed etopozydem. (A) Reprezentatywne zdjecia z mikroskopu konfokalnego uzyskane w
wyniku znakowania ufosforylowanej formy kinazy ATM (zielony) i DNA (niebieski). (B)
Intensywnos¢ fluorescencji uzyskana po przeanalizowaniu co najmniej 50 komorek z kazdego
typu traktowania (£SD; *** -p<0,001). Doswiadczenie powtorzono na limfocytach T
wyizolowanych od 3 dawcow. Skala wynosi 10um.
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Zastosowanie inhibitora ATM hamowato w sposob istotny statystycznie, indukowana

przez etopozyd fosforylacje kinazy ATM.

5.2.2. Wplyw KU-55933 na poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem

W celu sprawdzenia jak KU wptywa na poziom uszkodzen DNA indukowanych
etopozydem przeprowadzono analiz¢ FADU. Badano 4 warianty traktowania komorek:
DMSO, tylko KU-55933, KU-55933 z etopozydem oraz sam etopozyd. Pomiaru poziomu
uszkodzen DNA dokonano 30 minut po dodaniu etopozydu w stezeniach 5-40uM. KU bylo
dodawane 2 godziny przed podaniem etopozydu. Rysunek 5.11. przedstawia wyniki
otrzymane na limfocytach T wyizolowanych od szesciu dawcow. Jako 100% przyjeto poziom
fluorescencji (uszkodzen DNA) komorek traktowanych DMSO. Poziom uszkodzen DNA rést
wraz ze wzrostem stgzenia etopozydu, na co wskazuje malejgca fluorescencja. Jest on
praktycznie taki sam w przypadku komoérek traktowanych tylko etopozydem oraz etopozydem
z inhibitorem ATM.
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Rys. 5.11. Poziom uszkodzen DNA w spoczynkowych limfocytach T traktowanych
inhibitorem kinazy ATM 1 etopozydem. Komorki analizowano po 30 minutach traktowania
DMSO, KU-55933 (KU), KU-55933 z etopozydem (KU+ETO) i tylko etopozydem (ETO).
Poziom fluorescencji komorek kontrolnych traktowanych DMSO wynosi 100%. Stupki
przedstawiaja Srednig z 6 eksperymentow przeprowadzonych na limfocytach T od 6 dawcow
(£SD).
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Na podstawie uzyskanych danych mozna wnioskowa¢, ze inhibitor kinazy ATM w
warunkach pomiaru nie ma wpltywu na poziom uszkodzen DNA w spoczynkowych

limfocytach T traktowanych etopozydem.

5.2.3. Wplyw KU-55933 na tworzenie skupisk YH2AX i 5S3BP1 w spoczynkowych

limfocytach T traktowanych etopozydem

Podanie KU-55933 nie wplywa na poziom uszkodzen DNA indukowanych
etopozydem. Hamuje natomiast fosforylacje (aktywacj¢) kinazy ATM, odpowiedzialnej za
przekazywanie sygnatu od uszkodzonego DNA. Jednym z jej substratéw jest H2AX, ktorego
fosforylacja jest waznym etapem w rekrutacji wielu biatek zaangazowanych w przekazywanie
sygnalu i naprawg¢ DNA. Rekrutacja 53BP1 do miejsca uszkodzenia DNA nastepuje w
wyniku modyfikacji biatek histonowych, bedacych nastgpstwem fosforylacji H2AX.
Barwienia immunocytochemiczne pozwalaja uwidoczni¢ wspotwystepowanie tych dwoch
biatek, co jest markerem podwojnych peknie¢ nici DNA 1 uwazane jest jako etap poczatkowy
przekazywania sygnatu do naprawy DNA.

Rysunek 5.12. obrazuje barwienie immunocytochemiczne skupisk YH2AX i 53BP1 w
limfocytach T. Zdjecia uzyskano przy pomocy mikroskopu konfokalnego. Komorki
traktowano 6 godzin odpowiednio: DMSO (0,1%), KU-55933 (10uM), KU-55933 z
etopozydem (10uM) 1 tylko etopozyd (10uM). Inhibitor ATM byt podany 2 godziny przed
dodaniem etopozydu.

Tworzenie skupisk 53BP1 obserwowano tylko w komorkach traktowanych samym
etopozydem. Natomiast traktowanie komodrek inhibitorem ATM redukowato liczbe skupisk
indukowanych etopozydem. Skupisk 53BP1 nie indukowalo podanie samego inhibitora lub
DMSO (Rys. 5.12A.). Podobny obraz uzyskano badajgc tworzenie skupisk yH2AX.
Zaobserwowano ich obecno$¢ tylko w komorkach traktowanych samym etopozydem (Rys.
5.12B.). Panel C rysunku 5.12. przedstawia naloZenie obrazéw uzyskanych z barwienia
53BP1 1 yH2AX, a zo6lty kolor §wiadczy o wspotwystepowaniu tych dwoch markerdow
uszkodzen DNA.
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Rys. 5.12. KU-55933 blokuje formowanie skupisk YH2AX i 53BP1. Spoczynkowe limfocyty
T traktowano DMSO, KU-55933 (KU), KU-55933 z etopozydem (KU+ETO) i tylko
etopozydem (ETO) przez 6 godzin, a nastepnie barwiono S53BP1 (czerwony), YH2AX
(zielony) i DNA (niebieski). Dolne zdj¢cia panelu (A) i1 (B) przedstawiaja powigkszenie pola
znaczonego kwadratem. Skala wynosi 10pm.

Podsumowujac, inhibitor ATM, KU-55933, hamowal tworzenie skupisk YH2AX i
53BP1 w miejscu uszkodzen DNA w limfocytach T traktowanych etopozydem.
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5.2.4. Aktywacja szlaku DDR w limfocytach T traktowanych etopozydem i KU-55933

Zastosowanie inhibitora ATM, powodowalo skuteczne obnizenie aktywnej formy
kinazy w spoczynkowych limfocytach T traktowanych etopozydem. Zadano, wigc pytanie,
czy robwnie skutecznie hamowane sa zdarzenia ponizej kinazy ATM. Metodg Western blot
zbadano poziom bialek szlaku DDR w komorkach traktowanych KU-55933 (10uM), KU-
55933 (10uM) z etopozydem (10uM) i tylko etopozydem (10uM) w czasie 0, 1, 3, 6, 12, 24 1
48 godzin. Inhibitor ATM podawano 2 godziny przed etopozydem. Wyniki przedstawione na
rysunku 5.13A dowodza, ze etopozyd indukowal przej$ciowg fosforylacje seryny 1981 kinazy
ATM. Proces ten byl hamowany podaniem KU55933, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
metoda barwienia immunocytochemicznego. Inhibitor ATM redukowal powodowang
etopozydem indukcje biatka p53 oraz jego fosforylacje. W zadnym przypadku nie
obserwowano indukcji biatka p21. Zastosowanie inhibitora ATM obnizalo réwniez
fosforylacj¢ H2AX indukowang etopozydem. Obserwowany po 24 i 48 godzinach wzrost
poziomu YH2AX w komorkach traktowanych KU-55933 oraz KU-55933 z etopozydem,
swiadczy o spontanicznej apoptozie. Potwierdza to réwniez proteoliza biatkka PARP w
komorkach traktowanych KU-55933 lub KU-55933 z etopozydem. Zahamowanie szlaku
DDR wptywalo réwniez na obnizenie poziomu proapoptycznego biatka PUMA (Rys. 5.13B.).
Sam inhibitor kinazy ATM nie wptywal na zmian¢ poziom kluczowych biatek szlaku DDR.
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Rys. 5.13. Poziom biatek szlaku DDR w komorkach traktowanych KU i ETO. Komorki
traktowano KU-55933 (KU), KU-55933 z etopozydem (KU+ETO) i tylko etopozydem (ETO)
I zbierano w czasie 0, 1, 3, 6, 12, 24 i 48 godzin. Metodg Western blot badano poziom (A.)
ufosforylowanych (ATM, p53 i H2AX) i catkowitych (ATM, p53 i p21) biatek oraz (B.)
poziom biatka PUMA i proteoliz¢ biatka PARP. Przedstawiono reprezentatywne wyniki
otrzymane z do§wiadczen przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych o 3 dawcow.
Aktyna — biatko o stalym poziomie ekspresji, stanowito kontrolg iloSci naktadanego na zel
biatka catkowitego.

Pomimo wystgpowania uszkodzenh DNA indukowanych etopozydem, inhibitor kinazy

ATM hamowat aktywacje szlaku DDR w limfocytach T.

5.25. Wplyw KU55933 na apoptoze spoczynkowych limfocytow T indukowang

etopozydem

Poniewaz w komorkach traktowanych jednoczesnie KUS55933 i etopozydem
zaobserwowano redukcje poziomu markerow charakterystycznych dla procesu apoptozy
(indukcja biatka PUMA, proteoliza biatka ATM i PARP), sprawdzono wartos¢ indeksu
apoptotycznego, przy pomocy cytometru przeptywowego, znakujac komorki aneksyng Vi 7-
AAD. Limfocyty T traktowane DMSO (0,1%), KU-55933 (10uM), KU-55933 (10uM) z
etopozydem (10uM) i samym etopozydem (10uM), analizowano po uptywie 24 i 48 godzin.
Inhibitor ATM podawano 2 godziny przed etopozydem.

Rysunek 5.14A. przedstawia reprezentatywne wykresy gestoSciowe, obrazujace

sposob bramkowania populacji komorek umierajagcych. Wykres stupkowy (Rys. 5.14B.)
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przedstawia zbiorcze wyniki otrzymane z doswiadczen przeprowadzonych na limfocytach T
wyizolowanych od 8 dawcow. Indeks apoptotyczny limfocytow T traktowanych samym
etopozydem wynosit 24% po 24 godzinach i 46% po 48 godzinach. Podanie inhibitora ATM
obnizato poziom $mierci do 11% po 24 godzinach i do 16% po 48 godzinach, co odpowiadato
indeksowi apoptotycznemu komorek traktowanych samym inhibitorem. Poziom $mierci
komorek traktowanych DMSO byl nieznacznie nizszy (brak istotnosci statystycznej) niz w
komorkach po podaniu KU-55933 lub KU-55933 z etopozydem.
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Rys. 5.14. Wpltyw KU-55933 na indeks apoptotyczny spoczynkowych limfocytow T
traktowanych DMSO, KU-55933 (KU), KU-55933 z etopozydem (KU+ETO) i samym
etopozydem (ETO) przez 24 i 48 godzin (A.) Reprezentatywne wykresy gestoSciowe
przedstawiajace sposob bramkowania populacji komodrek umierajacych. (B.) Stupki
przedstawiajg ~ wartosci  $rednie  indeksu  apoptotycznego (n=8; £SD, - ***
- p<0,001).

Sprawdzono réwniez wplyw inhibitora ATM na poziom aktywacji kaspaz. Limfocyty
T traktowano KU-55933 z etopozydem lub tylko etopozydem przez 24 i 48 godzin, a
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nastepnie metodg Western blot zbadano pojawianie si¢ prgzkéw odpowiadajacych aktywnym

formom kaspazy-3, -8 i -9. Jak wida¢ na rysunku 5.15A., intensywno$¢ prazkoéw

odpowiadajacych aktywnym kaspazom byla wigksza w przypadku traktowania komorek tylko

etopozydem niz w komorkach, ktorym podano inhibitor ATM z etopozydem. Cytometryczny

pomiar aktywnej kaspazy-2 réwniez pokazatl, ze zastosowanie KU-55933 obnizato liczbg

komorek pozytywnych pojawiajacych si¢ po traktowaniu etopozydem z 20% do 7% po 24
godzinach oraz z 36% do 11% po 48 godzinach (Rys. 5.15B.).
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5.15. Wptyw KU-55933 na aktywacj¢ kaspaz w spoczynkowych limfocytach T

traktowanych etopozydem. (A) Aktywacja kaspazy-3, -8, -9 mierzona technikag Western blot.
Strzatki wskazuja prazki odpowiadajace prokaspazom oraz cietym formom kaspaz. (B)
Cytometryczny pomiar aktywnej kaspazy-2 w komorkach (n=3;+SD).

Zastosowanie inhibitora kinazy ATM obnizalo poziom apoptozy i poziom biatek

proapoptotycznych w limfocytach T traktowanych etopozydem.
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5.3. Indukcja $mierci kurkuming spoczynkowych limfocytéw T i komérek

linii Jurkat

Kurkumina jest zwigzkiem pochodzenia roslinnego, ktory od stuleci stosowany jest w
medycynie naturalnej Dalekiego Wschodu w leczeniu wielu dolegliwo$ci. Oddziatluje ona na
wiele biatlek 1 procesow komorkowych oraz  wykazuje silne  wilasciwosci
przeciwnowotworowe. Pojawity si¢ tez dane mowigce o indukcji uszkodzen DNA przez
kurkuming [113]. Dlatego kolejnym celem niniejszej pracy bylo zbadanie czy kurkumina
indukcje uszkodzenia DNA i aktywacje szlaku DDR w spoczynkowych limfocytach T. Dla

pordéwnania, zbadano roéwniez odpowiedz komorek linii Jurkat.

5.3.1. Wplyw kurkuminy na przezywalno$¢ spoczynkowych limfocytow T i komoérek

linii Jurkat

Kurkumina jest silnym induktorem $mierci komodrek nowotworowych, dlatego
zbadano indeks apoptotyczny komorek traktowanych kurkuming w roéznych stezeniach (5-
50uM). Pomiaru cytometrycznego dokonano 24h po dodaniu zwigzku, znakujac komorki
aneksyng V i 7-AAD. Rysunek 5.16. przedstawia zbiorcze wyniki otrzymane z do§wiadczen
przeprowadzonych na spoczynkowych limfocytach T wyizolowanych od 3 dawcow i trzech
powtorzen na komorkach linii Jurkat. Komorki kontrolne byly traktowane DMSO (0,5%)
przez 24h, co odpowiadalo stezeniu DMSO w hodowli traktowanej 50uM kurkuming. W obu
typach komorek indeks apoptotyczny zwigkszat si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia kurkuminy. W
spoczynkowych limfocytach T kurkumina w stezeniu 10uM powodowata znaczny wzrost
poziomu $mierci (30%), siggajac 85% dla stgzenia SOuM. Indeks apoptotyczny komorek linii
Jurkat byl nieznacznie nizszy niz w limfocytach T w przypadku nizszych stgzen, ale

praktycznie taki sam (82%) dla najwyzszego stosowanego st¢zenia, SOuM.
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Rys. 5.16. Indeks apoptotyczny spoczynkowych limfocytow T i komoérek linii Jurkat w
zalezno$ci od stezenia kurkuminy. Komorki byty traktowane kurkuming w stezeniach 5-
50uM i po 24 godzinach mierzono indeks apoptotyczny znakujac komorki aneksyng V i 7-
AAD. Shupki przedstawiajg S$rednig uzyskang z doswiadczen przeprowadzonych na
limfocytach od 3 dawcow i 3 powtdrzen na komoérkach linii Jurkat (= SD).

Uzyskane wyniki pokazuja, ze kurkumina w podobnym stopniu jest zwigzkiem
cytotoksycznym dla komorek prawidtowych — spoczynkowych limfocytow T, jak i dla
komorek nowotworowych linii Jurkat. Odsetek komorek martwych zwigksza si¢ wraz ze
wzrostem stosowanego st¢zenia kurkuminy.

Badania prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia dowiodly, ze
kurkumina w stezniu 50uM efektywnie indukuje $mier¢ réznych typow komorek
(nowotworowych 1 prawidtowych), dlatego tez do dalszych badan wybrano wlasnie to
stezenie. Zbadano poziom indeksu apoptotycznego spoczynkowych limfocytow T i komorek
linii Jurkat dla tego st¢zenia po 3, 6, 12, 24 godzinach od dodania kurkuminy (Rys. 5.17.).
Kontrole stanowily komorki traktowane DMSO (0,5%) przez 24 godziny. W przypadku obu
typow komorek $miertelnos¢ rosta wraz z czasem traktowania. W spoczynkowych
limfocytach T wzrost odsetka komorek martwych w stosunku do komorek kontrolnych (7%)
nastgpit juz po 6 godzinach — 14%, a w kolejnych punktach czasowych wynosit 36% po 12 1
85% po 24 godzinach. Indeks apoptotyczny komoérek linii Jurkat traktowanych 50uM
kurkuming wynosit 17% po 6, 40% po 12 1 81% po 24 godzinach.
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Rys. 5.17. Indeks apoptotyczny spoczynkowych limfocytow T i komoérek linii Jurkat w
zaleznosci od czasu traktowania. Komorki byty traktowane kurkuming w stezeniu 50uM. W
wybranych punktach czasowych mierzono indeks apoptotyczny znakujac komorki aneksyna
V i 7-AAD. Stupki przedstawiaja $rednig uzyskang z doswiadczen przeprowadzonych na
limfocytach T od 5 dawcow i 5 powtorzen na komodrkach linii Jurkat (= SD).

Wyniki otrzymane z pomiaro6w cytometrycznych pokazuja, ze kurkumina w stezeniu
50uM indukuje $mier¢ na wysokim poziomie. Dlatego przy pomocy metody Western blot
zbadano aktywacj¢ kaspaz. Spoczynkowe limfocyty T wyizolowane od trzech dawcow i
komorki linii Jurkat traktowano 50uM kurkuming i sprawdzano pojawianie si¢ aktywnych
kaspaz-8, -2, -9 w czasie 0, 3, 6, 12, 24 godziny po podaniu zwigzku. Badano rowniez
pojawianie si¢ cigtego biatka PARP, substratu aktywnej kaspazy-3. Rysunek 5.18.
przedstawia reprezentatywne bloty otrzymane z dos$wiadczeh przeprowadzonych na
limfocytach T wyizolowanych od 3 dawcow i 3 powtorzen na komorkach linii Jurkat. W
spoczynkowych limfocytach T aktywng kaspazg-8 wykrywano juz po 6 godzinach
traktowania kurkuming. Wraz z uplywem czasu zmniejszata si¢ intensywnos$¢ prazkow
prokazpazy-2, i -9, jednak nie zaobserwowano prazkoéw odpowiadajacych aktywnym formom
tych kaspaz. Stwierdzono natomiast pojawianie si¢ prazka cigtego biatka PARP po 12 1 w
wigkszym stopniu 24 godzinach, §wiadczacego o aktywacji kaspazy-3. Wyniki otrzymane
dotyczace komorek linii Jurkat byty bardzo podobne jak w przypadku limfocytéw T. Po 6
godzinach zaczat pojawiac si¢ prazek aktywnej kaspzy-8, a jego intensywno$¢ zwiekszata si¢
wraz z uptywem czasu. Zaobserwowano rowniez spadek intensywnosci prazkow prokaspaz (-
8, -2, -9) wraz z wydluzaniem si¢ czasu traktowania kurkuming. Po 12 i 24 godzinach

pojawily sie takze prazki §wiadczace o proteolizie biatka PARP.
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Rys. 5.18. Aktywacja kaspaz w komorkach traktowanych kurkuming. Spoczynkowe
limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 50uM kurkuming. Pojawianie si¢ prazkow
odpowiadajacych prokaspazom, aktywnym kaspazom oraz proteolizie biatka PARP
analizowano w czasie 0, 3, 6, 12, 24 godziny po podaniu kurkuminy. Przedstawiono
reprezentatywne bloty otrzymane z dos$wiadczen przeprowadzonych na limfocytach T
wyizolowanych od 3 dawcow i trzech powtorzen na komorkach linii Jurkat.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze kurkumina jest tak samo silnym induktorem $mierci
spoczynkowych limfocytow T jak i komorek linii Jurkat. Mechanizm $mierci zwigzany jest z
aktywacja kaspazy-8, lecz nie kaspazy-2 i -9, co sugeruje udzial zewnetrznego szlaku

prowadzacego do indukcji apoptozy w obydwu typach komorek.



Wyniki

5.3.2. Markery uszkodzen DNA w komorkach traktowanych kurkuming

Jednym z markeréw uszkodzen DNA jest fosforylacja seryny 139 biatka H2AX.
Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 50uM kurkuming. Po uptywie 1,
3, 6, 24 godzin metodg immunocytochemiczng wykrywano tworzenie skupisk YH2AX (Rys.
5.19.). Doswiadczenie przeprowadzono na limfocytach T pochodzacych od 3 dawcow i
powtdrzono trzy razy na komorkach linii Jurkat. Kontrolg byly komorki traktowane DMSO
(0,5%; 1 godzina). W spoczynkowych limfocytach T nie zaobserwowano indukcji skupisk
YH2AX w zadnym z badanych czasow. Natomiast juz po 6, oraz w wigkszym stopniu po 24
godzinach, pojawily si¢ komorki o intensywnym zabarwieniu, charakterystycznym dla
komorek umierajagcych. W komorkach linii Jurkat kurkumina réowniez nie indukowala
tworzenia skupisk YH2AX. Ich poziom (obserwowany np.: po 3 godzinach) nie byt wickszy
od tego w komorkach kontrolnych. Pojawienie si¢ intensywnie $§wiecacych komorek po 6 i 24
godzinach, $§wiadczy o ich §mierci. Kurkumina (Rys. 5.19.) w przeciwienstwa do etopozydu

(Rys. 5.6.) nie powodowata rozpadu komoérek na ciatka apoptotyczne.

DMSO

2 y-H2AX
EE DNA

Limfocyty T

Komorki
Jurkat

Rys. 5.19. Detekcja skupisk YH2AX w komorkach traktowanych kurkuming. Spoczynkowe
limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 50uM kurkuming i po uptywie 1, 3, 6, 24
godzin, wyznakowano YH2AX (zielony) i DNA (czerwony). Przestawiono reprezentatywne
zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego. Skala wynosi 10um.

Przeprowadzono rowniez barwienie immunocytochemiczne skupisk 53BP1 w
komorkach poddanych dzialaniu 50uM  kurkuminy. Rysunek 5.20. przestawia
reprezentatywne zdjecia uzyskane po traktowaniu spoczynkowych limfocytow T od 3

dawcow i dla 3 powtorzen w przypadku komorek linii Jurkat. Barwienie przeprowadzono po
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1, 3, 6 godzinach, a kontrolg byly komorki traktowane DMSO (0,5%; 1 godzina). Kurkumina

nie powodowata formowania skupisk 53BP1 w badanych komoérkach.
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Rys. 5.20. Wykrywanie skupisk 53BP1 w komorkach traktowanych kurkuming.
Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano 50uM kurkuming i po uptywie 1,
3, 6h wyznakowano 53BP1 (zielony) i DNA (czerwony). Przestawiono reprezentatywne
zdjecia z mikroskopu konfokalnego. Skala wynosi 10pum.

Stosujac barwienia immunocytochemiczne nie wykryto obecno$ci YH2AX i 53BP1 -
markerow uszkodzen DNA w komorkach taktowanych kurkuming. Sugeruje to, ze kurkumina

nie indukuje uszkodzen DNA, ktore moglyby by¢ przyczyna smierci komorek.

5.3.3. Poziom uszkodzen DNA w komérkach traktowanych kurkumina mierzony
metoda FADU

W celu dalszej analizy wptywu kurkuminy na indukcje uszkodzen DNA, dokonano
pomiaru ich poziomu metoda FADU. Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat
traktowano kurkuming w st¢zeniach 10-50uM. W celu zbadania poziomu pierwotnych
uszkodzen DNA (niezwigzanych z apoptoza), pomiar przeprowadzono w krotkich czasach
(10, 20, 30 min) po podaniu kurkuminy. Rysunek 5.21. przedstawia wyniki otrzymane na
limfocytach T wyizolowanych od 2 dawcow i1 5 powtorzeniach na komoérkach linii Jurkat. Sto
jednostek oznacza poziom uszkodzen komorek kontrolnych traktowanych DMSO. W
spoczynkowych limfocytach T kurkumina nie powodowata wzrostu poziomu uszkodzen DNA

niezaleznie od stezenia i czasu traktowania. Widoczny maly wzrost ich poziomu dla stgzen
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30, 40, 50puM (20 min) oraz stgzen 20 1 50uM (30 min) (spadek fluorescencji o okoto 9%) nie
byt istotny statystycznie. W komorkach linii Jurkat stwierdzono nieznaczny wzrost poziomu
uszkodzen DNA po 10 minutach traktowania kurkuming w stezeniu 40 uM (8%) i 50uM
(13%). Jednakze w kolejnych punktach czasowych nie obserwowano juz zmiany poziomu

uszkodzen DNA w stosunku do komorek kontrolnych.
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Rys. 5.21. Poziom uszkodzen DNA indukowany kurkuming i mierzony technika FADU.
Spoczynkowe limfocyty T i komorki linii Jurkat traktowano kurkuming w st¢zeniu 10-50uM i
po uplywie (A) 10min, (B) 20min, (C) 30min mierzono poziom uszkodzen DNA. Stupki
przedstawiaja $rednig uzyskang z doswiadczen przeprowadzonych na limfocytach T
wyizolowanych od 6 dawcow oraz trzech powtdrzen na komorkach linii Jurkat. 100%
oznacza poziom fluorescencji komorek kontrolnych, traktowanych DMSO. (=SD)
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Badanie poziomu uszkodzen DNA metoda FADU wykazato, ze kurkumina nie
indukuje uszkodzen DNA w spoczynkowych limfocytach T i komoérkach linii Jurkat, co

réwniez wykazano przy pomocy barwienia immunocytochemicznego YH2AX 1 53BP1.

5.3.4. Aktywacja szlaku DDR w komérkach traktowanych kurkuming

Kurkumina w stezeniu 50uM indukowala wysoki poziom apoptozy, zaréwno
spoczynkowych limfocytow T jak i komoérek linii Jurkat. Jednakze, nie zaobserwowano
indukcji pierwotnych uszkodzen DNA. Sprawdzono rowniez (metodg Western blot), czy
kurkumina nie powoduje aktywacji szlaku DDR. Spoczynkowe limfocyty T wyizolowane od
3 dawcow i1 komorki linii Jurkat (trzy powtdrzenia) traktowano S0uM kurkuming. Po uptywie
3, 6, 12, 24 godzin badano poziom ekspresji catkowitych i ufosforylowanych biatek szlaku
DDR (Rys. 5.22). W spoczynkowych limfocytach nie zaobserwowano obecnosci
usosforylowanej na Ser 1981 kinazy ATM po 3, 6 i 24 godzinach. Tylko w 12 godzinie
traktowania kurkuming stwierdzono wystgpienie ufosforylowanej kinazy ATM, lecz na
stosunkowo niskim poziomie. Byt to czas, w ktorym czes¢ komorek wchodzita w apoptoze, o
czym $§wiadczy proteoliza kinazy ATM 1 fosforylacja H2AX w pdzniejszych czasach. Mimo
braku aktywnej kinazy ATM po 6h pojawit si¢ prazek odpowiadajacy ufosforylowanej Thr 68
biatka Chk2. Nie zaobserwowano fosforylacji biatka p53. W spoczynkowych limfocytach T
poddanych dziataniu kurkuminy nie zaobserwowano indukcji takich biatek jak p21, PUMA
Chkl oraz fosforylacji Chkl. W komoérkach linii Jurkat traktowanych kurkuming nie
stwierdzono fosforylacji kinazy ATM 1 p53. Catkowity poziom tych dwdch biatek zmniejszat
si¢ wraz z uplywem czasu. Moze to by¢ skutkiem $mierci komorek, na co wskazuje wzrost
intensywnos$ci prazka odpowiadajacego YH2AX. Zaobserwowano natomiast pojawianie si¢
prazka odpowiadajacego ufosforylowanemu na Thr 68 biatku Chk2 indukowanego

kurkumina.
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Rys. 5.22. Wptyw kurkuminy na poziom kluczowych bialek szlaku DDR. Komorki
traktowano 50uM kurkuming. W czasie 0, 3, 6, 12 i 24 godziny, metodg Western blot, badano
poziom ufosforylowanych (ATM, Chk2, p53 i H2AX) i catkowitych (ATM, Chk2 i p53)
biatek. Przedstawiono reprezentatywne wyniki otrzymane z do§wiadczen przeprowadzonych
na limfocytach T wyizolowanych od 3 dawcow i 3 powtorzen na komorkach linii Jurkat.

Traktowanie komorek kurkuming nie indukowato uszkodzen DNA oraz nie
prowadzito do aktywacji szlaku DDR. Zaobserwowano fosforylacj¢ treoniny 68 biatka Chk2,
ktoéra jednak byta niezalezna od aktywacji kinazy ATM.
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5.4. Rola $ciezki sygnalizacyjnej od uszkodzen DNA (DDR) w $mierci i
starzeniu ludzkich limfocytéw T pod wplywem stresu replikacyjnego
in vitro

5.4.1. Stymulacja limfocytow T niespecyficznym miogenem PHA

W zdrowym organizmie limfocyty T wystepuja w stanie spoczynkowym. Rozpoczecie
podzialow jest wynikiem aktywacji specyficznymi antygenami podczas infekcji. Prowadzi to
do wejscia komoérek w cykl komérkowy i wzmozonej syntezy DNA i proliferacji antygenowo
specyficznych klonow limfocytow T. In vitro, proliferacja limfocytow T uzyskiwana jest w
wyniku stymulacji tak zwanymi miogenami, do ktorych zalicza si¢ fitohemaglutyning (PHA)
[105]. Jest to lektyna pochodzenia ro$linnego, ktora w sposdb niespecyficzny aktywuje
limfocyty T. Na powierzchni aktywowanych limfocytow T pojawia si¢ czasteczka CD69
(wczesny marker aktywacji) (Rys. 5.23A.) oraz CD25 (tancuch o receptora IL-2).
Aktywowane komorki rowniez zaczynaja synteze i wydzielanie IL-2, niezbednej do ich
wzrostu. Stymulacja PHA prowadzi do proliferacji, ale rowniez do $mierci czes$ci komorek

(35%) (Rys. 5.23B.).
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Rys. 5.23. Poziom czasteczki CD69 1 indeks apoptotyczny limfocytow T stymulowanych
PHA. (A.) Histogram przedstawiajacy poziom czasteczki CD69 na powierzchni limfocytow T
spoczynkowych (linia niebieska) i stymulowanych PHA przez 24 godziny (linia czerwona).
(B.) Indeks apoptotyczny limfocytow T stymulowanych PHA, mierzony w czasie Oh i po 48
godzinach stymulacji (n=3, +SD).

Wykazano, wigc, ze limfocyty T ulegaty aktywacji in vitro pod wpltywem PHA.

5.4.2. Starzenie replikacyjne limfocytow T in vitro

Starzenie replikacyjne jest zwigzane z wyczerpaniem potencjatu proliferacyjnego. Jest

ono wynikiem skracania telomeréw podczas podziatdw komorkowych. Limfocyty T

82



Wyniki

stymulowano do podzialdéw traktujac je PHA (5mg/ml) przez 48 godzin. Nastepnie hodowane
byty w pozywce z dodatkiem IL-2 i ponownie stymulowane PHA w 14, 21 i 28 dniu hodowli
(opis w materiatach i metodach). Jedng z cech charakterystycznych starzenia ludzkich
limfocytow T in vivo oraz in vitro jest akumulacja subpopulacji limfocytow T CD8+CD28-.
Rysunek 5.24. przedstawia pomiar fenotypu limfocytow restymulowanych PHA, mierzony w
dniu restymulacji. Stupki przedstawiaja $rednig uzyskang z 8 hodowli limfocytow T i
pokazuja odsetek komorek CD3+ (patrz materialy i metody). Poczawszy od dnia 14
zaobserwowano znaczny wzrost odsetka CD8+CD28- subpopulacji limfocytow CD3+ (30%).
W dniu 35 subpopulacja CD8+CD28- stanowita wickszos¢ komoérek (65%). Natomiast
odsetek subpopulacji CD4+ zmniejszat si¢ podczas prowadzenia hodowli i z prawie 60% w
dniu 0 spadt do ok. 1% w dniu 35. Komoérki w dniu 0 sg komodrkami spoczynkowymi,

wyizolowanymi od dawcoéw przed pierwsza stymulacja PHA.
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Rys. 5.24. Udziat procentowy subpopulacji limfocytow T CD8+CD28+, CD8+CD28- i CD4+
w poszczegdlnych dniach hodowli. Stupki przedstawiaja procent poszczegdlnych
subpopulacji limfocytéw T, badany w dniu izolacji — dzief 0 i kolejnych dniach hodowli 14,
21, 28, 35. (n=8)

Uniwersalnym markerem komorek starych jest aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy. W
poszczegolnych dniach hodowli limfocytow T restymulowanych PHA, zbadano aktywno$¢
tego enzymu wykorzystujac dwie metody: mikroskopowa (barwienie histochemiczne) oraz
cytometryczng. W dniu 0, 14, 21, 28 i 35 do komorek dodawano substrat B-galaktozydazy —
X-gal 1 z pomoca mikroskopu $wietlnego obserwowano pojawienie si¢ produktu o niebieskim
zabarwieniu. Rysunek 5.25 A. przedstawia reprezentatywne zdjgcia z poszczeg6élnych dni
hodowli. W dniu 0 (komorki spoczynkowe) nieliczne komorki byly zabarwione na niebiesko.
Liczba niebiesko zabarwionych komorek znaczaco wzrosta po stymulacji PHA, co wida¢ na
zdjeciach z kolejnych dni hodowli. W celu dokonania ilo$ciowego pomiaru komorek z
aktywng SA-B-galaktozydaza zastosowano metod¢ cytometryczng. Do komoérek dodawano

substrat SA-B-galaktozydazy, ktory w wyniku proteolizy dawal fluorescencyjny produkt.
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Rysunek 5.25 B. przedstawia $rednig fluorescencje¢ komoérek =z trzech hodowli.
Zaobserwowano wzrost poziomu fluorescencji wraz z czasem trwania hodowli. W dniu 21
poziom fluorescencji byt 2 razy, a w dniu 35 - 2,5 raza wigkszy niz w komorkach

nietaktowanych PHA (spoczynkowych).
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Rys. 5.25 Aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy podczas starzenia replikacyjnego limfocytow T.
(A.) Reprezentatywne zdjecia wykonane za pomoca mikroskopu $wietlnego przedstawiajace
barwienie histochemiczne. Niebieski kolor §wiadczy o aktywnosci SA-B-galaktozydazy. (B.)
Poziom aktywnej SA-B-galaktozydazy - $rednia fluorescencja komoérek z poszczegdlnych dni
hodowli. Stupki przedstawiajg $rednig z 3 do§wiadczen ( £SD).

Wzrost odsetka subpopulacji CD8+CD28- oraz aktywnos¢ SA-B-galaktozydazy
$wiadcza o tym, ze kilkukrotna stymulacja limfocytow T in vitro prowadzi do starzenia si¢

tych komorek.

5.4.3. Uszkodzenia DNA w limfocytach T ulegajacych starzeniu replikacyjnemu

Stymulacja limfocytéw T mitogenem PHA prowadzi do ich aktywacji i podzialow.
OdpowiedzZ proliferacyjna komorek na silne mitogeny moze powodowac stres replikacyjny
prowadzacy do indukcji uszkodzen DNA, ktore mogg aktywowac szlak DDR prowadzacy do
starzenia lub apoptozy. Dlatego postanowiono zbada¢ obecno$¢ markera uszkodzen DNA
(YH2AX) w limfocytach T stymulowanych PHA do starzenia replikacyjnego. Na poczatku

sprawdzono tworzenie skupisk YH2AX w spoczynkowych limfocytach T stymulowanych
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PHA. Barwienie immunocytochemiczne przeprowadzono po 48 godzinach od pierwszej
stymulacji PHA (Rys. 5.26A.). Zaobserwowano tworzenie skupisk YH2AX w komorkach
stymulowanych PHA, ktorych nie byto w komorkach kontrolnych (spoczynkowe). Nastepnie
zbadano obecno$¢ markeréw uszkodzen DNA w limfocytach T podczas starzenia
replikacyjnego. Rysunek 5.26B. przedstawia zdjecia barwienia YH2AX wykonane przy
pomocy mikroskopu konfokalnego w dniu 0, 14, 21, 28 i 35 hodowli (tuz przed kazda kolejna
restymulacjag PHA). Zaobserwowano wystepowanie skupisk YH2AX w komodrkach w dniach
14, 21 1 28, chociaz liczba komoérek z uszkodzeniami DNA malata i w 35 dniu praktycznie ich
nie obserwowano. Wigzac si¢ to moze ze wzrostem poziomu $mierci komérkowej, o czym
swiadczg komorki o intensywnym zielonym zabarwieniu. Do§wiadczenie przeprowadzono na

limfocytach pochodzacych od 3 dawcow.

] YH2AX
BN DNA
PHA 48h
14 21 35
>
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Rys. 5.26. Detekcja YH2AX w limfocytach T stymulowanych PHA. Reprezentatywne zdjecia
wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego. (A) Tworzenie skupisk YH2AX po
stymulacji limfocytow T PHA przez 48 godzin. (B) Detekcja YH2AX podczas starzenia
replikacyjnego limfocytow T in vitro. Skala wynosi 10um.

Stymulacja spoczynkowych limfocytow T przy uzyciu PHA prowadzita do indukcji

uszkodzen DNA oraz starzenia komorek.
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5.4.4. Aktywacji szlaku DDR podczas starzenia replikacyjnego limfocytow T

Barwienie immunocytochemiczne wykazaly obecno$¢ uszkodzen DNA w
limfocytach T indukowanych do starzenia replikacyjnego. Postanowiono zbadaé, czy
aktywuja one szlak DDR. Metodg Western blot badano fosforylacje¢ i poziom biatek
zaangazowanych w $ciezke odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Pomiaru dokonano w dniu 0
(pierwszej stymulacji PHA), 14, 21, 28 i 35 hodowli (dni restymulacji, przed podaniem PHA).
Rysunek 5.27. przedstawia reprezentatywne bloty otrzymane z dos$wiadczen
przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych od 5 dawcow. Zaobserwowano wzrost
intensywnosci prazka odpowiadajgcego ufosforylowanej na serynie 1981 kinazie ATM w
dniu 14, 21 i 28. Jego intensywnos¢ byla najwicksza w dniu 14, po czym systematyczne
malata i w dniu 35 nie obserwowano jego obecnosci. Moze by¢ to wynikiem apoptozy, o
czym $wiadczy wzrost fosforylacji H2AX oraz spadek poziomu i proteoliza kinazy ATM.
Zaobserwowano rowniez pojawianie si¢ prazka odpowiadajacego fosforylacji seryny 317
biatka Chkl w dniu 14, 21 i 28. Stymulacja limfocytow PHA prowadzita do fosforylacji
seryny 15 oraz indukcji biatka p53. Poczawszy od dnia 14, poziom oraz fosforylacja p53
wzrastala w czasie, utrzymujac si¢ do ostatnich dni hodowli komoérkowej. Kilkukrotna
stymulacja komoérek PHA prowadzita do akumulacji biatka p21 — inhibitora cyklu

komoérkowego.
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Rys. 5.27. Poziom biatek szlaku DDR w limfocytach T indukowanych do starzenia
replikacyjnego. Metodg Western blot badano poziom ufosforylowanych (ATM, Chkl, p53 i

H2AX) i catkowitych (ATM, Chk1, p53 i p21) biatek. Przedstawiono reprezentatywne wyniki
otrzymane z do$wiadczen przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych o 5 dawcow.
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Replikacyjne starzenie limfocytow T, bedace wynikiem kilkukrotnej stymulacji
mitogenem — PHA, prowadzito do aktywacji szlaku DDR, o czym $wiadczy fosforylacja oraz
wzrost poziomu kluczowych jego elementéw. Zaobserwowany wzrost poziomu inhibitora

cyklu komorkowego, biatka p21, bedacego rowniez markerem komorek starych.

5.4.5. Apoptoza limfocytow T podczas starzenia replikacyjnego

Starzeniu replikacyjnemu limfocytow T towarzyszylo powstawanie uszkodzen DNA i
aktywacja szlaku DDR oraz pojawianie si¢ markerow procesu starzenia. Postanowiono
rowniez sprawdzi¢ poziom $mierci komodrkowej podczas tego procesu. Poniewaz PHA
indukuje wysoki poziom $mierci aktywowanych limfocytow T (AICD), analize
przeprowadzono w komoérkach hodowanych z dodatkiem IL-2, w dniach restymulacji 0, 14,
21, 25 i 35, przed podaniem PHA. Rysunek 5.28A. przedstawia indeks apoptotyczny,
okreslony dzigki barwieniu komoérek aneksyna V i 7-AAD. Pomiaru dokonano za pomoca
cytometru przeptywowego analizujac limfocyty T wyizolowane od 8 dawcow.
Zaobserwowano wzrost indeksu apoptotycznego wraz z czasem trwania hodowli i wynosit on
odpowiednio w dniu: 0 -8 %, 14- 17%, 21 - 36%, 28 — 49% i 35 — 68%. Dodatkowo metoda
Western blot sprawdzono poziom bialek zwigzanych z procesem apoptozy. Pomiaru
dokonano do dnia 28, poniewaz poziom $mierci komorek w dniu 35 byt wysoki i mata liczba
komorek nie pozwalata na przeprowadzenie wszystkich analiz w tym dniu. Rysunek 5.28B.
przedstawia wzrost poziomu biatka BAX w komorkach aktywowanych PHA, poczawszy od
dnia 14. W tych samych punktach czasowych obserwowano rowniez proteolize biatka PARP.
Zbadano takze aktywacj¢ kaspazy-8, -9 i -3 podczas starzenia replikacyjnego limfocytow T.
Rysunek 5.28C. obrazuje pojawianie aktywnych form trzech badanych kaspaz juz w dniu 14

dniu, a ich intensywnos$¢ rosta wraz z czasem trwania hodowli.
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Rys. 5.28. Indeks apoptotyczny oraz aktywacja kaspaz podczas starzenia replikacyjnego
limfocytow T. (A). Indeks apoptotyczny na podstawie znakowania aneksyna V i 7-AAD.
Stupki przedstawiajg s$rednig z eksperymentow przeprowadzonych na limfocytach T
wyizolowanych od 8 dawcéw (£SD). (B) Poziom biatka BAX oraz proteoliza biatka PARP.
(C) Reprezentatywne bloty przedstawiajgce aktywacje ksazpazy-8, -9 i -3. Strzatki wskazuja
prazki odpowiadajace prokaspazom oraz cigtym formom kaspaz.

Starzeniu replikacyjnemu limfocytow T in vitro towarzyszyt wzrost poziomu $mierci
komorkowej, ktora byla wynikiem aktywacji kaspaz zewnetrznego 1 wewnetrznego szlaku

apoptotycznego.
5.5. Przyspieszone starzenie aktywowanych limfocytow T indukowane
etopozydem

5.5.1. Przyspieszone starzenie indukowane stresem - SIPS

Uszkodzenia DNA odgrywaja kluczowa role w indukcji starzenia komodrkowego.
Podczas starzenia replikacyjnego, krotkie telomery rozpoznawane sa jako uszkodzenia

podwdjnej nici DNA, ktore aktywuja szlak DDR prowadzacy do trwatego zatrzymania cyklu
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komorkowego 1 starzenia. Dodatkowo indukowane réznego rodzaju czynnikami stresowymi
uszkodzenia telomerowych i nietelomerowych odcinkéw DNA, rowniez moga prowadzi¢ do
aktywacji $ciezki DDR 1 starzenia komorkowego. Zjawisko to nazwane zostato
przyspieszonym starzeniem indukowanym stresem (ang.: SIPS — Stress Induced Premature
Senescence) 1 zachodzi w krotkim czasie (kilka dni) od zadziatania czynnika stresowego.
Dlatego zadano pytanie czy aktywowane limfocyty T poddane dziataniu zwigzku
uszkadzajacego DNA (etopozydu) beda ulegaty przys$pieszonemu starzeniu. Przedstawione

ponizej dane sg wynikami wstgpnymi, uzyskanymi gtéwnie z dwoch do§wiadczen.

5.5.2. Indeks apoptotyczny aktywowanych limfocytéw T traktowanych etopozydem.

W modelu przyspieszonego starzenia dawka zwigzku cytotoksycznego powinna
indukowa¢ uszkodzenia DNA 1 jednocze$nie nie prowadzi¢ do znacznego wzrostu
Smiertelnosci komorek. Dlatego na poczatku postanowiono zbada¢ indeks apoptotyczny
aktywowanych limfocytow T w zaleznosci od stezenia etopozydu. Spoczynkowe limfocyty T
byty stymulowane PHA przez 2 dni, a nast¢pnie przenoszone do $wiezej pozywki i hodowane
w obecnosci IL-2. W 6smym dniu hodowli komorki traktowano etopozydem w stezeniu 0,1-
20uM. Po uptywie 24 godzin za pomoca cytometru przeptywowego mierzono indeks
apoptotyczny, znakujac komorki aneksyng V i 7-AAD. Rysunek 5.29. przedstawia wyniKki
uzyskane z doswiadczen przeprowadzonych na limfocytach T wyizolowanych od 3 dawcow.
Zaobserwowano wzrost poziomu $mierci komorek wraz ze wzrostem stgzenia etopozydu.
Najwyzszy indeks apoptotyczny (38%) indukowat etopozyd o st¢zeniu 20uM. Natomiast dla
0,1uM etopozydu poziom $mierci byt praktycznie taki sam jak w komodrkach kontrolnych,

nietraktowanych etopozydem.
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Rys. 5.29. Indeks apoptotyczny aktywowanych limfocytow T traktowanych etopozydem.
Aktywowane limfocyty T, w 6smym dniu hodowli, traktowano etopozydem w roéznych
stezeniach. Po 24 godzinach komoérki znakowano aneksyng V i 7-AAD i analizowano przy
pomocy cytometru przeptywowego (n=3; £SD).

Poniewaz etopozyd w stezeniu 0,1uM nie powodowal wzrostu indeksu
apoptotycznego aktywowanych limfocytow T, zostalo ono wybrane do dalszych do§wiadczen

zwigzanych ze starzeniem indukowanym uszkodzeniami DNA.

5.5.3. Markery uszkodzen DNA w aktywowanych limfocytach T traktowanych niska
dawka etopozydu

W celu sprawdzenia czy niska dawka etopozydu (0,1uM) jest wystarczajaca do
indukcji uszkodzen DNA w aktywowanych limfocytach T, w 6smym dniu hodowli komorki
traktowano etopozydem i po 3, 6 i 24 godzinach, metoda immunocytochemiczng, dokonano
detekcji skupisk YH2AX (Rys. 5.30.). Kontrole stanowity limfocyty T spoczynkowe oraz
aktywowane w 6smym dniu hodowli, nietraktowane etopozydem. Wyniki przedstawione w
poprzednim rozdziale pokazywaty tworzenie ognisk YH2AX w aktywowanych limfocytach T.
Na rysunku 5.30. réwniez wida¢ skupiska YH2AX w aktywowanych limfocytach T w 6smym
dniu hodowli. Podanie etopozydu w stezeniu 0,1 uM prowadzito do wzrostu liczby skupisk w

aktywowanych limfocytach T.
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Dzien O Dzien 8

Dzien 8 + Etopozyd

6h 24h

Rys. 5.30. Skupiska yYH2AX w aktywowanych limfocytach T traktowanych niska dawka
etopozydu. Aktywowane limfocyty T (dzien 8) traktowano 0,1uM etopozydem 1 po uplywie
3, 6 1 24 godzin wyznakowano YH2AX (zielony) i DNA (czerwony). Przedstawiono
reprezentatywne zdjecia wykonane przy pomocy mikroskopu konfokalnego Komodrkami
nietraktowanymi etopozydem sa limfocyty z dnia 0 (spoczynkowe) i 8 hodowli. Skala wynosi
10pm.

7 YH2AX
EE DNA

3h

Traktowanie aktywowanych limfocytow T etopozydem w stezeniu 0,1uM prowadzito

do wzrostu ilo$ci uszkodzen DNA w limfocytach T.

5.5.3.1 Aktywacja szlaku DDR w aktywowanych limfocytach T traktowanych niskg
dawka etopozydu

Podczas starzenia replikacyjnego limfocytow T obserwowano indukcje bialek
charakterystycznych dla szlaku DDR. Znaczny wzrost ich poziomu obserwowano w 14 dniu
hodowli. Postanowiono sprawdzi¢ czy traktowanie aktywowanych limfocytéw T etopozydem
w O6smym dniu hodowli, przys$pieszy ten proces. Metoda Western blot badano poziom

fosforylowanego i catkowitego biatka p53 oraz p21 i yYH2AX w aktywowanych limfocytach T
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(dzien 8) traktowanych 0,1uM etopozydem po 1, 3, 6 1 24 godzinach. Kontrol¢ stanowity
limfocyty T spoczynkowe oraz aktywowane, nietraktowane etopozydem (dzien 8) (Rys.
5.31.). W 8 dniu hodowli aktywowanych limfocytéw T zaobserwowano wzrost poziomu
fosforylowanego 1 calkowitego p53 oraz YH2AX wzgledem komorek spoczynkowych.
Traktowanie 0,1uM etopozydem aktywowanych limfocytow T w dniu 8, juz po 3 godzinach
indukowato wzrost poziomu fosforylowanego i catkowitego p53 oraz YH2AX wzgledem
aktywowanych komorek nietraktowanych. Zaobserwowano réwniez, wywotang etopozydem
indukcje biatka p21, ktorego nie stwierdzono w limfocytach T nietraktowanych zwigzkiem

cytotoksycznym.

Dzien Dzien 8 + Etopozyd

0 8 1h 3h 6h 24h

p-p53 Ser 15

p53

p21
vH2AX

Aktyna

Rys. 5.31. Poziom bialek szlaku DDR w aktywowanych limfocytach T traktowanych
etopozydem. Aktywowane limfocyty T (dzien 8) traktowano 0,1uM etopozydem i po uptywie
1, 3, 6 i 24 godzin badano poziom p-p53, YH2AX oraz catkowitych biatek p53 i p21. Kontrolg
stanowig limfocyty z dnia 0 (spoczynkowe) i 8 hodowli.

Traktowanie aktywowanych limfocytow T etopozydem w stezeniu 0,1uM prowadzito

do wzrostu poziomu kluczowych bialek szlaku DDR, $wiadczacych o jego aktywacji.

5.5.4. Aktywnos$¢ SA-B-galaktozydazy w aktywowanych limfocytow T hodowanych w

obecnosci etopozydu

Traktowanie aktywowanych limfocytow T 0,1uM etopozydem powodowato wzrost
liczby uszkodzen DNA. Prowadzito to do wzrostu poziomu biatek zwigzanych z aktywacja
szlaku DDR, ktory nastepowat wczes$niej niz w komorkach nietraktowanych. Zaobserwowano
indukcje biatka p21, ktére uwazane jest za jeden z markeréw komorek starych. Postanowiono
sprawdzi¢ czy traktowanie etopozydem aktywowanych limfocytow T prowadzi do

przyspieszonego starzenia.
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W tym celu zbadano aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy. Rysunek 5.32A. pokazuje
zdjecia komorek o niebieskim zabarwieniu w poszczeg6élnych dniach hodowli. W poréwnaniu
do komorek spoczynkowych (dzien 0) w obu hodowlach obserwowano znaczacy wzrost
liczby komorek z aktywnym enzymem. Jednakze nie stwierdzono rdznic wynikajacych z
traktowania etopozydem. Analiza cytometryczna poziomu aktywnosci SA-B-galaktozydazy
wykazata, ze aktywno$¢ enzymu byta podobna w obu typach hodowli w dniu 11 i1 14.
Natomiast po 13 dniach hodowli limfocytow T z etopozydem (dzien 21) zaobserwowano
znaczny wzrost aktywno$ci enzymu w stosunku do kontroli (komorki starzejace sie¢

replikacyjnie) (Rys. 5.32B.).
A. Dzien 0 Dzieri14 Dzien 21

' ‘ - -Kontroa

| Etopozyd

B. B Kontrola E Etopozyd
© 30 Etopozyd
2 25 A 3
@
@ 20 -
o
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=
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S
e 5 -]
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0 - T T T T
0 8 11 14 21

Dzien

Rys. 5.32. Aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy podczas starzenia replikacyjnego i SIPS. (A)
Zdjecia z mikroskopu $wietlnego, na ktorych niebieski kolor $wiadczy o aktywno$ci SA-B-
galaktozydazy. (B) Srednia fluorescencja SA-B-galaktozydazy w aktywowanych
limfocytach T traktowanych 0,1uM etopozydem badz nie, mierzona za pomocg cytometru

przeplywowego. (n=2)
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5.5.5. Indeks apoptotyczny aktywowanych limfocytow T hodowanych w obecnosci

etopozydu

Sprowadzono jak etopozyd wptywa na poziom $mierci aktywowanych limfocytow T
(Rys. 5.33.). Zaprezentowane wczesniej wyniki, opisujgce brak wzrostu $miertelnosci
aktywowanych limfocytow T traktowanych 0,1uM etopozydem wzgledem kontroli po 24
godzinach od dodania zwigzku cytotoksycznego, przedstawiaja stupki w dniu 9. Indeks
apoptotyczny utrzymywal si¢ na podobnym poziomie w komoérkach traktowanych i
nietraktowanych etopozydem do dnia 11. Jednakze od dnia 14 (5 dni po dodaniu etopozydu)
zaobserwowano znaczny wzrost poziomu $mierci komorek hodowanych z etopozydem (ok.
50%) w stosunku do komorek kontrolnych (30%). Natomiast w dniu 21 (13 dzien hodowli z
etopozydem) poziom $mierci komoérek hodowanych w obecnos$ci zwigzku cytotoksycznego

wynosit ponad 80%, podczas gdy dla komorek kontrolnych ok. 35%.

M Kontrola B Etopozyd

100

Indeks apoptotyczny

Dzien

Rys. 5.33. Indeks apoptotyczny limfocytoéw T indukowanych do starzenia replikacyjnego in
vitro hodowanych w obecnosci etopozydu. Aktywowane limfocyty T byly hodowane w
obecnosci 0,IuM etopozydu poczawszy od dnia 8. Roéwnolegle prowadzono hodowle
limfocytéw bez etopozydu. Stupki przedstawiaja srednig uzyskana z 2 doswiadczen (+SD).

Etopozyd w stezeniu 0,1uM nie powodowal wzrostu poziomu $mierci aktywowanych
limfocytow T w pierwszych trzech dniach hodowli. Jednakze w pdzniejszym czasie, kiedy
powinny obserwowane by¢ symptomy przyspieszonego starzenia, limfocyty traktowane

etopozydem, w duzo wyzszym stopniu niz komorki kontrolne ulegaty apoptozie.

94



Wyniki

5.5.6. Udzial procentowy subpopulacji limfocytow T podczas SIPS

Sprawdzono réwniez wplyw etopozydu na udzial procentowy subpopulacji
limfocytow CD8+CD28- i CD8+CD28+ w prowadzonych hodowlach limfocytow T. Jak
wida¢ na rysunku 5.34. w dniu 14 i 21, udziat limfocytow T CD8+CD28- byt okoto dwa razy
mniejszy w przypadku traktowania 0,1uM ectopozydem niz w komorkach kontrolnych. W
dniu 21 zaobserwowano rowniez zmniejszenie puli komoérek CD8+CD28+ w stosunku do
komorek hodowanych bez etopozydu. Natomiast odsetek limfocytow T CD4+ byl wyzszy w
komorkach hodowanych w obecnosci etopozydu. Bardzo duzy poziom $mierci limfocytow
traktowanych etopozydem w dniu 21 wplywa na oznaczenie fenotypu, dlatego suma

poszczeg6lnych populacji nie wynosi 100%.
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Rys. 5.34. Wpltyw etopozydu na udziat procentowy subpopulacji CD8+CD28- i CD8+CD28+
oraz CD4+ w poszczegolnych dniach hodowli. Stupki przedstawiajg procent poszczegolnych
subpopulacji limfocytow T, badany w dniu izolacji (dzien 0), w dniu podania etopozydu
(dzien 8) 1 kolejnych dniach hodowli 14, 21 (n=2).

Podsumowujac uzyskane wstepne wyniki, nie mozna stwierdzi¢ czy aktywowane
limfocyty T hodowane w obecnos$ci etopozydu ulegaja przyspieszonemu starzeniu. Etopozyd
poprzez indukcje szlaku DDR prowadzi raczej do $mierci niz starzenia aktywowanych

limfocytow T. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze etopozyd prowadzi do przyspieszonego
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starzenia limfocytow (wyzszy poziom SA-B-galaktozydazy oraz liczha CD8+CD28-), ktore sg
bardziej wrazliwe na $mier¢ niz komorki niewykazujace symptomow starzenia. W celu

weryfikacji postawionej hipotezy, niezbedne sg dalsze doswiadczenia.
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6. Dyskusja

6.1. Etopozyd, jake zwigzek indukujacy uszkodzenia DNA i aktywacje
szlaku DDR, prowadzacego do apoptozy spoczynkowych limfocytéw T

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie mechanizmoéw $mierci i starzenia ludzkich
limfocytéw T (CD3+) pod wptywem uszkodzen DNA. Na poczatku chcieliSmy zweryfikowaé
hipoteze zaktadajgca, ze Sciezka sygnalizacyjna odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR),
ktora jest indukowana w komorkach proliferujagcych, moze by¢ tez aktywowana w
spoczynkowych limfocytach T. Komoérki dzielagce si¢ sa bardzo podatne na indukcje
uszkodzen DNA, ze wzgledu na zachodzaca replikacje DNA. Wykorzystane do doswiadczen
limfocyty T, pochodzace od zdrowych dawcéw, sg gtoéwnie komoédrkami niedzielacymi sie
(okreslane jako post-mitotyczne), bedacymi poza cyklem komorkowym w tak zwanej fazie
GO. Mimo, ze nie zachodzi w nich synteza DNA, sa one komodrkami transkrypcyjnie
aktywnymi [114, 115], a indukcja uszkodzen DNA moze by¢ wynikiem zaklocenia tego
procesu. Badania przeprowadzone przez Sordet i wsp. [116] wykazaly, Ze inhibitor
topoizomerazy | — kamptotecyna, zaktocajac transkrypcje, indukuje dwuniciowe uszkodzenia
DNA oraz tworzenie skupisk biatek charakterystycznych dla szlaku DDR (p-ATM, p-Chk2,
53BP1) w komorkach post-mitotycznych, takich jak neurony i komoérki jednojadrzaste krwi
obwodowej (PBMC). Jednakze nie badali oni wplywu aktywacji sciezki DDR na los komorki.
Ponadto PBMC stanowiag zbior limfocytow T, B i NK oraz monocytow, a kazdy rodzaj
komorek moze w rézny sposob reagowac¢ na uszkodzenia DNA. Dlatego w niniejszej pracy
postanowiono zbada¢ odpowiedz oczyszczonej populacji limfocytow T na uszkodzenia DNA.

W celu indukcji uszkodzen DNA zastosowaliSmy powszechnie stosowany lek
przeciwnowotworowy, etopozyd — inhibitor topoizomerazy Il, enzymu wptywajacego na
zmiang topologii podwojnej helisy DNA. Mechanizm dzialania topoizomerazy II polega na
zaleznym od ATP cigciu obu nici DNA, co prowadzi do tworzenia przejSciowych
dwuniciowych uszkodzen DNA, pozwalajacych na relaksacje 1 rozwinigcie superhelisy. Jest
to niezbedny etap w procesach takich jak: replikacja, transkrypcja, rekombinacja oraz
przemodelowanie chromatyny. W komorkach ssakow wystepuja dwie izoformy
topoizomerazy II: Top2a 1 Top2p. Komorki proliferujace, w odréznieniu od niedzielacych sie,
posiadaja wysoki poziom Top2a, ktéra w gldéwnej mierze odpowiedzialna jest za replikacje,
natomiast Top2p zwigzana jest z transkrypcja [117]. Ze wzgledu na udzial topoizomeraz w

tych podstawowych procesach Zyciowych, stanowig one atrakcyjny cel dla lekow
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przeciwnowotworowych. Etopozyd zaliczany jest do klasy trucizn topoizomerazy IlI,
poniewaz powoduje stabilizacje (przejSciowego w normalnych warunkach) kompleksu Top2 z
DNA, co zapobiega ponownemu polgczeniu si¢ przecigtej nici. Powstawanie dwuniciowych
uszkodzen DNA indukowanych etopozydem jest wynikiem dwoch procesow. Po pierwsze,
stabilizacja kompleksu Top2:DNA moze prowadzi¢ do zatrzymania widelek replikacyjnych,
badz transkrypcji i powstawania DSB. Drugi mechanizm zwigzany jest z proteosomalng
degradacja enzymu zablokowanego w kompleksie Top2:DNA i uwolnieniu wolnych koncow
przecigtej] nici DNA indukujacych szlak DDR. Preferencyjnie degradacji ulega Top2p,
natomiast Top20 usuwana jest w duzo mniejszym stopniu [118]. Etopozyd moze réwniez
prowadzi¢ do uszkodzenh DNA w sposob zalezny od reaktywnych form tlenu. Zjawisko to
obserwowane jest podczas syntezy DNA i nie wystepuje w komorkach spoczynkowych [119].
Biorgc pod uwage efekt dziatania etopozydu, mozna powiedzie¢, ze czym wyzsza jest
aktywnosc¢ topoizomerazy w komorce, tym zwiazek ten jest bardziej toksyczny [120].

Wykazali$my, ze etopozyd indukowal uszkodzenia DNA w spoczynkowych
limfocytach T oraz proliferujacych komarkach linii Jurkat, co prowadzito do aktywacji szlaku
DDR oraz apoptozy. Pomiar uszkodzeh DNA metoda FADU w krotkich czasach pozwala na
zbadanie poziomu pierwotnych uszkodzen indukowanych przez dziatanie zwiazku, a nie
powodowanych wtdérnymi procesami, na przyklad apoptoza. Etopozyd indukowal
uszkodzenia DNA juz po kilku minutach i ich poziom nie zmieniat si¢ w badanym czasie (10,
20 1 30 min), niezaleznie od stosowanego stezenia.

Technika FADU pozwala na wykrywanie zarowno jednoniciowych jak i
dwuniciowych uszkodzen DNA. Wiadomo jednakze, ze etopozyd nie powoduje
jednoniciowych uszkodzen (patrz ponizej). Natomiast DSB badano poprzez detekcje skupisk
YH2AX 1 53BP1. Wokét DSB nastgpuje fosforylacja seryny 139 histonu H2AX, ktora moze
obja¢ nawet do 1-2 mega par zasad, co osiaggane jest w pierwszych 30 minutach po indukcji
uszkodzen. W spoczynkowych limfocytach T i komoérkach linii Jurkat, poczawszy od
pierwszej godziny po traktowaniu etopozydem, obserwowano pojawianie si¢ skupisk yH2AX.
Jest to zdarzenie zapoczatkowujace akumulacje w miejscu uszkodzenia wielu réoznorodnych
bialek zaangazowanych w przekazywanie sygnatu o uszkodzeniach jak i naprawie DNA [44].
Jednym z nich jest 53BP1, ktorego skupiska rowniez byly indukowane etopozydem. Detekcja
powyzszych markerow DSB, §wiadczy o zapoczatkowaniu $ciezki przekazywania sygnatu od
uszkodzen.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki doswiadczen, przeprowadzonych na

spoczynkowych limfocytach T traktowanych etopozydem, wykazuja brak fosforylacji seryny
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317 biatka Chkl, ktore jest substratem ATR, co posrednio §wiadczy o braku aktywacji tej
kinazy. Jest to zgodne z wynikami otrzymanymi przez Jones i wsp., ktorzy pokazali, ze w
niedzielacych si¢ limfocytach, kinaza ATR jest nieaktywna [12]. Dwuniciowe uszkodzenia
DNA, powstate w wyniku blokady transkrypcji w limfocytach T, prowadzity do fosforylacji
(aktywacji) seryny 1981 kinazy ATM oraz jej substratow Chk2 (Thr68) i p53 (Serl5), co
sugeruje, ze glowng rolg w przekazywaniu sygnatu indukowanego etopozydem odgrywa
ATM. W przypadku dzielagcych si¢ komorek linii Jurkat obserwowano aktywacje obu
gléwnych kinaz szlaku DDR (ATM i ATR), o czym $wiadczyta fosforylacja Chk2 i Chkl.

Uszkodzenia DNA powodowane przez etopozyd prowadzity do $mierci zar6wno
spoczynkowych limfocytow T jak i komoérek linii Jurkat. Jednakze poziom apoptozy w
komorkach proliferujacych byt znacznie wyzszy, co przektadato si¢ na silniejsza ekspresje jej
markerow w tych komorkach. Wydaje sig, ze jest to zwigzane z tym, ze etopozyd hamuje
tylko transkrypcje w limfocytach spoczynkowych, a w proliferujacych transkrypcje oraz
replikacje.

W przypadku spoczynkowych limfocytow T etopozyd powodowal §mier¢ okoto 40%
populacji komodrek po 48 godzinach. Proces ten wigzat sie ekspozycja fosfatydyloseryny na
powierzchni zewngtrznej btony komérkowej oraz aktywacja kaspaz szlaku wewngtrznego (-9
I-2) 1 zewng¢trznego (-8) apoptozy, czego nastgpstwem jest aktywacja kaspzy-3 1 proteoliza
biatka PARP. Uszkodzenia DNA indukowane przez etopozyd prowadzity do aktywacji biatka
p53, co z kolei wigzalo si¢ z aktywacja biatka BAX 1 pojawianiem si¢ biatka PUMA. Wraz z
aktywacja kaspazy-9 $§wiadczy to o aktywacji szlaku wewnetrznego apoptozy. Dodatkowo
etopozyd prowadzit réwniez do aktywacji kaspazy-8. Jest ona typowa kaspaza inicjatorowa
aktywowang przez receptor $mierci CD95 w szlaku zewngtrznym apoptozy. Wiadomo
réwniez, ze pS3 jest czynnikiem tanskrypcyjnym aktywujacym ekspresje genu biatka CD9S.
Jednakze badania Stahnke i wsp. [121] nie wykazaty wzrostu poziomu CD95 w ludzkich
limfocytach spoczynkowych traktowanych etopozydem. Rowniez badania na limfocytach
pochodzacych od myszy transgenicznych wykazaty, ze apoptoza indukowana etopozydem
byta zalezna od p53 i BCL-2, lecz niezalezna od biatka FADD [122]. Co wigcej brak FADD
lub nadekspresja c-FLIP nie blokowaty proteolizy prokaspazy-8 indukowanej zwigzkami
cytotoksycznymi, co sugeruje inny, niezwigzany z receptorami $mierci mechanizm jej
aktywacji [123]. Najprawdopodobniej proteoliza prokaspazy-8 jest nastepstwem zdarzen
zachodzacych w wyniku aktywacji szlaku wewnetrznego i aktywacji kaspazy-3 [124].
Pojawily si¢ pewne doniesienia sugerujace rowniez aktywacje kaspazy-8 z udzialem

kompleksu APAF-1 [125]. Liu i wsp. [126] pokazali, ze aktywacja pod wptywem etopozydu
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kaspazy-8 w komorkach nowotworowych jest nast¢gpstwem aktywacji kaspazy-9 oraz
kaspazy-3 i daje sygnal amplifikujacy apoptoze. Badania przeprowadzone na komoérkach
nowotworowych wykazaty istnienie jeszcze innego mechanizmu aktywacji kaspazy-8.
Mianowicie, uszkodzenia DNA aktywujac ATM, prowadza do przebiegajacej z udziatem
kinazy RIP1 i kompleksu FADD jej aktywacji. W proces ten zaangazowany jest takze
czynnik transkrypcyjny NF-xB [127]. Wigkszos$¢ informacji przedstawionych powyzej byta
uzyskana w badaniach przeprowadzonych na komoérkach nowotworowych, ale wydaje sig, ze
podobne mechanizmy aktywacji kaspazy-8 moga mie¢ miejsce rowniez w prawidtowych
limfocytach T.

Smier¢ limfocytow T indukowana etopozydem, byta zwigzana rowniez z aktywacja
kaspazy-2, ktéra moze by¢ aktywowana w kompleksie PIDD w wyniku indukcji uszkodzen
DNA i pehi¢ funkcje kaspazy inicjatorowej. Nie zaobserwowali$my proteolizy prokaspazy na
wystarczajaco wysokim poziomie, pozwalajagcym na wykrycie jej metoda Western blot po 24
godzinach. Jednakze obserwowany przy pomocy metody cytometrycznej znaczny wzrost
liczby komorek z aktywng kaspaza-2 po 48h dzialania etopozydu sugeruje, ze moze ona by¢
aktywowana wtornie przez kaspazy efektorowe. W celu zbadania doktadnej funkcji kaspazy-8
i kaspazy-2 w spoczynkowych limfocytach T niezbedne sg dalsze doswiadczenia.

Etopozyd w stosowanym stgzeniu 10uM byl duzo bardziej cytotoksyczny dla
proliferujacych komorek linii Jurkat niz spoczynkowych limfocytow T. Po 48 godzinach
indukowatl $mier¢ prawie wszystkich komorek linii Jurkat. Uszkodzenia w tych komoérkach
powstaty nie tylko w wyniku hamowania transkrypcji, ale rowniez syntezy DNA i ich poziom
byl duzo wyzszy niz w spoczynkowych limfocytach T. Potwierdza to rowniez wigksza liczba
ognisk YH2AX i 53BP1, wyzszy poziom aktywacji kaspaz (-2, -9, -8 i -3) oraz masowa
fragmentacja jader komorkowych.

W przeprowadzonych w niniejszej pracy do§wiadczeniach, przekazywanie sygnatu
od uszkodzen DNA do apoptozy wigzato si¢ z indukcjg i1 fosforylacja p53. Jednakze w
literaturze pojawiaja si¢ sprzeczne informacje, co do obecnosci i funkcjonalnosci pS53 w
komorkach linii Jurkat (E.6.1). Jak pokazali Karpinach i wsp. [128-130] komorki linii Jurkat
sa pozbawione biatka p53. Natomiast inni [131] donosza o jego aktywnosci. W przypadku
naszych do$wiadczen, obserwowalismy indukcje oraz fosforylacje p53, jednakze nie jesteSmy
pewni czy przektadalo si¢ to na jego funkcjonalnos$¢. Aktywacji szlaku DDR nie towarzyszyta
indukcja biatka p21, ktérego czynnikiem transkrypcyjnym jest p53. W spoczynkowych
limfocytach T rowniez nie obserwowaliSmy indukcji p21, co wynika z faktu, ze komorki te,

jako niedzielace sie, sa poza cyklem komorkowym. Natomiast w prolifejacych komorkach
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p21 jest niezbedne do zatrzymania cyklu w wyniku indukcji uszkodzen DNA. Rowniez nie
zaobserwowali$my obecnosci biatka proapoptotycznego BAX w komorkach linii Jurkat (dane
niepokazane), co jest zgodne z obserwacjami innych badaczy [128]. Mozemy przypuszczac,
ze posiadane przez nas komorki linii Jurkat majg niefunkcjonalne biatko p53. Pomimo tego,
uszkodzenia DNA prowadzity do aktywacji apoptozy zwigzanej z aktywacja kaspaz szlaku
wewnetrznego i zewngtrznego. Badania Karpinach i wsp. [128] wykazaly, ze $mier¢ komorek
linii Jurkat indukowana etopozydem jest zalezna od aktywacji biatka p73, nalezacego do
rodziny p53 1 byla zwigzana z aktywacja Sciezki wewnetrznej. Natomiast aktywacja kaspazy-
8 1 prawdopodobnie réwniez kaspazy-2 jest wynikiem dziatania kaspaz efektorowych.

Jak pokazuja przedstawione w niniejszej pracy wyniki doswiadczen, etopozyd jest
silnym induktorem $mierci proliferujacych komoérek nowotworowych. Jest to oczywiscie
wykorzystywane w leczeniu choréb nowotworowych. Jednakze zwigzek ten nie pozostaje bez
wplywu na inne komorki organizmu podczas terapii. Indukcji apoptozy powodowanej
uszkodzeniami DNA rowniez komoérek niedzielacych sie, takich jak spoczynkowe limfocyty

T, nalezy spodziewac si¢ jako skutku ubocznego klinicznego zastosowaniowa etopozydu.

6.2. Inhibitor kinazy ATM — KU-55933 redukuje uszkodzenia DNA i

apoptoze¢ spoczynkowych limfocytow T traktowanych etopozydem

Przedstawione w tej pracy wyniki sugeruja, ze kinaza ATM odgrywa gtowna role w
przekazywaniu sygnatu od dwuniciowych uszkodzen DNA w spoczynkowych limfocytach T.
Postanowiono, zatem sprawdzi¢, co stanie si¢ z limfocytami traktowanymi etopozydem, w
ktorych zostanie zablokowane dziatanie kinazy ATM. Mutacja w genie kodujacym ATM
prowadzi u ludzi do recesywnej, autosomalnej choroby genetycznej - zespotu ataksja-
teleangiektazja, ktora charakteryzuje si¢ takimi symptomami jak: ataksja moézdzkowa,
teleangiektazje (obecno$ci poszerzonych drobnych naczyn krwiono$nych) w obrebie skory i
gatki ocznej oraz niedobdér immunologiczny, jak réwniez predyspozycja do zmian
nowotworowych (zwlaszcza biataczek 1 chloniakdw) oraz przedwczesne starzenie. Na
poziomie komorkowym choroba ta charakteryzuje si¢ wzmozong wrazliwoscig komorek na
promieniowanie jonizujgce 1 leki radiomimetyczne. Komorki nie sa zdolne do zatrzymania
cyklu komoérkowego z powodu dwuniciowych uszkodzen DNA. Zmniegjsza to mozliwo$é
naprawy uszkodzen przed replikacja DNA i1 mitoza, co prowadzi¢ moze do niestabilno$ci

genomowej [132].
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Natomiast w komodrkach nowotworowych zahamowanie szlaku DDR uwrazliwia je
na czynniki indukujace apoptoz¢ inicjowana uszkodzeniami DNA, co wykazano w badaniach
przeprowadzonych na komorkach Hela, raka piersi [132], raka prostaty [133]. Wiele
inhibitorow szlaku DDR jest juz w badaniach klinicznych jako wspomagajace leczenie chorob
nowotworowych [4]. Nalezg do nich inhibitory kinazy ATM, ktorej rowniez inhibitorem jest
uzyty w niniejszej pracy zwigzek — KU-55933. Jest to silny i specyficzny inhibitor kinazy
ATM. Mechanizm jego dzialania polega na kompetycyjnym wzgledem ATP wigzaniu si¢ z
ATM [132].

Zaobserwowalismy, ze zastosowanie KU-55933 hamowalo indukowang przez
etopozyd fosforylacje seryny 1981 kinazy ATM w spoczynkowych limfocytach T. Pomimo
obecno$ci uszkodzen DNA (pomiar metoda FADU), nie obserwowano skupisk YH2AX i
53BP1 oraz fosforylacji p53. Sordet i wspot. [116] rowniez obserwowali, ze KU-55933
hamowat akumulacje charakterystycznych biatek wokot uszkodzen DNA w komoérkach post-
mitotycznych traktowanych inhibitorem topoizomerazy I. W komoérkach nowotworowych
traktowanych zwigzkami cytotoksycznymi lub naswietlanych promieniami gamma, takze nie
obserwowano symptomoéw aktywacji szlaku DDR po zastosowaniu inhibitora ATM [134].
Nie mniej blokowanie aktywnosci ATM uwrazliwialo komorki nowotworowe na apoptoze
indukowana czynnikami powodujacymi DSB. Zupelnie odwrotny skutek blokowania szlaku
DDR obserwowalismy w traktowanych etopozydem spoczynkowych limfocytach T.
Mianowicie inhibitor ATM hamowat indukowang etopozydem apoptoz¢. Brak aktywacji p53
przekladal si¢ na brak indukcji proapototycznego biatka PUMA oraz obnizenie aktywacji
kaspaz (-9, -8, -2 i -3). Otrzymane wyniki sugeruja potencjalne, bardzo korzystne dziatanie
inhibitora ATM w terapii przeciwnowotworowej. Mianowicie, stosowanie etopozydu i KU-
55933, moze selektywnie zabija¢ komorki nowotworowe 1 jednoczes$nie zapobiegac
limfopenii powodowanej zwigzkiem cytotoksycznym. Dodatkowo pozwalatoby na
zmniejszenie dawki leku, ktéra indukuje $mieré¢ komoérek nowotworowych.

Skad wynika tak rozna odpowiedz prawidlowych 1 nowotworowych komorek?
Jednym z wytlumaczen jest zaktdcenie naprawy uszkodzen DNA w komorkach traktowanych
KU-55933. Kinaza ATM begdac gtownym mediatorem sygnatu DSB, zaangaZzowana jest
réwniez w ich naprawe. Bierze udzial w HR oraz fosforyluje kinazg¢ DNA-PKcs, ktora jest
niezb¢dna do NHEJ [135]. Hamowanie aktywacji ATM prowadzi do wadliwej naprawy i
aberracji chromosomowych, co skutkuje $miercig komorki. White i wsp. [136] wykazali, ze
przejsciowe blokowanie ATM prowadzi do powstawania nienaprawialnych uszkodzen

chromosomow w komorkach dzielacych sig. Powstawaty one gléwnie podczas faz S 1 G2
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cyklu komoérkowego, co wskazuje na wigksza wrazliwos¢ komorek dzielnych si¢ na §mierc.
Nie badali oni jednak mechanizmu $mierci komorek.

Jednakze Veuger i Durkacz [137] dowodza, ze gldwnym mechanizmem tego
zjawiska jest blokowanie zaleznej od kinazy ATM aktywacji NF-kB, ktory promuje przezycie
komorki z uszkodzonym DNA [138]. Hamowanie aktywnosci kinazy ATM powodowato
blokowanie aktywacji NF-xB i prowadzito do apoptozy [137]. Poniewaz wigkszos¢
nowotworow, w przeciwienstwie do komodrek spoczynkowych, charakteryzuje si¢
podwyzszong aktywnoscig NF-kB, hamowanie ATM prowadzi do uwrazliwienia komorek
nowotworowych na $mier¢ indukowang czynnikami cytotoksycznymi.

Badania przeprowadzone przez Li i Yanga [139] wykazaty, ze sam KU-55933
prowadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego i zablokowania proliferacji oraz indukcji
apoptozy komorek nowotworowych. Proces ten byt wynikiem hamowania zaleznej od ATM
Sciezki kinazy AKT, ktorej wysoka aktywno$¢ obserwowana jest w komorkach
nowotworowych. Natomiast brak wzrostu poziomu $mierci spoczynkowych limfocytow T
traktowanych samym KU-55933 moze by¢ zwigzany z niska aktywnoscia szlaku AKT w tych
komorkach.

Jednak blokowanie kinazy ATM mimo pozytywnego ochronnego efektu przed
$miercig limfocytow T na skutek dziatania zwigzku cytotoksycznego, moze nies¢ rowniez
niepozadane skutki. KU-55933, chronigc limfocyty T z uszkodzonym DNA przed apoptoza
jednoczesnie blokuje mechanizmy jego naprawy. NHEJ jest glownym mechanizmem
naprawy DNA w komorkach w fazie GO i jest to proces zalezny od kinazy DNA-PKcs, ktora
aktywowana jest w wyniku fosforylacji przez ATM. Tworzenie skupisk YH2AX 1 53BP1 oraz
ich wspotwystepowanie uznawane jest nie tylko jako marker dwuniciowego uszkodzenia
DNA ale rowniez poczatkowych etapow zwigzanych z naprawa DNA. Zastosowanie KU-
55933 nie tylko hamowato aktywacj¢ ATM 1 jej substratow, ale rowniez naprawe uszkodzen.
Konsekwencjg tego moze by¢ apoptoza w pozniejszym czasie lub niestabilno$¢ genomowa,
na przyklad podczas aktywacji limfocytow antygenami. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie
potrzebne sg dalsze badania.

Jak pokazujg badania Stangi i wsp. [140], limfocyty pochodzace od 0séb chorych na
A-T oraz immortalizowane mioblasty, traktowane KU-55933 byly oporne na apoptoze
indukowang FASL. Bylo to zwigzane z podwyzszonym poziomem biatka c-FLIP w
komorkach z nieaktywng kinaza ATM. Wykazano réwniez, ze uszkodzenia DNA aktywujac
ATM prowadza do obnizenia poziomu biatka FLIP, co promuje $mier¢ indukowang

aktywacja receptorow $mierci. Zatem, blokowanie apoptozy zaleznej od Fas, ktéra jest
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waznym mechanizmem eliminacji aktywowanych limfocytow (AICD), moze prowadzi¢ do
zaburzen homeostazy ukladu odpornosciowego i by¢ przyczyna rozwoju bialaczek oraz
chloniakow.

Z drugiej strony, jak wiadomo hamowanie ATM przez inhibitor kompetycyjny
wzgledem ATP jest przejsciowe. Po usunigciu inhibitora ze $rodowiska komorki
spoczynkowe bgdg mogly naprawi¢ powstate uszkodzenia. Tak, wigc, potencjalne szkodliwe
dziatanie inhibitora na komorki spoczynkowe, takie jak brak reperacji uszkodzen DNA i
hamowanie apoptozy, moze mie¢ mniejsze znaczenie niz zysk w postaci skutecznej terapii

przeciwnowotworowej.

6.3. Kurkumina indukuje $mieré¢ spoczynkowych limfocytow T oraz

komorek linii Jurkat w sposéb nie zalezny od uszkodzen DNA

W kolejnych doswiadczeniach skupiono si¢ na badaniu wptywu kurkuminy na
indukcje uszkodzen DNA 1 aktywacje szlaku DDR w spoczynkowych limfocytach T oraz
komorkach linii Jurkat. Kurkumina jest naturalnym zwigzkiem roslinnym o potencjalnym
dzialaniu  przeciwnowotworowym i jest przedmiotem zainteresowania Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia od wielu lat. Uzyskiwana jest z ktacza ostryzu dlugiego
(Curcuma longa). Stosowana jest jako przyprawa w kuchni orientalnej (sktadnik przyprawy
curry) oraz w przemysle spozywczym jako barwnik (E100). Kurkumina od ponad 4000 lat
jest stosowana w medycynie tradycyjnej Dalekiego Wschodu w leczeniu wielu dolegliwosci:
trudno gojacych si¢ ran, artretyzmu, goraczki, zoltaczki, schorzen watroby i uktadu
trawiennego, chorob skory czy depresji [141]. Intensywne badania in vitro i in vivo z
ostatnich lat wykazaly przeciwnowotworowe, antyseptyczne, przeciwreumatyczne,
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyproliferacyjne 1 proapoptotyczne wlasciwosci
kurkuminy, ktore mogg wywiera¢ korzystny efekt w leczeniu choréb neurodegeneracyjnych,
nowotworow, reumatoidalnego zapalenia stawow, alergii, przewlekltego zapalenia jelit,
chorob autoimmunologicznych, cukrzycy, AIDS, astmy, chordéb krazenia i wielu innych
[142]. Kurkumina jest obecnie na etapie badan klinicznych jako zwigzek
przeciwnowotworowy oraz przeciw chorobie Alzheimera [143]. Plejotropowe wihasciwosci
kurkuminy sg wynikiem jej dzialania na wiele réZznorodnych biatek i proceséw komodrkowych
[144]. Do molekularnych celow kurkuminy, z ktérymi moze oddziatywa¢ bezposrednio lub
posrednio, mozna =zaliczy¢: czynniki transkrypcyjne (NF-kB, AP-1), czynniki wzrostu
(VEGF), kinazy (AKT, MAPKs, mTOR), cytokiny pozapalne (TNF, IL-1, IL-6), czasteczki
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adhezyjne (ICAM-1, VCAM-1), biatka zwigzane z apoptoza (p53, BCL-X., BAX) i wiele
innych (COX-2, HO-1) [141]. Réznorodny efekt wywotywany przez kurkuming zalezy od
dawki oraz rodzaju traktowanych komorek. Czgsto obserwuje sig, ze niskie dawki pomagaja
w przezyciu 1 wzroscie komoérek, a wysokie dziataja antyproliferacyjnie badz
proapoptotycznie. Zjawisko dwufazowego dzialania jakiego$ czynnika nazwane zostato
hormezg. W takim znaczeniu kurkumina jest hormetyna [145].

Czynnik transkrypcyjny NF-xB odgrywa glowna rolg w wielu procesach
wzrostowych, zapalnych oraz odpowiedzi odpornosciowej. Przeciwnowotworowe
wihasciwosci kurkuminy sg gltownie skutkiem hamowania NF-«xB, ktéorego poziom jest
podwyzszony w komorkach nowotworowych. Natomiast uwaza si¢, ze komorki prawidtowe,
w ktorych aktywno$¢ NF-kB jest niska sg mniej podatne na $mier¢ indukowana kurkuming
[146]. Jednakze w badaniach in vitro prowadzonych na prawidtowych limfocytach, ktore bez
stymulacji nie wykazuja wysokiej aktywnosci NF-«kB wykazano, ze kurkumina jest takze
silnym induktorem $mierci [147, 148].

Przeprowadzone w niniejszej pracy doswiadczenia wykazaly praktycznie jednakowa
podatno$¢ na $mier¢ spoczynkowych limfocytow T 1 proliferujacych komorek biataczkowych
linii Jurkat. Poziom $mierci byl podobny w obu typach komorek w przypadku wysokich i
niskich st¢zen kurkuminy. Rowniez prawidlowe dojrzewajace 0oCyty oraz wczesne mysie
zarodki (brak aktywnego NF-xB) byly podatne na $mier¢ indukowang kurkuming, co miato
miejsce w wyniku zaburzen wrzeciona podziatowego [149]. Smierci komorek traktowanych
kurkuming w stezeniu 50uM nie towarzyszyta oligonukleosomalna degradacja DNA [150], co
tlumaczy brak ciatek apoptotycznych w obserwowanych przez nas preparatach
mikroskopowych.

Bazujac na danych literaturowych méwiacych o indukcji przez kurkuming uszkodzen
DNA w ludzkich [113, 151] i mysich [152, 153] limfocytach, zbadalisSmy czy za $mier¢ tych
komorek odpowiada aktywacja szlaku DDR. Jednakze przeprowadzone przez nas
doswiadczenia nie wykazaty indukcji uszkodzen DNA przez ten zwigzek, zardbwno w
spoczynkowych limfocytach T jak i proliferujacych komorkach linii Jurkat. Inni badacze
opisujacy indukcje uszkodzen DNA przez kurkuming, stosowali metode elektroforezy
pojedynczych komoérek w zelu agarozowym — ,.kometki alkalicznej”. W skrocie, polega ona
na osadzeniu komoérek w zelu agarozowym, lizie komoérek oraz rozwijaniu DNA (w miejscu
uszkodzen DNA) w warunkach alkalicznych (pH>13) i przeprowadzeniu rozdzialu
elektroforetycznego. Powstate w wyniku dwuniciowych uszkodzen DNA fragmenty i

rozluznione nici DNA powstale po lizie alkalicznej (w miejscu jednoniciowych uszkodzen)
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wydostajg si¢ z obszaru komorki 1 migrujg w zelu tworzac tak zwany ,,ogon”. Nastepnie
preparaty sg neutralizowane, aby zakonczy¢ etap lizy alkalicznej i DNA jest barwione.
Dhugos¢ i ksztalt ,,ogona” jest analizowana i $§wiadczy o uszkodzeniach DNA. Metoda
kometki uwazana jest za bardzo czula metode, poniewaz analizowane sg poszczegdlne
komorki [154]. O ile procedura wydaje si¢ by¢ stosunkowo nieskomplikowana, istniejg jej
pewne modyfikacje, ktore moga by¢ powodem rozbieznosci w wynikach uzyskiwanych w
r6znych laboratoriach. Dlatego nalezy zwrdci¢ baczng uwage na standaryzacjg procedury
[155]. W przeprowadzonych przez nas doswiadczeniach zastosowali$my pomiar metodg
FADU oraz detekcje skupisk YH2AX i 53BP1. Podczas, gdy tworzenie skupisk YH2AX i
53BP1 $wiadczy o DSB, metoda FADU pozwala na wykrycie rowniez SSB. Procedura tej
metody wykorzystuje takie same zatozenia jak metoda ,.kometki”. Polega na lizie komorek, a
nastgpnie rozwijaniu DNA w miejscach uszkodzen w $rodowisku alkalicznym (pH 12.5) i
neutralizacji. Natomiast do barwienia uzywany jest zwigzek, ktory znakuje tylko dwuniciowe
DNA. Etapy lizy komorek, rozwijania DNA, neutralizacji i barwienia DNA przeprowadzane
sa automatycznie, co znacznie zwicksza doktadnos$¢ i powtarzalno$¢ metody. Dodatkowo w
porownaniu do metody ,.kometki”, analizie poddawana jest bardzo duza liczba komorek.
Oczywiscie otrzymany wynik jest $rednig dla calej populacji 1 nie jesteSmy w stanie
analizowa¢ pojedynczych komorek. Naszym zdaniem jednak obserwowanie rozbieznosSci
miedzy wynikami uzyskanymi przez nas oraz przez innych badaczy, nie powinny wynika¢ z
zastosowania réznych metod.

Dos$wiadczenia, w ktorych wykrywano uszkodzenia powodowane przez kurkuming
metoda ,,kometki” byly prowadzone w puli limfocytow jednojadrzastych krwi, ktére stanowig
heterogenng populacje komorek (limfocytow T, B, NK, monocytéw). Przeprowadzone przez
nas do$wiadczenia byly wykonane na oczyszczonej populacji limfocytow T. Niewykluczone,
wigc, ze kurkumina nie indukuje uszkodzen DNA w limfocytach T, ale innych komorkach
frakcji komoérek jednojadrzastych. Obecnos¢ tych populacji komérek w badaniach innych
moze by¢ przyczyng obserwowanych réznic. Wykonali§my réwniez pomiar uszkodzen DNA
w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej (PBMC) traktowanych kurkuming. PBMC
stosowane do pomiaru byly badane od razu po izolacji lub pozostawione na noc w
inkubatorze (rysunek 6.1. ponizej). Wyraznie wida¢, ze zwlaszcza w wysokich stezeniach (40
1 50uM) kurkumina indukuje wigcej uszkodzen zaréwno w przypadku $wiezo izolowanych
jak 1 inkubowanych komorek. Ponadto wydaje si¢, ze poziom uszkodzen moze by¢ faktycznie
wyzszy w przypadku §wiezo izolowanych komorek, ale byto to tylko jedno dos§wiadczenie 1

trudno jest wycigga¢ z niego jednoznaczne wnioski. Aczkolwiek, podobnych obserwacji
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dotyczacych ilo$¢ uszkodzen DNA w $wiezo izolowanych i hodowanych w inkubatorze
PBMC traktowanych H2O», dokonat Colins i wsp. [156]. Autorzy ttumaczg ten efekt stresem
powodowanym izolacja. Inkubacja natomiast pozwalala na naprawe uszkodzen
powodowanych tym stresem.

M swiezo izolowane [ po nocy w 37°C
140

Procent fluorescencji

10 20 30 40 50
Kurkumina [uM]

Rys. 6.1.Uszkodzenia DNA w PBMC traktowanych kurkuming mierzone metoda FADU.
PBMC bezposredniag po izolacji lub po catonocnej inkubacji w 37°C i 5%CO; traktowano
kurkuming w réznych st¢zeniach (10-50uM). Poziom uszkodzen mierzono po uplywie 30
minut. Fluorescencja komorek traktowanych DMSO wynosi 100%.

Nasze pomiary byly prowadzone na $wiezo izolowanych limfocytach T i nie
obserwowali$my w nich uszkodzen DNA. Co wigcej, nie obserwowali§my ich réwniez w
komorkach linii Jurkat. Badania przeprowadzone na dzielacych si¢ komorkach zarodka myszy
[149] i komoérkach mieloidalnych HL-60 [157] przeprowadzone innymi metodami, réwniez
nie wykazaty indukcji pierwotnych uszkodzen DNA. Mozemy, wigc $miato wnioskowac, ze
kurkumina nie indukuje uszkodzen DNA w spoczynkowych limfocytach T oraz komorkach
linii Jurkat, co zreszta potwierdzity dalsze nasze badania. Mianowicie, nie stwierdzilismy
aktywacji szlaku DDR (fosforylacji ATM i fosforylacji p53) w spoczynkowych limfocytach T
i komorkach linii Jurkat traktowanych tym zwigzkiem. Jednakze w spoczynkowych
limfocytach T po 12 godzinach od dodania kurkuminy, zaobserwowano niewielki i
przejsciowy wzrost fosforylacji ATM. Wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢ indukcja
przez kurkuming stresu oksydacyjnego. Wykazano, ze aktywacja ATM moze zachodzi¢ bez
uszkodzen DNA, wilasnie na skutek wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu [158].

W komorkach linii Jurkat traktowanych kurkuming fosforylacji ulegata natomiast

kinaza Chk2, ktora jest zwykle fosforylowana przez kinaz¢ ATM. Ostatnio jednakze
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wykazano, ze kinaza Ckh2 moze by¢ fosforylowana podczas mitozy, bez obecnosci
uszkodzen DNA. Jej substratem, w tym przypadku jest biatko BRCA1. Aktywacja tych biatek
ma chroni¢ komorki przed niestabilnoscia chromosomowa prowadzaca do katastrofy
mitotycznej dzielgcych sie komoérek [159, 160]. Jak pokazuja doswiadczenia na komodrkach
linii HCW-2, kurkumina indukowata $mier¢ komorek, ktora byta nast¢gpstwem katastrofy
mitotycznej [161]. Niewykluczone, ze indukowana traktowaniem kurkuming komoérek linii
Jurkat fosforylacja Chk2 jest odpowiedzig, ktora prowadzi do =zaburzen wrzeciona
podzialowego podczas podziatow, co w konsekwencji prowadzi do katastrofy mitotyczne;j.
Aby zweryfikowac t¢ sugesti¢ nalezy przeprowadzi¢ dodatkowe badania. Tym bardziej, ze
nieznaczng, niezalezng od ATM fosforylacje Chk2, obserwowaliSmy w spoczynkowych
limfocytach T. W tym przypadku jednak nie mozna tego wyttumaczy¢ katastrofa mitotyczna,
gdyz sa to komorki niedzielagce si¢. Z drugiej jednak strony sg dane, ktore pokazuja, iz
komorki post-mitotyczne, neurony wchodza przed $miercia w poronny cykl komoérkowy
[162].

Smieré spoczynkowych limfocytow T i komérek linii Jurkat, indukowana 50uM
kurkuming, zwigzana byla z aktywacja kaspazy-8 oraz kaspazy-3. Natomiast nie
zaobserwowaliSmy aktywacji kaspazy-2 i1 kaspazy-9. Nie stwierdzili$my takze indukcji
proapoptotycznego biatka PUMA w limfocytach spoczynkowych traktowanych kurkuming
(nie pokazano). Swiadczy to o aktywacji zewnetrznego szlaku apoptozy przez kurkumine, a
nie wewngetrznego, ktory miedzy innymi uruchamiany jest uszkodzeniami DNA. Aktywacja
kaspazy-8 moze nastepstwem powodowanej przez kurkuming niezaleznej od FASL agregacji
receptora FAS [163]. Wykazano roéwniez, ze kurkumina wptywa na $mier¢ komorkowa
poprzez obnizenie poziomu biatek przeciwapoptotycznych: BCL-2, BCL-X, inhibitorow
kaspaz IAPs oraz c-FLIP [164]. Wickszo$¢ przeciwapoptotycznych biatek regulowana jest
przez czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktorego inhibitorem jest kurkumina. W przypadku
komorek z aktywnym NF-kB jest to bardzo prawdopodobny mechanizm $§mierci, jednakze,
jezeli chodzi o komdrki spoczynkowe, juz niekoniecznie. Jak pokazuje praca Hang i wsp.
[165], c-FLIP chroni przed apoptoza réwniez naiwne (nieproliferujgce) limfocyty T, wigc

obnizenie jego poziomu przez kurkuming moze odgrywac rolg¢ w $mierci tych komorek.

6.4. Rola szlaku DDR w starzeniu replikacyjnym limfocytéw T in vitro

Starzenie uktadu odporno$ciowego cztowieka charakteryzuje si¢ inwolucja grasicy,

spadkiem liczby limfocytow naiwnych, redukcja réznorodnosci repertuaru TCR oraz
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akumulacjag w petni zréznicowanych komorek pamigci 1 efektorowych. Nastepuje rowniez
zmniejszenie liczby pomocniczych limfocytow T CD4" i zwigkszenie udziatu limfocytow T
CD8", a zwlaszcza pozbawionych czasteczki CD28 zaangazowanej w aktywacje limfocytow
[102, 103]. Skutkuje to uposledzeniem odpornosci u osdb starszych w stosunku do
rozpoznawania nowych antygendéw, co wigze si¢ wzrostem podatnosci na infekcj¢ 1 rozwoj
nowotworow.

Opisane powyzej zachodzace z wiekiem zmiany sg efektem powtarzajacych si¢ cykli
odpowiedzi odpornosciowej na napotykane podczas catego zycia antygeny. Prowadzi to do
wyczerpania potencjatu replikacyjnego limfocytow i ich starzenia [166]. Limfocyty stare i w
peini zréznicowane charakteryzuja si¢ obnizong odpowiedzig proliferacyjng na patogeny, co
prawdopodobnie zwigzane jest z utratg pewnych czgsteczek powierzchniowych (CD28) [101].

W celu lepszego poznania zjawiska starzenia limfocytow T, wykorzystuje si¢
badania in vitro. W tych doswiadczeniach limfocyty stymuluje si¢ kilkukrotnie mitogenem, co
nasladuje wielokrotne infekcje podczas zycia organizmu. Jednakze zwykle do tego typu
badan stosuje si¢ komorki jednojadrzaste (PBMC) stymulowane PHA. My natomiast
wykorzystaliSmy do hodowli limfocyty T, ktorych proces starzenia in vivo zostat najlepiej
zbadany.

PHA jest niespecyficznym mitogenem, ktory powoduje aktywacje limfocytow, co
objawia si¢ ekspresja CD69, CD25 i produkcja IL-2, ktéra niezbedna jest do ich podziatow.
Na powierzchni aktywowanych limfocytow pojawia si¢ rowniez czasteczka CD9S/FAS,
zaangazowana w AICD [2]. Ponowna stymulacja mitogenem wigze si¢ z masowg $miercig
aktywowanych limfocytow. Obserwowana przez nas apoptoza komorek po 48 godzinach po
pierwszej stymulacji PHA, wynika z faktu, ze wykorzystane do doswiadczen limfocyty T
pochodzilty od dawcow w wieku 20-30 lat, u ktorych cze$¢ limfocytow miata juz kontakt z
antygenami i byla podatna na AIDC. W modelu starzenia replikacyjnego stosowanym w
niniejszej pracy, ze wzgledu na duzg $miertelno$¢ limfocytéw powodowang restymulacja,
pomiaru parametrow zwigzanych ze starzeniem dokonano przed kolejnymi stymulacjami
PHA (dzien: 0, 14, 21, 28 i 35).

Hodowla in vitro stymulowanych limfocytow T (CD3+) w obecnosci IL-2
prowadzita do zmian ilo§ciowych subpopulacji komoérek, podobnych do obserwowanych
podczas starzenia uktadu odpornosciowego. Mianowicie, wraz z uptywem czasu zmniejszat
si¢ udziat limfocytow T CD4+, zwigkszat si¢ limfocytow T CD8+CD28-. Jest to zgodne
wynikami badan nad starzeniem replikacyjnym in vitro PBMC [103, 167]. Czasteczka CD28

jest receptorem powierzchniowym limfocytow T, ktory taczy sie z czasteczka B7 komorki
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prezentujacej antygen i stanowi dodatkowy sygnat kostymulujacy, niezbedny do aktywacji
naiwnych limfocytow. CD28 jest niezbedna do aktywacji produkcji IL-2 oraz zaangazowana
jest w aktywacje¢ NF-kB [168]. Oslabiona zdolnosci proliferacyjna limfocytow CD28- jest
réwniez wynikiem obecnosci krétkich telomeréw w tych komoérkach, co byto obserwowane in
vitro [104] i in vivo [169]. Limfocyty ulegajace starzeniu in vitro CD8+CD28- tracg zdolnos¢
proliferacji, jednakze izolowane od dawcéw w podesztym wieku i stymulowane mitogenem
wykazywaty zdolnos$¢ do podziatow [170].

Jaki jest mechanizm indukujacy starzenie limfocytow? Wiadomo, ze skrdcone
telomery rozpoznawane sg jako uszkodzenia DNA, co prowadzi do indukcji $ciezki p53-p21,
skutkujacej zatrzymaniem podzialdow i starzeniem. Juz jeden skrocony do krytycznej wartosci
telomer jest w stanie aktywowaé zatrzymanie podziatdéw [15]. Starzenie komdrkowe moze
by¢ indukowane nie tylko przez skracajace si¢ telomery, ale rOwniez przez stres. Jednym z
nich jest rowniez stres replikacyjny spowodowany intensywna proliferacja, co
zaobserwowano podczas indukcji starzenia indukowanego onkogenami [171]. Zaktadamy, Ze
w przypadku limfocytow T stymulowanych niespecyficznym mitogenem, w wyniku silnej
proliferacji komorek, dochodzi do stresu replikacyjnego indukujacego uszkodzenia DNA,
ktore akumuluja si¢ 1 stanowia obok skracania telomeréw dodatkowy sygnatl do starzenia. Jak
wykazalismy, stymulacja PHA powodowata wzrost liczby skupisk YH2AX w limfocytach juz
po 48 godzinach. W p6zniejszych dniach hodowli rowniez wykrywali§my obecnos¢ skupisk,
jednakze liczba komorek posiadajagcych je malata. Po pierwsze jest to zwigzane
prawdopodobnie ze zmniejszaniem si¢ zdolno$ci do proliferacji limfocytow w trakcie
hodowli, co wigze si¢ z kolei mniejszym stresem replikacyjnym powodowanym stymulacja.
Po drugie rosta liczba komoérek umierajacych, co réwniez moglo wplynag¢ na obserwowany
obraz. Wykrywana obecno$¢ uszkodzen DNA bardzo dobrze koreluje z obserwowanym
profilem biatek szlaku DDR. W 14 dniu fosforylacja kinazy ATM oraz Chk1, $swiadczacej o
aktywacji ATR, malata w czasie i w 35 dniu prowadzanej hodowli praktycznie zanikata. Jak
wykazano [79] kinaza ATM ulega degradacji podczas apoptozy. Natomiast, mimo spadku
aktywnosci gtownych kinaz $ciezki, poziom 1 fosforylacja p53 byty wysokie do ostatnich dni
hodowli, co moze mie¢ zwigzek nie tylko ze starzeniem, ale rowniez $miercig komorek.

Aktywacja szlaku DDR z jednaj strony prowadzila do indukcji starzenia, 0 czym
Swiadczy wzrost poziomu inhibitora cyklu komorkowego p21 oraz wzrostu aktywnosci SA-f-
galaktozydazy, a z drugiej do apoptozy, ktorej poziom zwigkszal si¢ wraz z czasem
prowadzenia hodowli. W literaturze pojawiaja si¢ sprzeczne informacje na temat dhugosci

zycia akumulujacych si¢ wraz z wiekiem w organizmie limfocytow T CD8+CD28-. Jedni
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uwazaja je za komorki dhugo zyjace i oporne na apoptoze [172, 173], a inni wrecz przeciwnie
[174, 175]. In vitro obserwowaliSmy wzrost poziomu $mierci stymulowanych limfocytow
wraz z czasem prowadzenia hodowli. Prawdopodobnie jest to zwigzane z warunkami hodowli
komorkowej, gdzie gtdéwnym czynnikiem wzrostowym jest interleukina-2 (IL-2), na ktorg
starzejace si¢ limfocyty przestaja by¢ wrazliwe. Dodatkowo stabsza odpowiedz na stymulacje
mitogenem moze wigzaé si¢ z obnizeniem poziomu biatek przeciwapoptotycznych, a z
drugiej strony aktywacja biatek proapoptotycznych takich jak Bim, ktore jest zaangazowane
w apoptoz¢ na skutek braku cytokin [77]. Natomiast w organizmie limfocyty wystepuja w
odpowiednich niszach, gdzie otrzymuja dodatkowe czynniki promujgce przezycie, na
przyktad I1L-15 [176]. Jak pokazal Brunner i wsp. [177] IL-15 prowadzita do wzrostu
poziomu antyapoptotycznego biatka BCL-X. w limfocytach T CD8+CD28-.

Stymulacja limfocytéw T mitogenem prowadzita do indukcji uszkodzen DNA,
aktywacji szlaku DDR, czemu towarzyszylo pojawianie si¢ markeréw starzenia
komorkowego (SA-B-galaktozydaza, p21). Jednakze rosngcy odsetek komorek umierajacych
moze sugerowaé, ze starzejace si¢ limfocyty ulegaly apoptozie wynikajacej z warunkow
hodowli, co bylo rowniez, obserwowane przez innych badaczy [51, 104]. By¢ moze zmiana
warunkow hodowli (dodanie innych cytokin np.: IL-15) wptynie na lepsza przezywalnos¢
starzejacych sie komorek.

Wyniki naszych do$wiadczen wykazaly, ze stres replikacyjny moze wplywaé na
proces starzenia limfocytow T poprzez indukcj¢ uszkodzen DNA. Wskazuja rowniez na fakt,
ze starzenie limfocytow T in vitro, moze w pewnych aspektach odbiega¢ od procesu starzenia
in vivo. Do podobnego wniosku doszta rowniez Brzezinska [178] na podstawie badan

fenotypu i zdolnosci do proliferacji limfocytow CD8+CD28- badanych in vitro i ex vivo.

6.5. Starzenie aktywowanych limfocytéw T indukowanych etopozydem

Jak wykazaliS$my, starzenie limfocytow T in vitro zwigzane jest z uruchomieniem
szlaku DDR, ktory moze by¢ aktywowany mitogenem. ZadaliSmy sobie nastgpnie pytanie,
czy traktowanie aktywowanych limfocytow zwigzkiem uszkadzajacym DNA bedzie w stanie
przyspieszy¢ proces starzenia tych komorek. Wiadomo, bowiem, ze zwiazki indukujace stres
powodujg SIPS (stress induced premature senescence) w wielu prawidtowych [179, 180] i
nowotworowych komoérkach [181]. Brak jest jednak danych na temat SIPS ludzkich
limfocytow.

W przeprowadzonych przez nas wstgpnych biadaniach traktowali$my proliferujace

limfocyty T 0,1uM etopozydem. W limfocytach T obserwowalismy wzrost ognisk YH2AX po
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dodaniu etopozydu. Prowadzito to do aktywacji p53 i indukcji p21 juz po 24 godzinach.
Jednocze$nie nie obserwowaliSmy wzrostu indeksu apoptotycznego w tym czasie. W
przypadku starzenia indukowanego stresem zatrzymanie podzialéw i indukcja markerow
starzenia nastepuje w ciggu kilku dni. W przypadku limfocytow T po 5 dniach hodowli z
ctopozydem obserwowaliSmy nieznaczny wzrost aktywnosci SA-B-galaktozydazy w
komorkach (pomiar cytometryczny), ale wzrastata rowniez liczba komorek apoptotycznych.
Dodatkowo, w poréwnaniu do réwnolegle prowadzanej hodowli starzenia replikacyjnego
limfocytow T, apoptoza wigzata si¢ ze zmniejszeniem odsetka limfocytow CD8+CD28-, a
zwiekszeniem liczby limfocytow CD4+. Sugeruje to wigksza podatno$¢ limfocytow T
CD8+CD28- na $mier¢ indukowang uszkodzeniami DNA in vitro. Podobny efekt
zaobserwowany byt przez Brunner’a i wsp. [177] i thumaczony jest zaburzeniami szlaku DDR
1 braku indukcji p21 w tej subpopulacji komorek. Dodanie do hodowli IL-15 hamowato
$mier¢ limfocytow T CD8+CD28- indukowang etopozydem [177]. Podobnie jak w przypadku
starzenia replikacyjnego zmiana warunkow hodowli, na takie, ktére lepiej oddajg srodowisko
wystepujace w organizmie, pozwolitaby na doktadniejsze zbadanie procesu przys$pieszonego
starzenia limfocytow T oraz udzialu w nim uszkodzen DNA.

Podsumowujac, mozemy wnioskowac, ze starzenie limfocytow T in vitro zarowno
replikacyjne jak i prawdopodobnie przyspieszone (SIPS) ma zwigzek z uszkodzeniami DNA
indukowanymi w pierwszym przypadku stresem replikacyjnym, a w drugim przypadku
etopozydem. Jednakze badanie procesu starzenia limfocytow T w hodowli jest trudne ze
wzgledu na fakt, ze aktywacja limfocytow do podziatu wiaze si¢ z ich $miercig (AICD).
Ponadto, uszkodzenia DNA oraz nast¢pujgca po nich aktywacja odpowiedzi na uszkodzenia
DNA (DDR) mogg prowadzi¢ zarowno do starzenia komodrkowego jak 1 apoptozy. Nasze

badania sg prekursorskie i mamy nadziej¢ daja poczatek dalszym badaniom w tej dziedzinie.

113



Podsumowanie i wnioski

7. Podsumowanie i wnioski

e FEtopozyd indukowal uszkodzenia DNA oraz S$ciezk¢ sygnalizacyjng DDR
zarowno w spoczynkowych limfocytach T jak i komorkach linii Jurkat
e Aktywacja DDR w obu typach komoérek prowadzita do kaspazo-zaleznej apoptozy
e Poziom apoptozy byt znacznie wyzszy w komodrkach linii Jurkat niz w
spoczynkowych limfocytach T; wiaze si¢ to z faktem hamowania przez etopozyd
topoizomerazy Il, aktywnej w limfocytach T tylko podczas transkrypcji a w
komorkach linii Jurkat podczas transkrypcji 1 replikacji
e Zastosowanie inhibitora kinazy ATM blokowato aktywacj¢ szlaku DDR i
apoptoze spoczynkowych limfocytéw T
Inhibitor ATM niweluje szkodliwy efekt etopozydu, obserwowany w spoczynkowych
limfocytach T w czasie dwoch dni od podania. Jednakze dlugofalowe skutki sa trudne do
przewidzenia, gdyz moga objawia¢ si¢ zarowno opdzniong $miercig limfocytow T, jak

rowniez naprawg DNA.

e Apoptoza indukowana przez kurkuming w spoczynkowych limfocytach T i
komorkach linii Jurkat nie bylg zwigzana z indukcja uszkodzen DNA i
aktywacja szlaku DDR

e Kurkumina (50uM) powoduje w takim samym stopniu $mieré spoczynkowych
limfocytow T jak i komorek linii Jurkat.

e Kurkumina powodowata $mier¢ obydwu typow komorek poprzez aktywacje
kaspazy-8 i -3, co sugeruje zaangazowania w ten proces szlaku zewngtrznego
apoptozy.

Kurkumina uwazana jest za zwigzek w pelni bezpieczny. Moze to by¢ jednak
zwigzane z jej niskg biodostepnoscig. Wysokie stezenie kurkuminy stosowane przez nas w
badaniach in vitro, moze by¢ osiggane podczas iniekcji lub zastosowania no$nikow
kurkuminy. W takim przypadku kurkumina moze wykazywac¢ cytotoksyczno$¢ w stosunku do

limfocytow T, i niewykluczone, innych komorek prawidlowych, a nie tylko nowotworowych.

e Starzenie replikacyjne limfocytéw T in vitro, indukowane kilkukrotng stymulacja
mitogenem, byto zwigzane z indukcja uszkodzen DNA
e Aktywacja szlaku DDR podczas starzenia replikacjnego prowadzila rowniez do

smierci limfocytow
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e Indukcja uszkodzen DNA etopozydem w proliferujacych limfocytach T,
prowadzita do ich opoznionej apoptozy i niewykluczone, ze réwniez do
przyspieszonego starzenia (SIPS).

Uszkodzenia DNA i szlak DDR odgrywaja duza rolg w $mierci i starzeniu ludzkich
limfocytow T. Uwaza si¢, ze starzenie in vitro w pewnym stopniu odzwierciedla proces
zachodzacy in vivo. Tak wiec, mozemy przypuszczac, ze podobne mechanizmy molekularne

odgrywaja rolg w starzeniu komoérek uktadu odpornosciowego.
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8. Streszczenie

Wszystkie komoérki zywych organizmoéw narazone s3 na uszkodzenia DNA
powodowane czynnikami zarowno wewnetrznymi jak i zewnetrznymi. Uszkodzenia DNA w
komorce sg wykrywane przez tak zwane punkty kontroli (checkpoints), ktore dzialajg w
réznych fazach cyklu komoérkowego powodujac jego czasowe zatrzymanie umozliwiajace
napraw¢ lub permanentne zatrzymanie prowadzace zahamowania podzialdow 1 starzenia
komorkowego. Kiedy uszkodzenia sg bardzo rozlegte uruchamiany jest mechanizm $mierci
komorkowe;.

Starzenie komodrkowe jest indukowane uszkodzeniami DNA generowanymi przez
skracajace si¢ z kazdym podzialem telomery. Jest to starzenie replikacyjne. Znane jest
rOwniez starzenie przyspieszone, SIPS (stress induced premature senescence) indukowane
uszkodzeniami w dowolnym miejscu DNA 1 przebiegajace znacznie szybciej od starzenia
replikacyjnego.

W niniejszej pracy podstawowym celem bylo badanie mechanizméw $mierci i
starzenia ludzkich limfocytow T (CD3+) pod wptywem uszkodzen DNA. W szczegdlnosci
chcieliSmy zweryfikowa¢ hipoteze, zaktadajaca, ze Sciezka sygnalizacyjna odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (DDR), ktéra jest indukowana w komorkach proliferujacych, moze by¢ tez
aktywowana w limfocytach spoczynkowych. Drugim szczegétowym celem bylo
zweryfikowanie hipotezy, ze starzenie replikacyjne ludzkich limfocytow T in vitro jest
powodowane stresem replikacyjnym indukowanym przez mitogen oraz, ze uszkodzenia DNA
indukowane etopozydem mogg prowadzi¢c w proliferujacych limfocytach T do
przyspieszonego starzenia (SIPS).

Pierwszy etap pracy polegal na zbadaniu roli uszkodzen DNA w $mierci
spoczynkowych limfocytow T traktowanych: (i) etopozydem, ktory jest inhibitorem
topoizomerazy Il i powszechnie stosowanym lekiem przeciwnowotworowym, lub (ii)
kurkuming, ktéra jest naturalnym zwigzkiem roSlinnym o potencjalnym dzialaniu
przeciwnowotworowym 1 bedaca przedmiotem naszego zainteresowania od wielu lat. W
badaniach wykorzystaliSmy rowniez dla pordwnania proliferujace komorki biataczki
limfocytarnej linii Jurkat.

W obu typach komérek etopozyd indukowat uszkodzenia DNA, jak wykazata analiza
z zastosowaniem techniki FADU oraz detekcja skupisk yH2AX 1 53BP1 metoda
immunocytochemiczng. Aktywacji ulegaly takze kluczowe biatka szlaku DDR, takie jak
ATM, Chk2 i p53. Nastgpstwem tych zjawisk byta §mier¢ traktowanych komoérek zalezna od
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aktywacji kaspaz (-2, -9, -8 i -3). Spoczynkowe limfocyty T byly okoto 2,5 razy mniej
wrazliwe na $mier¢ i indukcj¢ uszkodzen DNA niz proliferujace komorki linii Jurkat.
Zahamowanie szlaku DDR w komodrkach nowotworowych uwrazliwia je na zwigzki
indukujace apoptoze poprzez uszkodzenia DNA. Wiele takich zwigzkow jest juz w badaniach
klinicznych, jako wspomagajace leczenie nowotworu. Nalezg do nich inhibitory kinazy ATM.
Zadalismy sobie, wigc pytanie o efekt dzialania inhibitora ATM, KU-55933 na prawidtowe
limfocyty spoczynkowe traktowane etopozydem. Otrzymane wyniki pokazuja, ze KU-55933
hamuje DDR natomiast pozostaje bez wplywu na uszkodzenia DNA. Co ciekawe KU-55933
hamuje rowniez aktywacje kaspaz i apoptoze, co moze mie¢ korzystne dziatanie -
zapobiegajace limfopenii powodowanej etopozydem.

Kurkumina, w odrdéznieniu od etopozydu nie indukowata uszkodzen DNA i DDR
zarowno w komorkach linii Jurkat jak i spoczynkowych limfocytach T, natomiast w obydwu
typach komorek indukowata w takim samym stopniu apoptoze. Wyniki tych doswiadczen sa
rézne od danych literaturowych méwiacych o mniejszej wrazliwosci na kurkuming komorek
prawidlowych w poréwnaniu z komoérkami nowotworowymi, jak rowniez danych
sugerujacych indukcje uszkodzen DNA przez kurkuming.

Badania dotyczace roli uszkodzen DNA w starzeniu replikacyjnym oraz
przyspieszonym prowadzono na limfocytach T stymulowanych w hodowli niespecyficznym
mitogenem, PHA. Juz po 14 dniach hodowli obserwowano uszkodzenia DNA oraz aktywacj¢
DDR jak réwniez pojawianie si¢ komodrek z aktywna SA-B-galakozydaza bedaca
powszechnym markerem starzenia komodrkowego. Proces starzenia si¢ limfocytoéw zwigzany
byt tez ze $miercig komorek w hodowli oraz selekcja limfocytow CD8+CD28-. Traktowanie
proliferujach limfocytow T etopozydem o niskim stezeniu (niepowodujagcym $mierci komorek
w ciaggu 24h) powodowato wzmocnienie §$ciezki DDR, co przektadato si¢ na indukcje
apoptozy w pdzniejszym czasie, natomiast nie obserwowano wzmocnienia efektu starzenia
komorkowego, ktory swiadczytby o zajSciu SIPS.

Podsumowujac, wykazano, ze indukcja uszkodzen DNA w spoczynkowych
limfocytach T prowadzi do aktywacji szlaku DDR 1 apoptozy. Efekt ten moze by¢
zahamowany przez zastosowanie inhibitora kinazy ATM, blokujacego $ciezkg odpowiedzi na
uszkodzenia DNA. Natomiast $mier¢ limfocytow T indukowana kurkuming nie byta zwigzana
z indukcja uszkodzen DNA 1 aktywacja szlaku DDR. Stwierdzono rowniez, ze aktywacja
mitogenem limfocytow T prowadzita do aktywacji $sciezki DDR dajacej sygnatl do starzenia
komoérkowego oraz apoptozy. Uszkodzenia DNA odgrywaja bardzo wazng role w starzeniu i

$mierci ludzkich limfocytow.
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